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RESUMO

As industrias de papel e celulose e a utilizagio de herbicidas, inseticidas e
fungicidas, produzem os compostos organicos halogenados (clorofendis), que por serem
de dificil degradagio, constituem um dos grandes grupos de poluentes do meio ambiente.

O objetivo deste trabalho foi estudar a degradagido de 2-clorofenol (2-CP), 3-
clorofenol (3-CP), 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) e 4cido 2,4-diclorofenoxiacetato (2,4-D)
por uma linhagem isolada de Alcaligenes faecalis, uma cepa degradadora de fenol.
Também foi investigada a indug@o da capacidade de degradagio na presenca de fenol (co-
metabolismo).

Adaptagdes sucessivas de A. faecalis a 2-CP e 3-CP (16 mg/L) permitiram que
estes compostos fossem totalmente consumidos, como tunica fonte de carbono, em 24
horas. No entanto, ensaios de adaptagdo apenas permitiram a biodegradaggo parcial de 4
mg/L de 2,4-DCP e 2,4-D, em 48 horas. A suplementagio do meio com extrato de
levedura e glicose apenas reduziu o tempo para a degradagdo dos diclorofenois. Apesar
disso, A. faecalis mostrou crescimento na presenga de até 64 mg/L de 2,4-DCP e 2,4-D.

Diferentes concentragGes de fenol (20, 50, 200 e 500 mg/L) adicionados ao meio (co-
metabolismo) reduziram o tempo para a degradacdo total de todos os clorofendis testados.
Fenol (50 mg/L) demonstrou o melhor efeito na induggo da capacidade de degradagio de 2-
CP e 3-CP (6 mg/L) e de 2,4-DCP e 2,4-D (2 mg/L).

Alcaligenes faecalis, mostrou maior capacidade de consumir monoclorofendis do
que diclorofendis, como unica fonte de carbono. Estudos posteriores poderdo ser
realizados para verificar os mecanismos da degradagio e mineralizagdo de clorofendis,

como as enzimas, os metabolitos e testes com a utilizagdo da cepa em biorreatores.



ABSTRACT

The bleaching kraft pulp, chlorination of potable water, herbicides and fungicides
produce chlorinated phenols, which are considered as environmental pollutant due to their
high resistance to biological degradation.

This work aimed to study the degradation of 2-chlorophenol (2-CP), 3-chlorophenol
(3-CP), 2,4-dichlorophenol (2,4-DCP) and 24-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) by
Alcaligenes faecalis, a phenol-degrading strain.

Sucessive adaptation of Alcaligenes faecalis to monochlorophenol demonstrated
total consumption of 2-CP and 3-CP (16 mg/L), as the only carbon source, after 24 h.
However, Alcaligenes faecalis was also adapted to 4 mg/L of dichlorophenols (2,4-DCP
and 2,4-D), but only a partial degradation of these compounds were detected. When
minimum salt medium was supplemented with yeast extract and glucose, the time of tofal
dichlorophenols disappearance was reduced, but no degradation was observed at higher
concentration.

Phenol (20, 50, 200 and 500 mg/L) added to minimum salt medium accelerated
the degradation of the chlorophenols tested.

A. faecalis strain showed a higher ability to degrade monochlorophenols than
dichlorophenols, as the only carbon source.

Further studies might be carried out to verify the chlorophenol degradation and

mineralization, such as the enzymes involved in the degradation and their metabolites.



1. INTRODUCAO

No Estado de Santa Catarina, as industrias de papel e celulose e de cerdmica sdo
grandes produtoras de compostos aromaticos (fendlicos), como resultado do processo
de branqueamento da polpa de celulose e da gaseificagio do carvdo. Os compostos
aromaticos sao ainda amplamente distribuidos no ambiente, devido a sua presenca nos
efluentes industriais de coquerias, refinarias, siderurgicas e minas de carvio.

Compostos aromaticos clorados constituem hoje um dos grandes grupos de poluentes
do meio ambiente, como resultado de sua larga utilizagio, dificil degradagio e ampla
distribuicdo como componentes de herbicidas, inseticidas, fungicidas, solventes, fluidos de
transferéncia hidraulica e de aquecimento, componentes na produgdo de plasticos e
intermediarios para sinteses quimicas (FETZNER & LINGENS, 1994). »

Quando os compostos sdo quimicamente muito estaveis, geralmente nio encontrados
em moléculas orgénicas de origem bioldgica, tOxicos a microorganismos € imunes a ataques
enzimaticos, como € o caso dos fendis clorados, eles so ditos recalcitrantes a degradagdo
biologica (A"IiAS’ & BARTHA, 1993). Fendis e clorofendis sdo soluveis em agua e podem
contaminar lengéis freaticos (FAVA et al., 1995a).A

O langamento e acamulo destes compostos no meio ambiente, principalmente no
meio aquatico, reduzem drasticamente a populagdo microbiana dos locais de despejo,
resistindo somente os organismos que podem sobreviver com as fontes de energia
disponivets. Assim, a degradagio e desaparecimento destes produtos toxicos pode ser
realizado por microorganismos presentes nestes meios (BOUWER & ZEHNDER, 1993).

Varios trabalhos tém procurado estabelecer as condigGes ideais para a degradacdo
biolégica de compostos aromaticos. Alguns microorganismos degradadOres podem utilizar
estes compostos como unica fonte de carbono, enquanto outros necessitam de co-metabolitos
para estimular a degradagio (HINTEREGGER et al.,, 1992; ALEXANDER, 1994).

Este trabalho tem por objetivo analisar a capacidade de degradagdo de 2-clorofenol
(2-CP), 3-clorofenol (3-CP), 2,4-diclorofenol (2,4-DCP) e do acido 2,4-diclorofenoxiacetato
(2,4-D) por uma cepa bacteriana de Alcaligenes faecalis, degradadora de fenois.



Neste trabalho foram estudados:
e A capacidade da cepa Alcaligenes faecalis em degradar os clorofendis como dnica fonte
de carbono e na presenca de nutrientes (contendo outras fontes de carbono),

e atoleridncia da bactéria a concentragdes crescentes de clorofendis;
¢ ainfluéncia do fenol como indutor para o co-metabolismo com os clorofendis.

A busca e a utilizagdo de microorganismos degradadores de clorofendis pode
fornecer resultados basicos, importantes e necessarios para a otimizagdo do processo de
tratamento de efluentes industriais e biorremediagio de ambientes contaminados com

clorofenois.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostos recalcitrantes

Compostos quimicos que possuem estrutura molecular e/ou seqiéncias quimicas ndo
reconhecidas pelas enzimas degradativas atualmente existentes sio chamados de compostos
xenobidticos. Por outro lado, a resisténcia a degradago ou o metabolismo incompleto deste,
resulta em certos compostos xenobidticos que se acumulam no meio ambiente, passando a
ser denominados recalcitrantes a ag@o bioldgica ou simplesmente recalcitrantes. Compostos
clorados ou halogenados presos a moléculas; ligagdes ternarias € quaternarias nos atomos de
carbono; excesso de anéis aromaticos; cadeias moleculares muito grandes, p. ex. o
polietileno; grande estabilidade as condigdes ambientais; fatha na indugdo da sintese de
enzimas degradativas pelo composto; problemas em relagdo a entrada do composto na célula,
como sua insolubilidade ou tamanho; ou ainda a excessiva toxicidade deste ou de seus
metabolitos, sdo algumas das razdes mais comuns para um composto quimico se tornar
recalcitrante (ALEXANDER, 1994; SILVA & FAY, 1997).

A mineralizagio de moléculas orgéanicas, isto €, a sua degradagio a CO,, H,O e/ou
outros compostos inorgénicos, € essencial para o ciclo do carbono e a manutengio da vida. A
introdug@o de. compostos xenobiéticos dentro da biosfera, resulta na persisténcia de um
grande numero de compostos quimicos como fonte de poluigio (RAMOS et al, 1994;
HAGGBLOM & VALOQ, 1995).

Priticas de monoculturas e necessidades cada vez maiores da produgio de alimentos
em larga escala, tem levado a esforgos visando o controle de pragas na agricultura. Custos
cada vez maiores de mdo-de-obra e processos crescentes de mecanizagio agricola tém
favorecido a pratica do uso indiscriminado de biocidas (ATLAS & BARTHA, 1993).

Muitos biocidas sdo compostos aromaticos halogenados e recalcitrantes ao ataque
biologico por possuirem ligagGes quimicas extremamente estaveis. Esta estabilidade é
desejavel em biocidas (inseticidas e herbicidas), nos quais os clorofendis estdo presentes como
principio ativd nas formulagdes. Entretanto, esta mesma propriedade torna estes compostos,

um grande contaminante ambiental. Em geral, quanto mais extensiva for a introdugio de



cloro na cadeia molecular, mais recalcitrante serd& o biocida (CHAUDHRY &
CHAPALAMADUGU, 1991; ATLAS & BARTHA, 1993).

O carater lipofilico permite a dissolugdo do fendis clorados nos lipidios de
microorganismos procariotos e eucariotos. Concentrados nas células, estes podem aumentar
em duas ou trés vezes sua magnitude em relagdo as concentragGes encontradas no meio
ambiente. Conseqiientemente, a concentragdo do poluente aumenta em relagdo ao nivel
trofico em que se encontra o organismo. O {ltimo nivel da cadeia trofica, COmposto por
passaros, mamiferos carnivoros, peixes predadores, etc.., pode carregar uma carga de
poluentes que excede as concentragdes encontradas no meio ambiente em fatores de até 10*
a 10° (BABICH & BORENFREUND, 1987, DANIEL et al., 1993).

A estrutura quimica de alguns biocidas biodegradaveis e outros recalcitrantes

estdo apresentados na Figura 1.

2.2. Biorremediacio

O rapido desenvolvimento da quimica orgénica sintética durante o ultimo século
permitiu o surgimento de uma variedade de novos compostos que por despejo natural ou
acidental, alcangaram o meio ambiente. Apesar disso, grande parte dos compostos sintéticos
possuem similares ou quase similares na natureza, e s3o sujeitos a degradagio microbiana
(biodegradagdo), mesmo que muito lentamente (ATLAS & BARTHA, 1993).

A biodegradagdo de poluentes ambientais € um processo complexo que, em seus
aspectos qualitativos e quantitativos, depende da natureza e da quantidade do poluente a
ser tratado, do proprio ambiente em que tais compostos foram despejados, dos aspectos
sazonais ligados ao ambiente em questdo e da comunidade microbiana local. O processo
que envolve a recuperagdo do meio ambiente (solos e aguas contaminadas), utilizando
microorganismos degradadores de compostos toxicos é chamado de biorremediagdo
(BOUWER & ZEHNDER, 1993; ALEXANDER, 1994). Poluentes arométicos presentes
em despejos industriais e contaminando &reas especificas, poderiam ser eliminados por
sistemas de biorremediaggo de baixo custo (FIELD et al., 1995; CAPLAN, 1993).
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Figura 1 - Estrutura quimica de biocidas biodegradaveis e recalcitrantes (ATLAS &
BARTHA, 1993).

Compostos cloroaromaticos contidos em efluentes industriais podem ser recuperados
através de varios processos, como adsorsio com carbono ativado (CHUDKY &
SNOEYINK, 1984), extracdo com solventes, oxidagdo quimica ou polimerizagio com
enzimas (KLIVANOV et al., 1983; DAVIS & BURNS, 1990).

A eficiéncia do tratamento dos efluentes industriais e a biorremediagéo de
ambientes contaminados poderia ser aumentada com a seleg@o de cepas degradadoras de
compostos toxicos. A degradacio de compostos fenolicos poderia ser melhorada através
do estudo de microorganismos que estdo presentes nestes ambientes ou de seus produtos
metabolicos, como as enzimas (DAVIS & BURNS, 1990, 1992; FIELD et al., 1992,



HINTEREGGER et al., 1992).

