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RESUMO 

 

Rotta, Anna Paula S. Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Goiás, outubro de 2015. 

DEGRADAÇÃO DE FENOL POR BACTÉRIAS DE DOIS BIOMAS BRASILEIROS. 

Orientador: José Daniel Gonçalves Vieira. 

 

Nas últimas décadas, a crescente atividade industrial e a agropecuária têm sido as 

responsáveis pela contaminação do meio ambiente devido à presença de substâncias orgânicas 

e inorgânicas. O fenol e seus derivados constituem uma importante classe de contaminantes 

ambientais pela sua presença em muitos efluentes industriais. A busca por alternativas 

biológicas para combater a poluição ambiental tem motivado pesquisas por micro-organismos 

que aliem a capacidade de degradar o fenol com enfoque sustentável. Nesta vertente, bactérias 

degradadoras de xenobióticos, estão sendo utilizadas como inóculo nos diversos tipos de 

tratamento biológico para a minimização de contaminação de águas, solos e sedimentos. Este 

trabalho teve como objetivo avaliar a biodegradação do fenol por isolados bacterianos de dois 

biomas brasileiros (Cerrado Goiano e Manguezal de Guaraparí, ES), no qual, verificou-se a 

influência da adaptação bacteriana perante as diferentes concentrações de fenol e a tolerância 

a esse composto químico. Das bactérias de Cerrado uma foi identificada como Staphylococcus 

aureus (BF 2.5) e a outra somente como bastonete gram-positivo (BF 2.3.2) e entre as 

bactérias de manguezal uma foi identificada como Bacillus circulans (MF-2) e a outra 

Bacillus sp. (MF-1) Todos os isolados consumiram fenol na concentração aproximada de 

500mg.L
-1

 quando crescidos em meio de Bushnell-Haas (BH) líquido e em 1.500mg.L
-1

 

quando em meio Ágar Nutriente (AN). Quanto à utilização do fenol como fonte única de 

carbono observamos que o consumo de fenol pelo isolado BF-2.5 foi de 2,78; 4,79 e 0,35% 

para as concentrações de 100, 200 e 300mg.L
-1

 de fenol, respectivamente. Já para o isolado 

BF-2.3.2 os resultados foram de 11,04; 19,13 e 16,02%, respectivamente. Para os isolados de 

manguezal os resultados foram 22,43; 11,52 e 3,33% e 21,54; 20,54 e 28,85% para os 

isolados MF-1 e MF-2, respectivamente nas mesmas concentrações de fenol testadas. Estes 

isolados sugerem uma maior capacidade de utilização pelo isolados MF-2 de manguezal. 

 

Palavras-chave: biorremediação, xenobióticos, fenol, bactérias degradadoras, cerrado e 

mangue. 
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ABSTRACT 

 

Rotta, Anna Paula S. Almeida, M.Sc., Federal University of Goiás, October 2015. PHENOL 

DEGRADATION IN TWO BRAZILIAN BIOMES BACTERIA. Advisor: José Daniel 

Gonçalves Vieira. 

In recent decades, the growth of industrial activity and agriculture has been responsible for 

environmental contamination due to the presence of organic and inorganic substances. Phenol 

and its derivatives are an important class of environmental contaminants by their presence in 

many industrial effluents. The seeking of biological alternatives to mitigate the environmental 

pollution has motivated researches to find microorganisms that combine the capacity to 

degrade phenol with a sustainable focus. Therefore, bacteras capable of degrading xenobiotics 

are been used in soil, sediment and water treatment.  This study has aimed to evaluate the 

biodegradation of phenol by bacterial isolates isolated from two Brazilian biomes (Cerrado 

Goiano and Mangrove of Guarapary, ES), whereupon the influence of pre-adaptation of the 

bacteria was checked, as well as the effects of growth parameters in different concentrations 

and the tolerance to this chemical compound. One isolated from Cerrado was identified as 