Ambientes aquaticos ¢ efluentes industriais contendo compostos fendlicos podem ser
descontaminados por enzimas como as peroxidases. As enzimas formam polimeros insolaveis
dos compostos aromaticos que precipitam e entdo podem ser retiradas do meio por
sedimentag@o e/ou filtracdo. Varios autores demonstraram que peroxidases produzidas por
algumas células de raizes vegetais, corho a batata, raiz forte e gengibre, exercem a mesma
funcdo das enzimas fiingicas. Aguas residuais de industrias contendo até 850 ppm de fenol,
2,4-D, 24-DCP, 2-CP e 2,6-DCP foram tratadas com eficiéncia por peroxidases
(KLIVANOV et al,, 1983; ADLER et al., 1994; DEC & BOLLAG, 1994).

2.3. Clorofendois

Desde 1920, fenoéis clorados tem sido intensamente usados na inddstria e na
agricultura como biocidas de largo espectro. Eles sio utilizados na protegio da madeira
contra fungos e, em combinagdo com creosoto, na protegdo de estacas e dormentes
ferroviarios, além de tintas e dleos contra a agdo biolégica. A queima de madeira recém
cortada também resulta em clorofendis como poluente atmosférico (ALEXANDER,
1994; HAGGBLOM & VALO, 1995). Clorofendis sio formados por varios processos:
cloragdo da agua potavel contendo residuos hiumicos, combustio de matéria organica na
presenca de cloro e incineragdo de dejetos sélidos municipais.

A produgdo de um grande niimero de compostos fendis clorados ocorre durante o
branqueamento da polpa de celulose. Durante este processo, cerca de 100 a 300 g de
clorofenois sdo produzidos por tonelada de polpa, o que representa apenas uma pequena
parcela do total de organoclorados despejados mundialmente por processos industriais.

A producgdo anual de clorofenois foi estimada em mais de 200.000 toneladas, dos
quais 80%, utilizada principalmente como protetores para madeira. Os clorofendis s3o
intermediérios na sintese de varios biocidas, mas suas formulagSes contém varias “impurezas”
(dioxinas, dibenzofuranas, fenoxifentis). Em funcgéo destas “impurezas” e da persisténcia dos
fenois no ambiente, o uso dos clorofendis tem sido recentemente restrito ou banido de muitos

paises, como a Suécia, Finldndia, Alemanha e Jap3o. Assim, a produgio e o uso de fendis



clorados tem decrescido substancialmente (ATLAS & BARTHA, 1993).

Os clorofendis contribuem para a poluigio do meio ambiente, pois sdo solaveis em
agua e podem contaminar lengois freaticos (FAVA et al, i995a). A biorremediagdo de
aqiferos contaminados com compostos fenois clorados constituem um complexo problema.
Apés 5 anos, lengois freaticos contaminados por 200 mg/L de clorofendis, ainda
apresentaram taxas residuais de 30 a 50 mg/L (HAGGBLOM & VALO, 1995).
Enciiiénto alguns dos fendis clorados sdo dehalogenados anaerobicamente, outros servem
como substrato em situagGes de aerobiose ou sdo atacados somente em co-metabolismo, na
presencga de outras substancias, que podem ou n3o ser degradadas simultaneamente (ATLAS
& BARTHA, 1993; ALEXANDER, 1994).

Do ponto de vista da toxicidade dos fenois e dos clorofendis, um grande problema € a
diversidade de compostos toxicos em muitas formulacdes, principalmente com relagdo as
misturas de bifenil-policlorados (PCBs) e clorofenéis em biocidas (inseticidas e herbicidas)
(BOYLE, 1992; FETZNER & LINGENS, 1994). No homem, intoxicagdes por fenol e fendis
clorados produzem diarréia, ulceras labiais, unna escura, ardéncia labial, etc... A presenga
prolongada de individuos a concentragdes de 10 a 246 mg/pessoa/dia pode levar a morte
(BAKER et al., 1978). Ratos de laboratorio tratados com 5, 50 e 500 ppm de 2-CP por 3
semanas, mostraram perda de peso corporal, diminui¢do das taxas de fertilidade das fémeas,
maior namero de crias recém-nascidas mortas e diminui¢io do nimero de anticorpos (EXON
& KOLLER, 1982).

Solos e aguas contaminados por clorofen6is podem ser descontaminados por
processos de tratamento de efluentes convencionais, como por exemplo, lagoas de oxidag@o,
plantas de tratamento de lodo ativado, biorreatores de leito fluidizado, inoculagio de
microorganismos degradadores e por tratamentos de precipitagdo com sistemas enzimaticos
(WISERCARVER & FAN, 1988; DAVIS & BURNS, 1990).

2.3.1. Fenéis monoclorados (2-Clorofenol e 3-Clorofenol)

O 2-CP ¢ 3-CP s3o formados pela cloragdo de aguas residuais contendo fenol e pela
quebra de pesticidas fendlicos. O 2,3-DCP pode ser transformado em 2-CP ou 3-CP € 0 2,4-



DCP pode produzir 2-CP (NICHOLSON et al., 1992; ALEXANDER, 1994).
A Figura 2 abaixo mostra a estrutura quimica do 2-CP e do 3-CP.

CH OH
C

2-Cp 3-CP

Figura 2 - Estrutura quimica de 2-CP e 3-CP.

2.3.2. Fenéis diclorados (2,4-Diclorofenol e Acldo 2,4-Diclorofendxiacetato)

A Figura 3 abaixo mostra a estrutura quimica do 2,4-DCP e do 2,4-D.

O - CH, — COOH

SaEN

2,4-DCP 24-D

Figura 3 - Estrutura quimica de 2,4-DCP e 2,4-D.

O herbicida sintético 2,4-D é um dos mais utilizados em todo o mundo
(HAGGBLOM & VALO, 1995). Este composto é encontrado em efluentes da indistria de
papel e celulose como resultado do processo de branqueamento da polpa de celulose. O
composto 2,4-DCP também é largamente utilizado como herbicida em todo o mundo
(HAGGBLOM & VALO, 1995). A 24-diclorofenol hidroxilase (DCP-hidroxilase) € a



enzima chave na via de degradagio de 2,4-D em muitas bacténias e catalisa a conversdo de
2,4-D em 2,4-DCP (FUKUMORI & HAUSINGER, 1993a; DAUGHERTY & KAREL,
1994). O 2,4-D também pode ser resultado da degradagdo biologica do 2,4,5-T (acido
triclorofendxiacetato), utilizado como herbicida (HAGGBLOM & VALO, 1995).

2.4. Biodegradacio de compostos halogenados aromiticos

O termo degradagio bioldgica ou biodegradagéo tem sido usado para descrever
transformacgdes (biotransformagdes) de todo o tipo, incluindo aquelas que finalizam em
produtos mais complexos e toxicos que 0 composto quimico inicial. Também € utilizado
para designar processos que resultam na completa oxidagiio do composto orgéinico a
CO,, H,0, NO® e/ou outros compostos inorginicos. Em muitos casos, as
transformagSes microbianas resultam em metabdlitos mais estaveis e mais toxicos que o
composto inicial. Mesmo assim, o processo € caracterizado como degradagio, pois o
composto original foi consumido. Esta terminologia tem provocado confusdes em
relagdo a legislagdo de controle de emissdo de compostos altamente téxicos. Geralmente
o termo mineralizagio tem sido proposto para descrever a degradagdo final de uma
molécula orginica em seus constituintes minerais, CO,, H,O (HAGGBLOM & VALOQ,
1995). Neste trabatho o termo degradagio foi utilizado com o significado de desaparecimento
de fenol e de clorofendis do meio extracelular. Os métodos empregados nio permitiram
verificar a completa mineralizagdo destes compostos ou sua transformagio para outros, que
podem nio ter sido detectados nas andlises.

Limita¢des ambientais & biodegradagdo podem ser a excessiva concentragido do
poluente, concentragbes desfavoraveis de nutrientes e minerais (ATLAS & BARTHA,
1993). A densidade da populagdo de células do sistema bem como a concentrag@o
xenobidtico/biomassa exercem um importante efeito na mineralizagio dos compostos
quimicos. Além disso, influem também as condigbes como pH, temperatura € co-
metabolismo com outros xenobiéticos menos tdxicos, como por exemplo fenol, tolueno e
benzeno (KOROL et al., 1989; HAIGLER et al., 1992). Muitas bactérias e fungos podem

mineralizar clorofenéis, mas a biorremediagdio por microorganismos também pode levar
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muitos anos, mesmo que as condi¢des de pH, nutrientes e oxigénio sejam favoraveis (LAINE
& JORGENSEN, 1996).

Condi¢des de limitagdo de oxigénio diminuem a biodegradagio, pois as etépas iniciais
do catabolismo de compostos alifaticos, ciclicos e aromaticos por bactérias e fungos
envolvem a oxidagdo do substrato por oxigenases. A adi¢do de nitrogénio, fosforo,
fertilizantes (contendo N-P-K), sais de aménia e potassio, podem acelerar o processo de
biodegradagdo. Quanto ao pH, geralmente uma faixa Otima entre 5 ¢ 7,8 (LEAHY &
COLWELL, 1990).

A adaptacdo dos microorganismos contra a toxicidade dos xenobidticos ocorre
através de uma modificagio na membrana lipidica. A tolerincia a hidrocarbonetos
ciclicos € quase restrita as bactérias Gram-negativas, devido a sua maior concentragdo de
lipideos na membrana celular. Nas Pseudomonas, a adaptagdo para tolerar solventes
organicos, parece estar na isomerizagdo dos acidos graxos insaturados cis e trans da
parede celular (HEIPIEPER et al., 1994).

Segundo HAGGBLOM & VALO (1995), existe um mecanismo geral para a
degradag@o de clorofendis por microorganismos. Bactérias aerdbias podem ser divididas em 2
grupos distintos, baseados na sua especificidade pelo substrato e no mecanismo de
degradagdo, ou seja: cepas capazes de degradar penta-, tetra-, e triclorofendis; e cepas que
degradam mono- e diclorofendis. Fendis policlorados sfio geralmente degradados por
declorinagdo inicial, via hidroxilagdo e declorinagdes redutivas, com a clivagem do anel
aromatico ocorrendo depois que todos ou quase todos os cloros tenham sido removidos. Por
outro lado, os fendis mono- e diclorados s3o geralmente degradados via catecol clorado, com
declorinacdo depois da clivagem do anel aromatico.

A degradagio bacteriana dé clorofendis ocorre, provavelmente, via orto-fissdo de
clorocatecol a acido mucdnico (Figura 4), sendo o cloro eliminado por lactonizagdo (SPAIN
& NISHINO, 1987, TIMMIS et al., 1994).

Organismos individuais (culturas puras) podem metabolizar um limitado espectro
de compostos fenélicos clorados. Entretanto, populagdes de varios organismos (culturas
mistas), com suas varias enzimas de degradagdo, sdo mais aptas para a degradagdo de
estruturas quimicés complexas (LEAHY & COLWELL, 1990). Quando se trata de

comunidades microbianas, nem todos os membros podem necessariamente degradar o
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composto toxico em questdo, sendo que “alguns assumem o papel de somente alterar a
estrutura da molécula para esta, em seguida, ser utilizada por outros microorganismos desta
comunidade ” (SHIMP & PFAENDER, 1985).
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Figura 4 - Via de degradago bacteriana de clorofendis (SCHLOMANN, 1994).
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Microorganismos encontrados em lagoas de tratamento de efluentes da industria
de papel e celulose foram capazes de degradar de 0,1 a 0,5 mM de fenol, 4-CP, 2,4-DCP
e 2,4-D (CESPEDES et al, 1996). Experimentos com lodo ativado em reatores
continuos, recebendo efluentes industriais suplementados com 0,57 g/L de fosfato de
amoénia e 0,24 g/L de sulfato de amdnia, demonstraram a capacidade deste em remover
99,5% de uma concentragdo inicial de 1420 mg/L de 2,4-D e 50 mg/L de 2,4-DCP em
35 horas (Mc ALLISTER et al., 1993). _

Culturas puras de Pseudomonas picketti utilizaram totalmente 2-CP (1,51 mmol/L),
3-CP (0,57 mmol/L) e 4-clorofenol (0,75 mmol/L), como unica fonte de carbono, em 30-40
horas (FAVA et al., 1995b). ‘

Compostos aromaticos como os fendis, clorofenois, cresois, xileno e tolueno sofrem
processos de biodegradacdo basicamente através de duas rotas degradativas (YANG &
HUMPHREY, 1975; HINTEREGER et al., 1992), a meta-clivagem e a orfo-clivagem. A
maioria das bactérias degradam os compostos fenolicos via meta-clivagem, oxidando o grupo
hidroxila, como por exemplo no género Pseudomonas (Figura 5).

GREER et al. (1990) demonstraram que uma cepa Pseudomonas cepacia BRI6001,
isolada de turfa por enriquecimento da cultura utilizou 2,4-D como tnica fonte de carbono e
energia. Esta cepa foi capaz de crescer em meio MSM em concentragdes de até 13 mM de
2,4-D e degradar 1 mM deste composto em 52 horas. Outra cepa de Pseudomonas cepacia
CSV90 também utilizou 2,4-D como unica fonte de carbono (BHAT et al., 1994).

Estudos em solos revelaram que a degradagdo de 2,4-D ocorre com grandes
diferengas de eficiéncia na presenga ou auséncia de oxigénio. A degradag@o aerdbia foi
até 2 vezes mais rapida do que a anaerdbia, em experimentos realizados na presencga de
2,4-D (ESTRELLA et al., 1993).

A meia vida relativamente curta de 2,4-D, em solos contaminados, tem sido atribuida
a ag3o de bactérias de diferentes géneros com capacidade de mineralizar ou co-metabolizar
completamente este composto (SINTON et al., 1986). A rota de degradagdo de 2,4-D por
bactérias de solo tem sido investigada por alguns autores (DUXBURY et al., 1970; EVANS
etal, 1971; THIELE et al., 1987).
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Figura 5 - Vias de degradagdo bacteriana de fenol: orto-clivagem e meta-clivagem
(BODZECK et al., 1994).

Evidéncias mostraram que residuos de biocidas a base de 2,4-D e outros
clorados, podem se agregar ao solo humico, como mostra a Figura 6. A humificagdo €
parte do ciclo natural do carbono e ndo deveria estar exposto a residuos de biocidas.
Entretanto, alguns biocidas preservam seu carater xenobiético se ligado ao himus e
quando liberado subseqiientemente por biodegradagio da matriz do solo himico
adjacente. A ligacdo biocida — himus pode contaminar sitios e biota as quais nunca antes
foram expostas ao contaminante, afetando a fertilidade do solo e consequentemente a
saude humana (ATLAS & BARTHA, 1993).
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- Figura 6 - Processo de.humi.ﬁcacio de 2,4-D e outros herbicidas junto ao solo (ATLAS
& BARTHA, 1993).

Comunidades microbianas ou bactérias isoladas adaptadas a presenga de fenol,
aumentam o potencial de degradacio quando submetidas sucessivamente a baixas
concentragBes. Assim, a adaptacio ¢ definida como “o incremento na capacidade de
microorganismos em degradar um composto toxico apds ter sido submetido a um
prolongado tempo de exposi¢do ao agente quimico” (SHIMP & PFAENDER, 1985).

Experimentos realizados por BOYD & SHELTON (1984) demonstraram que
consorcios de microorganismos aclimatados aos fendis clorados podem produzir vias de
degradagdo diferentes daqueles nio submetidos ao processo de adaptagdo. Além disso, a
adaptagdo resultou em uma crescente capacidade de degrada¢dio de quantidades cada vez
maiores dos compostos testados.

Estudos de degradagdo de 0,1 mM de 2-CP, 3-CP e 2,4-DCP com in6culo de
sedimento estuarino revelaram uma total degradagdo destes compostos entre 120 e 220 dias.
Quando as culturas foram realimentadas com estes compostos na mesma concentragéo
anterior, a degradagio total ocorreu em 40 dias (HAGGBLOM & YOUNG, 1990).

Alguns microorganismos degradadores podem utilizar clorofenéis como unica
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fonte de carbono. Outros necessitam da presenga de indutores como co-metabolitos para
estimular a degradagio do composto toxico (SHIMP & PFAENDER, 1985;
HINTEREGGER et al., 1992; BABU et al., 1995; FAVA et al.,1995a).

Em relagio a adaptagdo de microorganismos a concentracdes crescentes de
compostos xenobioticos recalcitrantes, existem processos de co-metabolismo, € o termo
“degradacdo” indica tanto a alteragdo ou quebra da molécula quanto a utilizagdo da energia
derivada destes processos (RAMOS & TIMMIS, 1987).

2.5. Degradacio de clorofendis por Alcaligenes

STEIERT & CRAWFORD (1985) desenvolveram uma nova cepa (geneticamente
modificada, GEM) de Alcaligenes chamada A7-2, a partir de uma cepa A7, com habilidade
para degrada.r fenol, 2-CP, 3-CP e 4-CP, como unica fonte de carbono, em 24 horas.

Alcaligenes eutrophus JMP134, uma cepa genéticamente "construida” (GEM)
mostrou capacidade de degradar 2,4-D através de hidroxilagdo para clorocatecol por
dehalogenagdo, depois da clivagem do anel aromatico. Esta cepa utilizou totalmente 5
mM de 2,4-D, como Unica fonte de carbono, em 5 dias (de BONT et al., 1986; PIEPER
et al., 1988). Fenol (2 mM) também foi utilizado como tGnica fonte de carbono (PIEPER
et al., 1989).

GREER et al. (1992) comprovaram que cepas de Alcaligenes, Pseudomonas e
Bordetella, isoladas de lagoas de tratamento de efluentes industriais, consumiram 1
mg/ml de 2,4-D, em meio de sais minimos (MSM). Amostras de solo agricola tratadas e
ndo tratadas com 2,4-D mostraram que 57% dos microorganismos degradadores desfe
composto, isolados através da técnica de PCR, foram de cepas pertencentes aos géneros
Sphingomonas, Pseudomonas ou Alcaligenes (KA et al., 1994).

CLEMENT et al. (1995) descreveram .a capacidade da .cepa Alcaligenes
eutrophus JMP134, em degradar, como unica fonte de carbono, 4-CP, 2,4-DCP e 2,4,6-
triclorofenol. Uma completa degradagio de 0,4 mM de 2,4,6-triclorofenol, foi observada
na presenga (co-metabolismo) de 0,4 mM de fenol, em 48 horas. O 2,4-DCP também foi

degradado em co-metabolismo com fenol, em meio de sais minimos, em 18-20 horas.
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Fenol e 4-clorofenol foram degradados em co-metabolismo por uma cepa de
Alcaligenes eutrophus, em 64 horas. A presenc¢a do fenol reduziu a produgio de biomassa,
mas incrementou a fase de adaptag@o para o crescimento exponencial (HILL et al., 1996).

A wvia de mineralizagio de 2,4-D foi primeiramente estabelecido no género
Arthrobacter e é semelhante em Alcaligenes eutrophus JMP134. Primeiro, ocorre a remogao
da radical acetato lateral, hidroxilagdo do 2,4-DCP, abertura do anel 3,5-diclorocatecol e
subsequente conversdo para succinato, que entra no metabolismo (GREER et al., 1990,
HAUGLAND et al., 1990, FUKOMORI & HAUSINGER, 1993b).

2.6. Alcaligenes faecalis, uma cepa degradadora de fenois

Algumas induistrias de ceramica e de energia (termoelétricas) do Estado de Santa
Catarina, utilizam nos seus processos de produgdo, a gaseificagdo do carvdo. O produto
(efluente) da gaseificagdo do carvio, também chamado de liquor fendlico amoniacal (pH
7 a 8), contém principalmente altas concentragdes de fenol e derivados de fenois (2,5 a
3,5 g/l). Os compostos fenolicos (fenol, cresdis, dimetil-fendis, catecol, etc...) sdo os
principais componentes do efluente da indtstria de Ceramica Eliane (Cocal do Sul, SC).
Além destes compostos, o efluente também contém altas concentragdes de tiocianato e
amOnia, tragos de cianetos e sulfatos, BTX (benzeno, tolueno e xileno) e
hidrocarbonetos poliaromaticos (PAHs), formados como subprodutos da gaseificagdo do
carvio (LUTHY & TALLON, 1980). O efluente é tratado na empresa através de um
sistema de lodo ativado. Provavelmente, este lodo ativado contém varios
microorganismos resistentes e/ou com capacidade de degradar os compostos organicos,
principalmente fenois, presentes no efluente industrial.

Projetos desenvolvidos na UFSC, no Laboratério de Microbiologia Aquatica e
Ambiental e no Departamento de Bioquimica selecionaram do lodo ativado da Estagéo
de Tratamento de Efluentes da Indastria de Cerdmica Eliane, varias bactérias
degradadoras de fenol e creséis (PEREZ-BARINOTTO et al., 1996). Uma destas cepas,
identificada como Alcaligenes faecalis, foi adaptada a diversas concentragdes do

efluente mdustrial. Esta cepa demonstrou a capacidade. de degradar fenol e cresdis
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presentes no efluente, em meio suplementado apenas com sais minimos (meio MSM).
Além disso, também consumiu rapidamente fenol em altas concentragdes, de até 500
mg/L, como unica fonte de carbono e energia (BARBOSA et al., 1995).

Esta espécie de bacténa se caracteriza por microorganismos Gram-negativo, forma de

bastonetes de 0,5 a 1,0 um de didmetro e 0,5 a 2,6 um de comprimento. Eles sd0 moveis com
1 a 8 (ocasionalmente até mais de 12) flagelos e o estagio na forma de esporos €
desconhecido. Também sdo obrigatoriamente aerdbios, com o oxigénio como aceptor final de
elétrons no metabolismo respiratério. A temperatura Otima de cultivo de Alcaligenes
Jaecalis é de 20 a 37°C e as colonias em agar s3o ndo pigmentadas com reagdes de oxidase e
catalase positiva. Os carboidratos ndo sdo utilizados como unica fonte de carbono, mas as
cepas apresentam bom crescimento em varios acidos orgénicos, acetato € aminoacidos.
Respiragdo anaerdbia foi observada com nitrito, mas ndo com nitrato, como aceptor final de
elétrons. Os microorganismos sdo encontrados na agua (n3o no ambiente marinho) e solo e
alguns s3o habitantes comuns do trato intestinal de vertebrados. Alcaligenes faecalis é ndo
patogénica e tem sido isolada de material clinico como sangue, urina, fezes, nematoides,
insetos, etc... (HOLT & KRIEG, 1984).