Staphylococcus aureus (BF 2.5), and the other one as a gram-positive rod (\BF 2.3.2), and the 

mangrove bacteria were identified as Bacillus circulans (MF-2) and Bacillus sp. (MF-1). All 

of the isolates consumed phenol in the approximated of 500mg.L
-1

 when cultivated in liquid 

Busnell-Hass (BH) medium and 1.500mg.L
-1

 in Nutrient Agar medium (NA). The 

consumption of phenol as carbon source by BF-2.5 isolated was 2,78; 4;79 and 0,35% for 

concentrations of  100, 200 and 300 mg.L
-1

 of phenol, respectively. The isolated BF-2.3.2 

results were 11, 04; 19,13 and 16,02%, respectively. For the mangrove isolated the results 

were 22,43; 11,52 and 3.33% to 21,54; 20;54 and 28.85% for the MF-1 and MF-2 isolates, 

respectively in the same phenol concentrations tested. These results suggest a higher phenol 

consumption capacity of MF-2 isolated from mangrove. 

 

Keywords: bioremediation, xenobiotic, phenol degrading bacteria, savannah and mangrove. 
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1.  INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas, a crescente atividade industrial e a agropecuária têm sido as 

responsáveis pela contaminação do meio ambiente devido à presença de substâncias orgânicas 

e inorgânicas. Nessa perspectiva é possível observar uma maior preocupação com a 

conservação dos recursos naturais, principalmente com relação à disponibilidade de água 

potável e aos altos custos relativos à sua obtenção (LUPETTI; ROCHA, FATIBELLO-

FILHO, 2004; ROSATTO et al., 2001). Isto tem levado os órgãos governamentais a 

estabelecerem limites rígidos e níveis ambientais aceitáveis desses poluentes, exigindo-se 

assim métodos analíticos ambientalmente seguros e economicamente viáveis que ofereçam 

alta seletividade e sensibilidade para a identificação e qualificação dessas substâncias 

(HAITAIO; MANCAI, ZUOQUING, 2004; NAMEROFF et al., 2004; SIMÕES et al., 2007).  

Os compostos fenólicos estão presentes nas mais diferentes concentrações em 

efluentes de vários processos industriais, tais como: fabricação de insumos agrícolas, 

presentes em pesticidas e fungicidas; processo de branqueamento da celulose, no qual se 

encontram os clorofenóis, indústrias químicas que processam resinas (fenólicas, epóxidas e 

poliamidas); indústrias farmacêuticas; indústria têxteis; beneficiamento da castanha de caju; 

processos fotográficos; processo de coqueificação do carvão onde os fenóis são os principais 

contaminantes, podendo ser encontrados em até algumas gramas por litro; refinarias de 

petróleo; fabricação de laminados decorativos para o setor moveleiro entre outros (DA 

SILVA et al., 2006; GATTI et al., 2001; MOLDOVEANU et al., 2007; OHLENBUSCH et 

al., 2000). 

De acordo com a resolução CONAMA, número 20 no seu artigo 21 (Brasil 1986), o 

limite máximo de concentração de fenóis para as classes de rios 1 e 2 (águas destinadas à 

conservação da vida aquática e ao abastecimento público) é de 0,001mg.L
-1

. Os efluentes de 

qualquer fonte poluidora somente poderão ser lançados, direta ou indiretamente, nos corpos 

de água desde que obedeçam às seguintes condições: concentrações de 0,5mg.L
-1

 de fenol. Na 

Portaria nº 518 (2004) do ministério da Saúde e complementada pela Portaria nº 2.914 (2011) 

são estipuladas nas águas de abastecimento concentrações máximas apenas para compostos 

derivados do fenol, tais como pentaclorofenol (0,009mg.L
-1

) e 2,4,6-triclorofenol (0,2mg.L
-1

). 

O Instituto Nacional Norte Americano para Saúde e Segurança Ocupacional, 

estabeleceu como limite de 2,3mg.L
-1

 para isômeros de cresol (EATON et al., 1995). 