A cepa degradadora de fendis Alcaligenes faecalis, isolada do lodo ativado da
Estagdo de Tratamento de efluentes da industria de cerdmica foi utilizada neste trabalho.
Como esta bactéria é encontrada no lodo ativado, um meio contendo varios
componentes toxicos da gaseificagio de carvao (fendis, tiocianatos, cianetos, sulfatos,
alcatrdo, metais pesados, BTX, PAHs, etc...), € provavel que possua resisténcia e¢/ou
capacidade de degradar os diferentes compostos aromaticos presentes no meio. Devido a
estas caracteristicas, a capacidade de degradagdo de clorofenois nestas cepas ocorre efn
condigdes muito “especiais” e bastante interessantes, com vistas a sua possivel utilizagio
em processos de bioremediagéo.

Na literatura consultada, existem poucos trabalhos sobre a degradagio de
compostos cloroaromaticos por cepas “selvagens”do ‘género Alcaligenes. Em trabalho
recente, KANG et al. (1998) realizou a clonagem de uma enzima da via de degradagdo
de fendis de uma cepa Alcaligenes eutroplus. A maioria dos trabalhos foi desenvolvida
com Alcaligenes eutrophus, modificada geneticamente (STEIERT & CRAWFORD,
1985; de BONT et al., 1986, PIEPER et al., 1988; PIEPER et al., 1989, JACOBSEN &
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PEDERSEN, 1991; GREER et al. 1992; SPRINGAEL et al, 1993; COLLARD et al,,
1994; CLEMENT et al., 1995).

Estas cepas tem sido muito mais estudadas devido a sua capacidade de sintetizar e
degradar os poli-hidroxibutiratos (PHBs), que poderdo vir a ser utilizadas como “plasticos
biodegradaveis” (CHUA et al., 1998).

Além do trabalho de SUROVTSEVA et al. (1981) demonstrando a degradagdo de
3,4-dicloroanilina, nio ha qualquer trabalho descrevendo a degradagdo de clorofendis por
Alcaligenes faecalis.

Este trabalho teve como objetivo analisar a capacidade de uma cepa bacteriana de
Alcaligenes faecalis em degradar fenol, 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP e 2,4-D, como unica fonte de
carbono, assim como verificar a adaptagio da cepa a concentragdes crescentes de clorofenois
€ 0 co-metabolismo na presenga de fenol.

Os resultados deste trabalho podem auxiliar no conhecimento sobre a capacidade
de degradagdo de compostos clorados por Alcaligenes faecalis, com a possibilidade de
viabilizar a utilizagio desta cepa selecionada sobre ambientes e efluentes contaminados

com clorofenois.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes

Os reagentes utilizados foram os seguintes: TSB - Caldo Tripcase de Soja, Bacto-
agar (DIFCO, Alemanha); 2-CP, 2,4-DCP, 2,4-D, Succinato, 4-aminoantipirina, Ferricianeto
de potassio (SIGMA Chemical, USA); 3-CP (ALDRICH, Alemanha), Extrato de levedura
granulado, Glicose monohidratada, Metanol e Acido acético glacial (MERCK, Alemanha);
Fenol (Grupo Quimica). Outros sais e reagentes foram de qualidade PA.

3.2. Equipamentos

Os seguintes equipamentos foram utilizados: Agitador CERTOMAT U acoplado
a estufa CERTOMAT UK (B. Braun Alemanha); pHmetro CG840 (SCHOTT,
Alemanha), Espectrofotdmetro UV-160A (Shimadzu, Jap3o), Leitora de microplacas
SLT (MICROTITER READER, USA) e Sistema de cromatografia liquida - HPLC
(MERCK-HITACHI, Alemanha).

3.3. Microorganismos

Alcaligenes faecalis 1solada do lodo ativado da lagoa de oxidagdo de efluentes da
gaseifica¢do de carvdo, na Estacdo de Tratamento de Efluentes da Industria de Ceramica
Eliane S. A (Cocal do Sul, SC). As cepas foram isoladas pelo Laboratorio de Microbiologia
Agquatica do Departamento de Ecologia-Zoologia (UFSC) e identificadas através de Galerias
API 20-NE (Biomérieux, Franga) (PEREZ-BARINOTTO et. al, 1996). Esta cepa bacteriana
fo1 utilizado nos experimentos descritos a seguir.
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3.4. Preparo de inoculo

As condi¢des de cultivo da cepa de Alcaligenes faecalis foram definidas em ensaios
anteriores realizados no Laboratério de Microbiologia Aquatica por PEREZ-BARINOTTO
et al. (1996), segundo um método modificado descrito por GREER et al. (1990).

Para a "ativagido" e crescimento da cepa foi utilizado o meio TEF, composto por
TSB (Caldo tripcase de soja) (2,5 g/L) contendo Fenol (500 mg/L), pH 7,2. O meio de
cultura TEF contém varios outros componentes listados na Tabela 1. As cepas foram
retiradas (uma “algada™) do meio solido de manutengdo (item 3.5.) e transferidas para
frascos Erlenmeyer de 250 mL, fechados com rolha de algodédo e gaze, contendo 50 mL
de meio de cultura TEF. As culturas foram crescidas durante 24 horas, sob agitagdo de
170 min™ e temperatura de 30°C. Para a produgio de biomassa, foram retirados 5 mL
(pré-indculo) e inoculados novamente em 45 mL de meio TEF em frascos Erlenmeyer de
250 mL, nas mesmas condi¢des anteriores. Apds 9 horas de crescimento em meio TEF, o
que correspondia ao final da fase exponencial (Figura 8A), todo o meio de cultura foi
centrifugado a 10.000 rpm e o precipitado ressuspendido em solugfo safina estéril (NaCl 9
g/L). O procedimento de centrifugagdo foi repetido mais uma vez. O precipitado foi
novamente ressuspendido em 50 mL de 4gua esterilizada e desta suspenséo, foi retirada uma
aliquota de 2 e 5 mL como in6culo e utilizado imediatamente nos ensaios de crescimento €

degradacio, respectivamente.

Tabela 1 — Composi¢io do meio TEF

Componente . Concentracio (g/L)
Triptona 1,66
Glicose 0,21
Cloreto de Sodio 0,41
Fosfato Dipotassio 0,21
Fenol | 0,5
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3.5. Manutencio e conservaciio das culturas

A manuteng@o das culturas de Alcaligenes faecalis foi realizada em tubos de ensaio,
contendo meio solido preparado com TEF e Bacto-agar 15,0 g/L.. Apds a inoculag@o neste
meio, 0s tubos foram incubados por 24 horas a 30°C. Depois do crescimento, as culturas
foram mantidas em geladeira a 4°C. Para a conservagdo de um “estoque” de colOnias puras,
as cepas foram crescidas em meio TEF por 24 horas num tubo de ensaio. Depois de
adicionado 10% de glicerol, os tubos foram mantidos em geladeira a 4°C. (PEREZ-
BARINOTO et al., 1996).

3.6. Estabilidade dos clorofendis a esterelizacio

Os meios de cultura, contendo os clorofendis foram preparadps e previamente
esterelizadas, para depois serem inoculados para os ensaios de degradagdo. Antes da
realizagio dos ensaids, foi determinada se a esterilizagdo provocava a reducdo da
concentragdo inicial dos clorofendis. Frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
meio TEF e concentragdes de 16 mg/L de 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP e 2,4-D foram tampados
com rolhas de algodio e protegidas com papel aluminio. Os frascos foram esterilizados em
panela de pressio laboratorial de bancada, durante 20 min a 120°C. A concentragio residual
de cada um dos clorofendis foi determinada por HPLC (item 3.13.2), antes e depois da
esterelizacdo.

3.7. Meios de cultura

Os ensaios de degradagio foram realizados nos seguintes meios de cultura:
- Meio MSM: meio de sais minimos contendo KH,PO,, 1,5 g/L; K;HPO,, 1,0 g/ € NaNOs,
0,5 g/L, dissolvidos em agua Milli-Q, pH 7,2 (GREER et al. 1990, CLEMENT et al., 1995,
KENNES et al., 1996).
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- Meio TEF: TSB (Caldo tripcase de soja) (2,5 g/L) contendo Fenol (0,5 g/L), pH 7,2
(BARBOSA et al., 1995 ; PEREZ-BARINOTTO et al., 1996).

- Meio nutritivo: meio MSM suplementado com extrato de levedura (200 mg/L); extrato de
levedura (200 mg/L) + succinato (5 g/L); extrato de levedura (200 mg/L) + glicose (5 g/L) e
succinato (5 g/L) (GREER et al., 1990).

3.8. Ensaios de degradacio de fenol e clorofendis

Os ensaios de degradagio foram realizados utilizando 5 mL do in6culo, adiclonado a
45 mL de meio de cultura (item 3.7.) em frascos Erlenmeyer de 250 mL, nas condigdes
descritas anteriormente (item 3.4). Os meios de cultura (MSM, TEF ou meio nutritivo) foram
suplementados com concentragdes variadas de fenol e/ou clorofenéis.

Os clorofendis utilizados nos ensaios foram: 2-clorofenol (2-CP), 3-clorofenol (3-
CP), 2.4-diclorofenol (2,4-DCP) e acido 2,4-diclorofenoxicacetato (2,4-D).

3.9. Adaptacdo sucessiva a concentracoes crescentes de clorofenois

A cepa de Alcaligenes faecalis foi cultivada em meio MSM (suplementado com
clorofendis como tnica fonte de carbono) e TEF (clorofenéis, nutrientes-TSB e fenol, como
fontes de carbono) e adaptada a concentragbes crescentes de clorofendis. O preparo ¢
inocula¢do da cepa foi 0 mesmo descrito no ensaio anterior (item 3.8.). A degradagio dos
clorofendis foi monitorada por HPLC (item 3.13.2) até o desaparecimento total dos
compostos do meio de cultura. Imediatamente, todo 0 meio foi centrifugado a 10.000 rpm
(4°C) e o precipitado ressuspendido em solugdo salina estéril (NaCl 9 g/L). Deste, 5 mL da
suspensio foi retirado e inoculado em outro Erlenmeyer contendo uma concentragao
crescente do clorofenol testado. A degradagdo foi determinada, a cepa lavada e novamente
inoculada em concentragGes crescentes e sucessivas.
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3.10. Degradacao de clorofendis na presenca de fenol

Ensaios foram realizados para verificar o efeito do fenol como indutor da degradagio
de clorofenéis. O procedimento de inoculagido da cepa foi 0 mesmo descrito anteriormente
(item 3.8.). Estes experimentos, em triplicata, foram realizados em frascos Erlemeyers de 250
mL contendo 50 mL de meio MSM e um dos clorofendis: 2-CP (6 mg/L), 3-CP (6 mg/L),
2,4-DCP (2 mg/L) ou 2,4-D (2 mg/L). Cada 3 frascos de cultura foi suplementado com
diferentes concentragdes de fenol: 20, 50, 200 e 500 mg/L.

3.11. Métodos analiticos

3.11.1. Por absorbancia

O crescimento bacteriano foi determinado em aliquotas retiradas das culturas (frascos
Erlemyer de 250 ml) em tempos definidos, pela medida da absorbancia a 540 nm, em
espectrofotometro Shimadzu UV-160A.

3.11.2. Por peso seco de células

Para verificar a relagdo direta entre a medida da absorbincia e o aumento da
biomassa, foi determinado o peso seco de células durante o crescimento bacteriano, segundo
o método descrito por HOLT & KRIEG (1984) e ERZINGER (1995). Para a elaboragéo do
gréfico relacionando estes dois dados, foi utilizada uma suspensio de células de Alcaligenes
Jfaecalis crescidas em meio TEF durante 9 horas (fase exponencial), com absorbancia
aproximada de 0,82-0,83.

Trés amostras de 10 mL (triplicata) do meio de cultura TEF foram centrifugados a
12.800 g (12.000 rpm) por 15 minutos. O precipitado celular foi ressuspendido em 10 mL de
agua destilada e centrifugada por mais duas vezes nas mesmas condi¢des. Um cadinho de
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porcelana foi seco em estufa a 90°C por 24 horas, resfriado e tarado em balanga analitica. O
precipitado foi transferido para os cadinhos e levados a estufa a 90°C por 24 horas, resfrigdos
em dessecador por 30 minutos e pesados na mesma balanga analitica. O procedimento em
estufa e dessecador foi repetido até o peso ficar constante. A concentragio celular (mg/L) foi
calculada dividindo a massa seca de células pelo volume de suspensio utilizado.
Paralelamente, uma amostra do meio de cultura foi retirada e diluida para resultar em uma
absorbancia em 540 nm de aproximadamente 0,5. Esta suspensdo foi diluida série de (1:10,
2:10,... a 9:10 e determinada a absorbancia de cada dilui¢io. A absorbéincia de cada diluigdo

foi relacionada com a concentraggo celular (peso seco em mg/L) correspondente.

3.12. Preparacio das amostras para anilise

Aliquotas foram retiradas das culturas durante os ensaios de degradagdo em tempos
pré-definidos para cada experimento. Os volumes de cada aliquota foram de até 200 plL, e no
maximo de 10% de volume total dos frascos Erlenmeyer. As amostras retiradas foram
centn'ﬁlgédas em microcentrifuiga por 10 minutos a 12.800 g (= 12.000 rpm). Os
sobrenadantes foram utilizados para a determinago colorimétrica de fenol e cromatografica

de fenol e clorofendis.
3.13. Métodos analiticos

3.13.1. Determinacio de fenol por colorimetria

O sobrenadante foi filtrado em filtros descartaveis MILLIPORE HV C-8 de 0,45 um,
utilizando seringas descartaveis de 1 mL. A concentragdo de fenol foi quantificada durante os
ensaios de degradacdo, para acompanhar o consumo/desaparecimento deste composto. O
método utilizado foi o da 4-aminoantipirina, descrito por YANG & HUMPRHEY (1975) e



25

modificado por BARBOSA et al. (1995) e PEREZ-BARINOTTO et al. (1996). O método
foi adaptado para ser utilizado com uma Leitora de Microplacas (Elisa). Neste método, 100
pL do sobrenadante filtrado das amostras coletadas foram colocadas num "well" (pogo) de
uma microplaca de 96 wells. A seguir, foi adicionado 10 uL de uma solugdo de ferricianeto
de potassio K;Fe(CN)s a 5% em glicina 0,1 M, em pH 9,7 (ajustado com NaOH 1 N). O
volume foi completado com 100 pL. de uma solugdo de 4-aminoantipirina a 1% em glicina
0,1 M, em pH 9,7 (ajustado com NaOH 1 N). A microplaca foi envolvida com papel
aluminio para protegdo da luz e colocada sob agitagdo (rota¢io de 150 min™") durante 20
minutos. Depois desse periodo, a microplaca foi lida a 505 nm numa leitora de
microplaca (Leitora Elisa).

Na mesma microplaca foram aplicadas varias concentragdes de fenol 1, 10, 50,
100, 200, 300, 400, 500 e 600 ml/L, para a elaboragio de uma curva padrdo. A
sensibilidade do método foi de 1 mg/L. Os resultados da curva padrdo foram analisados

através de regresséo linear.

3.13.2. Determinacio de fenol e clorofendis por cromatografia liquida (HPLC)

A quantificagio de fenol e dos clorofenois foi realizado utilizando um Sistema de
Cromatografia liquida - HPLC, composto de capilar de inje¢do manual de 20 uL., Bomba de
pressdo automatica L-6210, Forno termostatizado para coluna T-6300, Detetor UV/VIS L-
4200, Interface D-6000 e Software D-6000 hgados a um Computador 486DX266 e
Impressora. As amostras foram aplicadas em uma coluna Supelcosil LC-8 (15,0 cm x 4,6
mm, S5um - SUPELCO, USA) segundo um método modificado do anteriormente descrito
por HINTEREGGER et al. (1992) e MIKESELL et al. (1993). A coluna foi termostatizada a
40°C e eluida com uma solugo de metanol-agua (misturados na proporg¢do de 3:1), contendo
acido acético a 1%. O fluxo de eluigdo foi de 1,0 mL/minuto e os compostos detectados em
280 nm e sensibilidade 0,05 AUFS. Para a curva de calibragio, solugdes de concentragdo
conhecida de fenol, 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP e 2,4-D foram cromatografados e elaborados

curvas-padrdo para cada um dos compostos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1. Estabilidade dos clorofendis a esterilizacio

Os clorofendis (2-CP, 3-CP, 2,4-DCP e 2,4-D) utilizados nos ensaios foram testados
para verificar uma possivel perda durante o processo de esterelizagdo. A esterilizagdo
provocou uma redugio da concentragdo inicial de cerca de 0,1 %, em média (resultados ndo
apresentados). Assim, a concentragdo dos clorofendis ndo foi afetada pela esterelizagio,

ficando dentro do erro experimental.

4.2, Analise de clorofenéis por HPLC

A Figura 7 mostra um cromatograma representativo dos clorofenéis 2-CP, 3-CP, 2,4-
DCP e 2,4-D em meio TEF (TSB + fenol) obtido por cromatografia liquida de alta pressdo
(HPLC). O tempo de retengdo de cada um dos compostos analisados e suas respectivas
concentragdes estdo apresentados na Tabela 2. A cromatografia mostrou a elui¢go iniciando
~ com fenol, seguido pelo 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP e 2,4-D, respectivamente. O cromatograma
parece indicar uma tendéncia de separagio dos clorofenéis pelo peso molecular, um resultado

semelhante ao descrito por FAVA et al. (1995a).
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Figura 7. Cromatograma representativo da eluicdio de fenol (A), 2-CP (B), 3-CP (C), 2,4-
DCP (D) e 2,4-D (E) em meio TEF, obtido por cromatografia em HPLC (como descrito em
Material e Métodos).

Tabela 2 - Tempo de retengdo (RT) e Concentracdo de fenol, 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP ¢ 2,4-D

obtidos por cromatograma em HPLC (como descrito em Material e Métodos).

Identificacdo Composto Concentragdo (mg/L) Tempo de retengio (min.)
A Fenol 4 2,08
B 2-CP 4 2,87
C 3-Cp 4 3,51
D 2,4-DCP 4 421
E 24D 4 6,61
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4.3. Crescimento e degradacio de fenol por A. faecalis em meio TEF (fontes de

carbono: nutrientes-TSB e fenol)

Alcaligenes faecalis cultivada em meio TEF (TSB + fenol 500 mg/L) mostrou uma
fase inicial de adaptagdo de aproximadamente 3 horas, € no periodo de 5 a 10 horas. o
crecimento foi exponencial. Depois de 15 horas, alcangou a fase estacionaria, com maximo de
concentragdo celular (Figura 8A).

A degradagdo do fenol neste meio parece ter ocorrido preferencialmente durante a
fase exponencial do crescimento microbiano, sendo totalmente consumido apés 9 horas de
incubagio (Figura 8B). Apds o consumo total de fenol, a cepa alcangou a fase estacionaria de
crescimento (Figura 8A).

- PIEPER et al. (1989) realizaram ensaios de degradagio de fenol com cepas
(geneticamente modificada, GEM) de Alcaligenes eutrophus JMP134, isoladas de efluentes
industriais. As cepas cultivadas em meio de nutrientes (extrato de levedura, glicose e sais)
contendo fenol (500 mg/L), mostraram o maximo de crescimento bacteriano junto com a
degradagdo total do fenol, depois de 5 dias de incubagdo. Em relagdo ao tempo de
degradacdo da mesma concentragdo de fenol, em condi¢Ses de cultura semelhantes (na
presenca de outras fontes de carbono), Alcaligenes faecalis apresentou muito mais eficiéncia
do que a cepa “construida” de Alcaligenes eutrophus (PIEPER et al., 1989).

O crescimento bacteriano pode ser expressado através da contagem de colonias por
volume analisado (UFC/ml), pela medida da absorbancia e pela determinago do peso seco
(biomassa) (HOLT & KRIEG, 1984). A medida da absorbancia é um método bastante
simples e rapido, mas em alguns casos pode ndo refletir o crescimento bacteriano ou aumento
da biomassa. Assim, a cepa de Alcaligenes faecalis foi cultivada em meio TEF e o
crescimento bacteriano foi monitorado ao mesmo tempo pela absorbancia e pelo peso seco
(biomassa). Com estes dados foi elaborada a Figura 9, que mostra uma relagio direta de
proporcionalidade entre absorbéncia a 540 nm e peso seco da cepa em crescimento em meio
TEF. A linearidade foi observada nas concentra¢des celulares de 16,5 mg/L (absorbancia de
0,080) a 173 mg/L (absorbancia de 0,551).
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Figura 8 — (A) Crescimento e (B) degradagdo de 500 mg/L de fenol em meio TEF por
Alcaligenes faecalis. Os resultados representam a média de 3 experimentos.
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Figura 9 — Crescimento bacteriano: relagdo entre absorbancia (540 nm) e o peso seco
(mg/L) de células durante o crescimento de Alcaligenes faecalis em meio TEF contendo
500 mg/L de fenol. Os resultados representam a média de 3 experimentos.
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4.4. Crescimento e degradacio de fenol por A. faecalis em meio MSM (fenol como

unica fonte de carbono)

Ensaios preliminares realizados por PEREZ-BARINOTTO et al. (1996) ndo
mostraram crescimento de Alcaligenes faecalis em meio de sais minimos (MSM), sem fonte
de carbono. O meio foi suplementado com 500 mg/L de fenol, com a finalidade de
demonstrar a capacidade deste microorganismo em utilizar este composto como tnica fonte
de carbono e energia. O crescimento de Alcaligenes faecalis na presenga de 500 mg/L de
fenol esta apresentado na Figura 10 A. Comparando o crescimento da cepa em meio TEF
(Figura 8 A), onde a fase estacionaria foi alcangada em 15 horas e observada uma
absorbancia maxima de 1,013; em meio MSM, a fase estacionaria ocorreu em apenas 10
horas e a absorbancia maxima foi menor, de 0,785.

Em relagdo ao tempo para a degradagio total do fenol na presenga de outras fontes
de carbono (meio TEF, Figura 8B) e como unica fonte de carbono (meio MSM, Figura IOB),
foram observados os tempos de 9 e 10 horas, respectivamente. Os resultados também
indicam que o fenol foi consumido durante a fase exponencial do crescimento bacteriano,
conforme mostrado na Figura 10B. Praticamente, nos dois meios o fenol foi degradado no
mesmo tempo, mas no meio TSB + fenol, a cepa continuou a consumir outros nutrientes (do
TSB) para aumentar ainda mais a biomassa, retardando a fase estacionaria.

Ensaios realizados por STEIERT & CRAWFORD (1985) em meio MSM com
Alcaligenes A7-2 (GEM), demonstraram a capacidade desta cepa em degradar apenas
0,02 mg/L de fenol. CLEMENT et al. (1995) mostraram que uma cepa de Alcaligenes
eutrophus JMP134 (GEM) cresceu em meio MSM na presenga de 37,6 mg/L de fenol, como
unica fonte de carbono, em 20 horas. Em trabalho mais recente, HILL et al. (1996)
descreveram que cepas de Alcaligenes eutrophus degradaram uma baixa concentragio,
0,24 mg/L de fenol, em 64 horas. Em concentra¢des acima de 1 mg/L foi observado
inibicdo do crescimento bacteriano e da degradagdo do fenol. Nestas concentragdes
muito baixas do composto a ser degradado, com longo tempo para a degradagdo,
poderia estar ocorrendo o processo descrito por FAUZI et al. (1996). Estes autores
comentam que microorganismos incubados com concentragdes muito baixas (ppb) de

compostos xenobidticos apresentaram uma degradagio mais lenta, do que quando
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Figura 10 - (A) Crescimento e (B) degradagdo de 500 mg/L de fenol em meio MSM
por Alcaligenes faecalis. Os resultados representam a média de 3 experimentos.
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cultivadas em concentragdes maiores (ppm). Microorganismos isola'dbs;(culturas mistas)
de lagoas de tratamento de efluentes da industria de papel e celulose foram capazes de
degradar de 9,4 a 47 mg/L de fenol em meio de sais minimos (CESPEDES et al., 1996).
Assim, a cepa de Alcaligenes faecalis utilizada neste trabalho, demonstrou ser bastante

eficiente na degradagdo de fenol, como unica fonte de carbono.

4.5. Crescimento e degradacido de clorofendis por A. faecalis em meio MSM

(clorofenoéis como unica de carbono)

A cepa de Alcaligenes faecalis foi testada em ensaids preliminares e cultivada em
meio de sais minimos (MSM) na presenca de diferentes concentragdes de clorofendis. A
degradacdio destes compostos foi determinada apds 48 horas. A degradagio dos
monoclorofendis e dos diclorofenois foi inibida em concentragdes acima de 4 € 2 mg/L,
respectivamente (resultados nio mostrados). Assim, a cepa foi cultivada em meio de sais
minimos suplementados com a mesma concentragio (4 mg/l) de um dos seguintes
compostos: fenol, 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP ou 2,4-D (Figura 11A). A. faecalis mostrou o mais
rapido crescimento em fenol, comparado ao meio com monoclorofenéis (2-CP e 3-CP).
Nestes meios foi observado uma fase de laténcia (“lag”) de cerca de 3 horas, possivelmente
devido a presenca do cloro junto a estrutura molecular do composto. Entretanto, nestes trés
compostos a cepa alcangou a mesma absorbancia (biomassa) na fase estacionaria, apds 12
horas. No meio contendo diclorofendis (2,4-DCP e 2,4-D), a cepa apresentou o periodo de
laténcia observado nos monoclorofenéis, mas o crescimento foi ligeiramente mais lento e com
uma menor absorbéncia na fase estacionaria.

A degradagio do fenol, monoclorofenéis (2-CP, 3-CP) e diclorofendis (2,4-DCP e
2,4-D) por A. faecalis foi monitorada durante o crescimento bacteriano e estio apresentados
na Figura 11B. O fenol (4 mg/L) desapareceu do meio rapidamente em 1 hora, mas isto
aparentemente ndo refletiu em ganho de biomassa (absorbancia) (Figura 11A). Os resultados
mostrararam também que 2-CP e 3-CP foram consumidos totalmente pela cepa em 12 horas,
mais lentamente do que o fenol. Assim, A. faecalis parece possuir a capacidade de utilizar 2-
CP e 3-CP como unica fonte de carbono. E importante notar que no tempo de 3 horas, cerca
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de 50% dos monoclofendis tinha desaparecido do meio (Figura 11B) e a cepa parece ainda
estar no periodo de latéhcia (Figura 11A).

Os microorganismos requerem um fornecimento substancial de energia para a
declorinagdo e posterior clivagem das ligacbes do anel aromitico (CHAUDHRY &
CHAPALAMADUGU, 1991). Segundo ATLAS & BARTHA (1993), quanto mais
extensiva for a introdugdo de cloro na cadeia molecular, mais persistente sera a degradacdo
dos compostos. STEIERT & CRAWFORD (1985) demonstraram que Alcaligenes A7-2
(GEM) degradou apenas 0,02 mg/L de 2-CP e 3-CP em meio MSM, em 24 horas. No
entanto, cepas de Pseudomonas picketii cultivadas em meio MSM, degradaram totalmente
altas concentragSes de 2-CP (194,18 mg/L) e 3-CP (73,3 mg/L), depois de 30 a 40 horas
(FAVA et al., 1995b). GRADY et al. (1993) também demonstraram a degradagdo de altas
concentragdes de 2-CP (160 mg/L) por um consorcio de bactérias (culturas mistas) de solo, |
em 48 horas. A alta concentragdo de monoclorofendis consumida esta de acordo com o fato
de que consorcios de microorganismos podem produzir diferentes vias de degradagdo, que
resultam na capacidade de degradar quantidades maiores de compostos clorados (BOYD &
SHELTON, 1984).

Nos meios contendo diclorofenéis, 2,4-DCP e 2,4-D, foi observado um menor
crescimento em relagdo ao fenol e aos monoclorados, sugerindo uma maior dificuldade da
cepa na declorinagio de dois cloros do que na declorinagdo de somente um (Figura 11A). No
composto 2,4-D existe ainda a presenga de um radical acetato e a necessidade da bactéria
Alcaligenes em realizar uma etapa adicional de clivagem na biotransformagdo de 2,4-D em
2,4-DCP, conforme mostrado na Figura 3.

A Figura 11B mostra que a concentragdo imicial de 2,4-DCP e de 2,4-D foram
somente reduzidas no periodo de laténcia (3 horas), em 16,5% e 10,5%, respectivamente.
Apos esse periodo e até 24 horas n3o foi observado qualquer redugio destes compostos do
meio. Culturas mistas isoladas de lodo estuarino degradaram 16,3 mg/L de 2,4—DCP_ em 120-
220 dias (HAGGBLOM & YOUNG, 1990). GREER et al. (1990) descreveram que uma
cepa de Pseudomonas cepacia BRI6001 foi capaz de crescer em meio MSM e consumir 221 -
mg/L de 24-D, em 94 horas. Consorcios de microbrganismos isolados de lagoas de
tratamento de efluentes da indastria de papel e celulose e aclimatados com fenol,
demonstraram a capacidade de degradar altas concentrages de 2,4-DCP (16,3 a 81,5 mg/L)
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Figura 11 — (A) Crescimento e (B) degradagido de 4 mg/L de: fenol; 2-CP; 3-CP; 2,4-
DCP; e 2,4-D em meio MSM por Alcaligenes faecalis. Controle: meio MSM com 4
mg/L de Fenol, sem indculo. Os resultados representam a média de 3 experimentos.
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€ 2,4-D (22,1 a 110,5 mg/L) em meio MSM, em 24 horas (CESPEDES et al., 1996). Um
trabalho publicado recentemente mostra a mineralizagio de 2,6-DCP (50 mg/L) por uma
cepa bacteriana Ralstonia sp. (STEINLE et al., 1998).

Os resultados demonstraram que Alcaligenes faecalis possui a capacidade de utilizar
2-CP e 3-CP (4 mg/L), como tnica fonte carbono, em 12 horas. Quanto & degradagio de
clorofenois, Pseudomonas demonstrou maior eficiéncia se comparada a Alcaligenes faecalis,
e esta foi melhor do que as cepas conhecidas de Alcaligenes eutrophus, incluindo as GEM.
Além de um trabalho de 1981, descrevendo a degradagio de dicloroanilina (SUROVTSEVA
et al., 1981), ndo ha dados na literatura mostrando a degradagdo de compostos clorados por

cepas de Alcaligenes faecalis.

4.6. Crescimento e degradacio de 2,4-DCP por A. faecalis em diferentes meios

" Devido 4 dificuldade de degradagio de alguns clorofenéis, GREER et al. (1990)
adicionaram nutrientes ao meio MSM e incrementaram a utilizagdo destes compostos por
Pseudomonas  cepacia. Para também tentar melhorar a degradacgio de 2,4-DCP e 2,4-D por
Alcaligenes faecalis, o meio MSM foi testado com a adi¢do dos mesmos nutrientes: extrato
de levedura (200 mg/L), succinato (5 g/L), extrato de levedura (200 mg/L) + succinato (5
g/L) e extrato de levedura (200 mg/L) + glicose (5 g/L) (GREER et al., 1990).

No meio MSM contendo 2,4-DCP (4 mg/L) e suplementado com extrato de levedura
e glicose, Alcaligenes faecalis mostrou o melhor crescimento alcangando o maior “ganho” de
absorbancia (Figura 12A). Nos outros meios testados, o crescimento foi semelhante.

A Figura 12B mostra que, num periodo de 24 horas, a degradagio de 2,4-DCP (4
mg/L) por Alcaligenes faecalis em‘meio MSM suplementado com extrato de levedura +
glicose, extrato de levedura + succinato, extrato de levedura e succinato foi de 35, 28, 27,5 ¢
20%, respectivamente. Aparentemente, a presenga de glicose foi 0 que mais estimulou o
crescimento e a degradacgdo de 2,4-DCP. A adi¢ao de nutrientes melhorou a degradagio de
2,4-diclorofenol por Alcaligenes faecalis, quando comparado ao obtido em meio MSM
(Figura 11B). No entanto, esta cepa demonstrou a capacidade de consumir apenas
parcialmente 4 mg/L de 2,4-DCP.
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Figura 12 - (A) Crescimento e (B) degradacio de 4 mg/L de 2,4-DCP por Alcaligenes
Jfaecalis em meio MSM suplementado com 200 mg/L de extrato de levedura (Extr.
Lev.); 5 g/L de succinato (Succ.) ou 5 g/L de glicose (Glic.). Controle: meio MSM com
4 mg/lL de 2,4-DCP, sem inoculo. Os resultados representam a média de 3
experimentos. '
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4.7. Crescimento e degradaciio de 2,4-D por A. faecalis em diferentes meios

Os experimentos de cultivo de Alcaligenes faecalis em meio MSM contendo 2,4-D
(4 mg/mL) e suplementados com os mesmos nutrientes do item anterior (4.6.) estdo
apresentados nas Figuras 13A e 13B. O crescimento bacteriano foi methor no meio MSM
suplementado com extrato de levedura e glicose. A Figura 13B mostra que, num periodo de
24 horas, a degradagio de 24-D (4 mg/L) por Alcaligenes faecalis em meio MSM
suplementado com extrato de levedura + glicose, extrato de levedura + succinato, extrato de
levedura e succinato foi de 30, 28, 27 e 18%, respectivamente Em meio MSM também nio
foi observado a degradagdo de 4 mg/L de 2,4-D. Alcaligenes faecalis mostrou um melhor
crescimento e degradacgdo de diclorofendis nos meios suplementados com nutrientes quando
comparado aos resultados do meio MSM (Figuras 11A e 11B).

GREER et al. (1990) descreveram que a cepa Pseudomonas cepacia BRI6001 foi
capaz de degradar, em meio MSM sﬁplementado com meios nutrientes, altas concentragdes
de 2,4-D (221 mg/L) em 94 horas. Outros autores, observaram em Alcaligenes MI, a
degradaggo de apenas 1 mg/L de 2,4-D, em meio MSM, em 9 horas (GREER et al., 1992).
Esta conoéxr_trac;éio ¢ 4 vezes menor do que a utilizada em nossos ensaios. CESPEDES et al.
(1996) realizaram ensaios com consorcios de microorganismos, que consumiram 22,1 a
110,5 mg/L de 2,4-D em 24 horas. Isto mostra a maior capacidade de degradagdo de
compostos aromaticos clorados por consorcios de bactérias, onde varias rotas metabolicas

interagem na degradag@o de um composto (LEAHY & COLWELL, 1990).

4.8. Adaptacao sucessiva de A. faecalis a concentragdes crescentes de clorofenéis

 Experimentos realizados por BOYD & SHELTON (1984) demonstraram que
microorganismos, submetidos a processos de adaptacdo a concentragbes crescentes de
clorofendis, adquiriram uma capacidade de degradacio de quantidades cada vez maiores
destes. HAGGBLOM & YOUNG (1990) estudaram a degradagdo de 12,8 mg/L de 2-CP e
3-CP e de 16,3 mg/L de 2,4-DCP, com inbculo de sedimento estuarino, que degradaram
totalmente os compostos entre 120 e 220 dias. Quando as culturas foram realimentadas com
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Figura 13 — (A) Crescimento e (B) degradagio de 4 mg/L de 2,4-D por Alcaligenes
faecalis suplementado com 200 mg/L de extrato de levedura (Extr. Lev); 5 g/L de
succinato (Succ.) ou 5 g/L de glicose (Glic.). Controle: meio MSM com 4 mg/L de 2,4-
D, sem indculo. Os resultados representam a média de 3 experimentos.
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estes compostos na mesma concentragao, a degradacio total passou a ocorrer em 40 dias. As -
Figuras 11B, 12B e 13B mostram que a cepa de Alcaligenes faecalis degradou 4 mg/L de
monoclorofendis, totalmente em 12 horas e diclorofendis, apenas parcialmente (10 a 35%).
Assim, testeé de degradagdo sucessiva de 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP e 2,4-D por Alcaligenes
Jaecalis, foram realizados em meios MSM e TEF, para verificar a capacidade da cepa em se

adaptar e degradar concentragdes cada vez maiores de clorofendis.

4.8.1. Degradacio de 2-CP em meio MSM e TEF

A adaptagdo da bactéria a concentragGes crescentes de 2-CP (1 a 25 mg/L), como
tnica fonte de carbono e energia, foi realizada através de ensaios de degradagdo sucessivos
em meio MSM. Os resultados mostraram que concentragdes de até 16 mg/L foram
completamente consumidos num periodo de 24 horas (Figura 14 A). Em maiores
concentrages de 20 e 25 mg/L, o 2-CP foi degradado parcialmente em 61,5 e 34,5%,
respectivamente. Isto poderia indicar uma satura¢@o da bactéria em relagdo a concentragio
do substrato (KAFKEWITZ et al, 1996). FAVA et al. (1995b) demonstraram que
Pseudomonas picketti foi capaz de degradar 194,18 mg/L de 2-CP, em ensaios sucessivos de
degradagio num periodo de 30 a 40 dias.

Alcaligenes faecalis também foi adaptada sucessivamente nas mesmas concentragdes
de 2-CP, em meio TEF (na presenga de outras fontes de carbono e fenol 500 mg/L). A Figura
14B mostra uma clara redu¢io no tempo de degradagdo das varias concentragdes de 2-CP e
também um aumento na capacidade de degradagdo. Neste meio pode ser observado, que a
cepa foi capaz de consumir totalmente uma concentragdo de 20 mg/L, em 36 horas. A
concentragdo de 26 mg/L de 2-CP foi degradada parcialmente (75%), o que foi cerca de duas
vezes mais do que o consumido em meio MSM. Este resultado sugere que a suplementagdo
de nutrientes ou de fenol ao meio MSM, poderia auxiliar a degradag@o de clorofenéis, como
descrito por GREER et al. (1990), ou uma possivel satura¢io pelo substrato em 25 mg/L de
2-CP (KAFKEWITZ et al., 1996).

Os ensaios de adaptagdo sucessivas em meio MSM e TEF (Figura 14A e 14B)
permitiram que uma concentragdo de 16 mg/L de 2-CP, praticamente 4 vezes mais do que
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nos ensaios anteriores, fossem totalmente degradadas em 20 a 24 horas. Na presenca de TEF
(TSB e fenol 500 mg/L), Alcaligenes faecalis consumiu até 20 mg/L de 2-CP (Figura 14B),

0 que corresponde a uma concentragdo 5 vezes maior do que a antes utilizada.

4.8.2. Degradacio de 3-CP em meio MSM e TEF

A Figura 15A apresenta os resultados da degradagéo sucessiva de 3-CP, como unica
fonte de carbono (meio MSM), em concentragdes crescentes de 1 a 25 mg/L. Assim como
foi observado para 2-CP, concentragSes de 15 mg/L de 3-CP foram consumidas em 24 horas.
As concentragdes de 20 e 25 mg/L também foram degradadas parcialmente em 60,5 e 34,5%,
respectivamente. Pseudomonas picketti, em experimentos de adaptagdo sucessiva em meio
MSM, degradou até 73,3 mg/L de 3-CP em 30 a 40 dias (FAVA et al., 1995b).

O mesmo experimento realizado em meio TEF (Figura 15B) mostrou uma redugéo
no tempo de degradagdo das varias concentragoes de 3-CP e um aumento na capacidade de
degradacdo (Figura 15B). Altas concentragdes de 3-CP, passaram a ser consumidas
totalmente em 36 horas (20 mg/L) e parcialmente (26 mg/L). Os ensaios de adaptagdo
sucessivos provocaram uma reducdo do tempo para a degradagio total e a capacidade da

cepa em CONSUMir maiores concéntrag:ées de 3-clorofenol.

4.8.3. Degradaciio de 2,4-DCP por A. faecalis em meio MSM e TEF

Testes preliminares mostraram que num intervalo de 48 horas, Alcaligenes faecalis
degradou totalmente 2. 4-DCP, somente nas concentragdes de 0,5 a 2 mg/L (resultados nio
mostrados). Na concentragdo de 4 mg/L, em meio MSM ¢ MSM suplementado com
nutrientes, os diclorofenois foram degradados apenas parcialmente (10 a 35%) (Figuras 12B
e 13B). Isto parece demonstrar uma baixa capacidade da cepa de Alcaligenes faecalis em -
degradar diclorofenéis. Ensaios de adaptag@o sucessivas foram realizados em meios MSM e
TEF, para estimular a degradagio de maiores concentragdes de diclorofendis (Figuras 16A e
16B). Entretanto, ao contrario dos resultados positivos com monoclorofenéis, 2,4-DCP foi
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Figura 14 - Degradagdo sucessiva de diferentes concentra¢ées (mg/L) de 2-CP por
Alcaligenes faecalis em meios (A) MSM e (B) TEF. Os resultados representam a média
de 3 experimentos.
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Alcaligenes faecalis em meios (A) MSM e (B) TEF. Os resultados representam a média
de 3 experimentos.
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totalmente consumido somente até a concentracio de 3 mg/L em meio MSM (em 48 horas) e
TEF (42 horas). O tempo para a degradagio total de 2 mg/L de 2,4-DCP foi reduzido de 30
horas no meio MSM para 18 horas em TEF, na presenca de nutrientes (TSB e fenol 500
mg/L). Estes resultados foram melhores do que os relatados para cepas puras de
Chryseomonas luteola e Sphingomonas paucimobilis, adaptadas a 2,4-DCP, que degradaram
em meio MSM, até 1,5 mg/L do composto em 71 horas (SMITH-GREENIER & ADKINS,
1996).

Os ensaios mostraram uma redugio apenas parcial da concentragio inicial de 4 mg/L
de 2,4-DCP, de 45% no meio MSM e de 50% no meio TEF (Figura 16A e 16B). Este
resultado foi melhor do que o obtido com redugé@o de apenas 16,5% de 2,4-DCP em meio
MSM (Figura 11B). Portanto, a cepa adaptada n3o consumiu uma maior concentragio de
2,4-DCP, mas reduziu o tempo de degradacdo do composto. Microorganismos de
sedimentos estuarinos foram realimentados sucessivamente com 16,3 mg/L de 2,4-DCP. O
tempo de degradagdo total do composto foi reduzido de 120 a 220 para 40 dias
(HAGGBLOM & YOUNG, 1990).

4.8.4. Degradacio de 2,4-D por A. faecalis em meio MSM e TEF

Alcaligenes faecalis adaptada sucessivamente a concentragdes crescentes de 2,4-D,
mostrou a capacidade de degradar totalmente até 3 mg/L do composto como unica fonte de
carbono (Figura 17A). Os ensaios mostraram uma redugdo apenas parcial da concentragéo
inicial de 4 mg/L de 2,4-D, de 44% no meio MSM e de 50% no meio TEF (Figura 17A e
17B). Apesar disso, esta redugio da concentragio de 2,4-D nos ensaios sucessivos foi melhor
do que os 10%, antes obtido no meio MSM (Figuras 11B) e de 30% em meio MSM +
nutrientes (Figural3B).

Comparado aos monoclorofendis, os resultados mostraram uma maior dificuldade de
degradagio dos diclorofendis. Alcaligenes faecalis apresentou menor degradagdo de 2,4-D,
em relagio ao 2,4-DCP, provavelmente devido & dificuldade da cepa, em remover o radical
acetato, como discutido por LAINE & JORGENSEN (1996).
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de 3 experimentos:
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Figura 17 — Degradagio sucessiva de diferentes concentragGes (mg/L) de 2,4-D por
Alcaligenes faecalis em meios (A) MSM e (B) TEF. Os resultados representam a média
de 3 experimentos.
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Os resultados demonstraram que as adapta¢des de Alcaligenes faecalis a sucessivas e
crescentes quantidades de 2-CP, 3-CP, 2,4-DCP e 2,4-D, permitiram o consumo de maiores
concentragdes de clorofendis ou reduziram o tempo de degradagdo.

Nos ensaios realizados como o meio TEF, foi observado um aumento da velocidade e
da capacidade de degradagdo dos compostos aromaticos clorados em relagdo ao meio MSM.
Estes resultados sugerem que isto teria ocorrido pela presencga de nutrientes (componentes do
TSB, Tabela 1) ou ainda devido ao fenol, que poderia atuar como indutor da degradagdo dos
clorofendis, por co-metabolismo (ATLAS & BARTHA, 1993; CLEMENT et al., 1995).

4.9. Crescimento sucessivo de A. faecalis em concentracdes crescentes de 2,4-DCP

Alcaligenes faecalis, em ensaios de adaptagdo sucessivas em meio TEF, degradou
parcialmente até 4 mg/L de 2,4-DCP (Figura 16B). Apesar disso, a cepa mostrou um bom
crescimento na presencga de até 32 mg/L de 2,4-DCP, provavelmente consumindo o fenol e
nutrientes, como o TSB (Figura 18). A cepa consumiu 2,4-DCP (2 mg/L) em meio TEF em
18 horas (Figura 16B). No entanto, a cepa apresentou O mesmo crescimento nessa
concentragio de 2,4-DCP e em meio TEF (Figura 18). O aumento nas concentragdes de 2,4-
DCP reduziram o crescimento bacteriano. Isto poderia indicar uma inibi¢do do crescimento
pelo substrato ou uma possivel morte dos microorganismos, na concentragio de 64 mg/L de
2,4-DCP. O meio contendo 4 mg/L de 2,4-DCP em meio TEF (Figura 18) é semelhante, com
exce¢do do fenol, ao meio 4 mg/L de 2,4-DCP eni MSM suplementado com extrato de
levedura e glicose (Figura 13A e Tabela 3, Composi¢do dos meios de cultura). Portanto,
apesar destes meios terem composi¢do semelhante, a cepa parece ter crescido muito methor
na presenga de fenol (TEF).

Os resultados demonstraram que apesar da capacidade de degradar baixas
quantidades de 2,4-DCP, a cepa de Alcaligenes faecalis demonstrou tolerancia a presenga de

altas concentragdes deste diclorofenol no meio.
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Figura 18 — Crescimento de Alcaligenes faecalis: adaptagdo sucessiva a diferentes
concentragdes de 2,4-DCP (2 a 64 mg/L) em meio TEF (na presencga de fenol 500 mg/L). Os
resultados representam a média de 3 experimentos.
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4.10. Crescimento sucessivo de A. faecalis em concentracdes crescentes de 2,4-D

Apesar de Alcaligenes faecalis degradar apenas parciaimente 4 mg/L de 2,4-D, em
meio TEF (Figura 17B), esta cepa continuou a mostrar crescimento na presenga de até 32
mg/L deste diclorofenol, como apresentado na Figural9. Este resultado demontrou uma alta
tolerancia do microorganismo & presenga de concentragdes crescentes de 2,4-D. Os meios
utilizados contendo 2,4-D (2 mg/L) sdo semelhantes na Figura 19 e Figura 17B, As
concentragdes crescentes de 2,4-D resultaram na redug@o do crescimento de Alcaligenes
faecalis, ocorrendo a inibi¢3o pelo substrato ou morte das células, a partir de 64 mg/L.

Pseudomonas cepacia demonstrou uma alta tolerancia e capacidade de degradar 2,4-
D. A inibigdo do crescimento ocorreu somente a partir de 2.860 mg/L do composto, mas 221
mg/L do composto foram degradados pela cepa (GREER et al., 1990). Por outro lado,
PIEPER et al. (1988) inibiram o crescimento de Alcaligenes eutrophus JMP134 (GEM),
somente com concentragdes acima de 1.105 mg/L de 2,4-D, uma tolerdncia muito superior a

demosntrada por Alcaligenes faecalis.

4.11. Composicao quimica dos meios de degradacio

A Tabela 3 mostra a composi¢do dos meios utilizados nos testes de degradagao
de clorofendis. MSM, composto por fosfatos e nitrato, foi o meio adequado para induzir
a cepa Alcaligenes faecalis a utilizar os clorofendis, como unica fonte de carbono. Este €
um meio barato e poderia ser utilizado em larga escala em experimentos e/ou processos
de bancada ou em testes de descontaminagdo de solo. No meio TEF, que contém
nutrientes-TSB e fenol, foram observados dados efetivos da degradagdo de clorofenois.
Por outro lado, o meio nutritivo (Tabela 3) que possui na sua composi¢do extrato de
levedura e glicose (Tabela 3) parece ter estimulado a dificil degradagio de diclorofenois
(Figuras 12 e 13). Quando comparados, os meios nutritivo e TEF sdo muito semelhantes.
Como fonte de aminoacidos, meio nutritivo e TEF contém extrato de levedura e triptona,
respectivamente. Os dois também contém glicose, em menor concentragdo no meio TEF.

A diferenga entre os dois meios € a presenga de fenol no meio TEF, e este demonstrou
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Figura 19 - Crescimento de Alcaligenes faecalis. adaptagio sucessiva a diferentes
concentragdes de 2,4-D (2 a 64 mg/L) em meio TEF (na presenga de fenol 500 mg/L). Os
resultados representam a média de 3 experimentos.



51

os melhores resultados. Portanto, o fenol poderia estar atuando como indutor da
degradagdo de clorofenois (co-metabolismo). A degradagio de compostos aromaticos
clorados pode ser dificultada pela falta de nutrientes essenciais no meio ou de um indutor
para o metabolismo dos compostos (CHAUDHRY & CHAPALAMADUGU, 1991,
ATLAS & BARTHA, 1993).

Tabela 3 — Composigio dos meios de cultura (em g/L): MSM (sais minimos); TEF (TSB +
fenol); meio nutritivo (MSM + extrato de levedura + glicose).

Meio Fosfatos Nitrato | NaCl Glicose | Triptona | Extrato | Fenol
Levedura
MSM 1,5 KH,PO, 0,5
1,0 K,HPO,

TEF 0,21 K,HPO, 0,41 0,21 1,66 0,5
MSM 1,5 KH,PO, 0,5 0,5
+ Fenol 1,0 K;HPO,

Meio 1,5 KH,PO, 0,5 5 0,2
nutritivo* 1,0 K;HPO,

* Meio utilizado nos ensaios de degradaggo de diclorofendis (Figuras 12 e 13)
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4.12. Degradacio de clorofenéis por A. faecalis em meio MSM na presenca de fenol

(Co-metabolismo)

HILL et al. (1996) realizaram experimentos com uma cepa de Alcaligenes eutrophus
na presenga de 4-CP em co-metabolismo com fenol. Os autores observaram uma redugio de
biomassa € um incremento de até 35% em relagio ao tempo de adaptagdo, antes da fase

exponencial.
4.12.1. Degradacao de 2-CP e 3-CP por A. faecalis na presenga de fenol

O efeito do fenol como indutor da degradagio de clorofenois foi testado com 6 mg/L
de 2-CP e 3-CP. O ensaio de degradaggo foi realizado em meio MSM suplementado com
diferentes concentragdes de fenol (20, 50, 200 e 500 mg/L). A presenga de fenol, provocou a
reducdo do tempo de degradacdo de fendis monoclorados (Figuras 20A e 21A). Para facilitar
a visualizagdo dos resultados, os dados parciais foram apresentados como histogramas
(Figura 20B e 21B). Como pode ser observado, 6 mg/L de 2-CP e 3-CP, foram totalmente
degradadas em co-metabolismo na presencga de 50 mg/L de fenol, em 10 horas. Neste mesmo
tempo ainda existiam quantidades residuais de 2-CP e 3-CP, nas outras concentracoes de
fenol. Durante a o ensaio de co-metabolismo, também foi monitorado o tempo necessario
para o consumo total de fenol: 20 mg/L (2 horas), 50 mg/L (4 horas), 200 mg/L (7 horas) e
500 mg/L (10 horas).

A degradagdo de 2-CP e 3-CP ocorreu de modo semelhante e as concentragdes de
fenol com melhores resultados foram na seguinte ordem: 50 > 200 > 500 > 20 mg/L > MSM.
Estes dados sugerem uma possivel proporgio de monoclorofenol : fenol ideal para a indu(;id'
da degradag@o destes compostos.

HILL et al. (1996) demonstraram a degradagdo de 4-CP em co-metabolismo com
fenol. A degradagfo foi inibida a partir de 1,08 mg/L de fenol e 0,069 mg/L de 4-CP. Na
presenca de fenol (0,24 mg/L), 4-CP (0,055 mg/L) foram degradados em 64 horas. Um
resultado semelhante foi obtido por SCHIMIDT (1987), demonstrando que a adi¢io de 470
mg/L de fenol em meio MSM contendo 257,2 mg/L de 2-CP, 3-CP e 4-CP, reduziu em 20%,
o tempo de 48 horas; necessario para a degradagio destes compostos por uma cepa de
Pseudomonas sp B13.
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Figura 20 — (A) Degradagdo de 6 mg/L de 2-CP por Alcaligenes faecalis em meio MSM,
na presenca de 20; 50; 200 ou 500 mg/L de fenol. (B) Dados da Figura 20 A mostrando a
concentragio residual de 2-CP no periodo de 6 a 14 horas. Os resultados representam a
média de 3 experimentos e as barras o erro padrio da média (SEM).
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Figura 21 — (A) Degradagido de 6 mg/L de 3-CP por Alcaligenes faecalis em meio MSM,
na presenga de 20; 50; 200 ou 500 mg/L de fenol. (B) Dados da Figura 21 A mostrando a
concentragdo residual de 3-CP no periodo de 6 a 14 horas. Os resultados representam a
média de 3 experimentos e as barras o erro padréo da média (SEM).




4.12.2, Degradacio de 2,4-DCP e 2,4-D por A. faecalis na presenca de fenol

Os mesmos ensaios de indugdo da degradagdo pelo fenol foram realizados com
diclorofendis (2 mg/L de 2,4-DCP e 2,4-D). Os resultados também indicaram que o fenol
induziu a degradacdo de diclorofendis por A. faecalis, como mostrado nas Figuras 22A e 23
A. Para melhor visualiza¢do, os dados foram colocados em histogramas (Figura 22B e 23B).
Como mostram estas Figuras, 2 mg/L. de 2,4-DCP, foi totalmente degradado na presenca
(co-metabolismo) de 50 mg/L de fenol, em 20 horas (Figura 22A e 22B). Nas mesmas
condigdes, o 2,4-D foi totalmente degradado em 24 horas (Figura 23A e 23B). Em ambos os
casos, no tempo de 24 horas, ainda existiam concentragdes residuais de 2,4-DCP e 2,4-D nas
outras concentracdes de fenol.

A presenga de diclorofendis nestes ensaios ndo alterou o tempo de degradagio das
diferentes concentragdes do indutor, fenol, que foram rapidamente consumidas nos mesmos
tempos observados para monoclorofenois (item 4.12.1). ) _

A cepa Alcaligenes eutrophus JMP134 (GEM), mostrou crescimento na presenca de
359 mg/L de 2,4-DCP e 94,1 mg/L de fenol, em meio MSM (HAGGBLOM & VALO,
1995). Ensaios de co-metabolismo por Alcaligenes eutrophus JMP134 foram realizados para
a degradagio de 79 mg/L de 2.4,6-triclorofenol e 37,6 mg/L de fenol. A cepa degradou
totalmente 2,4,6-TCP em 48 horas e o fenol foi consumido em 20 horas (CLEMENT et al.,
1995). MULLER & BABEL (1994) observaram que Alcaligenes eutrophus JMP134 utilizou
2,4-D em co-metabolismo com 94,1 mg/L de fenol.

As melhores taxas de degradacdo de 2,4-DCP e 2,4-D também foram obtidas nas
concentragdes de fenol, na ordem 50 > 200 > 500 > 20 mg/L > MSM.

Os resultados poderiam siugerir uma proporgio diclorofenol : fenol ideal para a
inducio da degradagio de 2,4-DCP e 2.4-D, sendo que estes ultimos foram de degradagio
mais dificil do que os monoclorofendis, em todas as situagdes testadas.

De modo geral, Alcaligenes faecalis demonstrou maior dificuldade na degradacdo
dos compostos diclorofendis do que monoclorados. Dentre os diclorados, o 2,4-D mostrou
ser mais recalcitrante que o 2,4-DCP, devido ao radical acetato, ligado a sua estrutura, o que
envolve uma etapa a mais na via de degradagfio deste composto, além da presenga do dois

atomos de cloro.
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Figura 22 - (A) Degradacio de 2 mg/L de 2,4-DCP por Alcaligenes faecalis em meio
MSM, na presenga de 20; 50, 200 ou 500 mg/L. de fenol. (B) Dados da Figura 22 A
mostrando a concentragio residual de 2,4-DCP no periodo de 20 a 42 horas. Os resultados
representam a média de 3 experimentos e as barras o erro padrdo da média (SEM).
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Figura 23 — (A) Degradagdo de 2 mg/L de 2,4-D por Alcaligenes faecalis em meio MSM,
na presenga de 20; 50; 200 ou 500 mg/L de fenol. (B) Dados da Figura 23 A mostrando a
concentragdo residual de 2,4-D no periodo de 20 a 42 horas. Os resultados representam a
média de 3 experimentos e as barras o erro padrio da média (SEM).
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A cepa de Alcaligenes faecalis, apresentou melhor capacidade de consumir os
monoclorofendis do que diclorofendis, como unica fonte de carbono. Dentre os
diclorados, o 2,4-D mostrou ser mais recalcitrante que o 2,4-DCP.

Estudos posteriores poderdo ser realizados para verificar os mecanismos da
degradagdo de clorofendis, como a sua mineralizagdo, a preferéncia pelos
monoclorofendis, a atividade das enzimas de degradagdo, os metabdlitos e também
verificar a possibilidade de realizar testes com a cepa em biorreatores para a

descontaminac¢éo de clorofendis.
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