O fenol e seus derivados constituem uma importante classe de contaminantes 

ambientais pela sua presença em muitos efluentes industriais (SANTOS; LINARDI, 2004). 



2 

 

Embora sendo biodegradável tanto na via aeróbia como na anaeróbia o fenol e seus derivados 

são tóxicos para a maioria dos micro-organismos, principalmente não aclimatados, em 

concentração de apenas 10mg.L
-1

, podendo ser inibidor do crescimento mesmo para as 

espécies que o utilizam como substrato, causando problemas em estações de tratamento de 

efluentes (SANCINETTI et al; 2003). 

A bioaumentação por micro-organismos autóctones selecionados constitui uma boa 

alternativa para a biodegradação do fenol. Diversos autores têm mencionado o uso de micro-

organismos visando à remoção de fenol em efluentes industriais como, por exemplo, 

Penicillium (SANTOS; LINARDI, 2004), Candida (YAN et al.; 2005) & (CHEN et al.; 

2002), Pseudomonas (GONZÁLEZ et al., 2001) e Rhodococcus (HIDALGO et al., 2002) 

dentre outros. No entanto, a prospecção de novas linhagens degradadoras, adaptadas a 

condições ambientais locais, e sua caracterização quanto à capacidade biodegradativa e 

tolerância à toxidade constituem aspectos importantes a serem ainda explorados. Para a 

avaliação da toxicidade e biodegradabilidade, os ensaios em escala laboratorial como o 

crescimento e resistência dos isolados nos diferentes meios de cultura e nas diferentes 

concentrações de fenol são úteis para testar variáveis importantes, verificando seus efeitos no 

desempenho do micro-organismo durante o processo biodegradativo in vitro. 

Este trabalho teve como objetivo avaliar a biodegradação do fenol por isolados 

bacterianos recuperados de dois biomas brasileiros, verificando a influência da bactéria aos 

efeitos de crescimento em diferentes concentrações, assim como a tolerância da exposição dos 

micro-organismos a esse composto químico. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Isolar e caracterizar bactérias, de dois biomas brasileiros, com potencial de degradação de 

compostos fenólicos; 

 

2.2 Objetivos específicos  

 

 Isolar micro-organismos (bactérias) degradadores de compostos fenólicos de amostras de 

manguezal do Estado do Espírito Santo, Brasil e de solo de Cerrado brasileiro contaminado 

com combustíveis; 

 

 Determinar à tolerância à ação inibitória do fenol sobre os isolados; 

 

 Caracterizar morfologicamente os isolados bacterianos detentores da capacidade de 

biodegradação fenólica; 

 

 Identificar molecularmente as morfo-espécies em estudo; 
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– CAPÍTULO I – 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

1. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1.1 Biomas 

 

1.1.1 Cerrado 

 

O território brasileiro é constituído por diversos biomas: Amazônia, Mata Atlântica, 

Cerrado, Caatinga, Pantanal, recifes de corais, manguezais, ambientes oceânicos e costeiros. 

Esta característica faz com que o Brasil seja considerado um país de uma alta biodiversidade. 

Um exemplo que comprova essa alta diversidade é que aproximadamente 20% do número 

total de seres vivos descritos no planeta estão no Brasil (MITTERMEIER et al., 2004). 

O bioma Cerrado brasileiro possui uma diversidade genética que tem sido foco de 

discussão devido sua localização, extensão e posição central. O referido bioma possui uma 

posição estratégica em relação aos demais por estar localizado, em maior porção, na região 

central do país. É importante destacar ainda outro ponto a favor desse bioma, nas suas áreas 

periféricas existem transições com os biomas Amazônia, Mata Atlântica e Caatinga, fazendo 

com que ocorra compartilhamento de espécies com os outros biomas e, consequentemente, 

favorecendo a sua diversificação (CASTRO, 2010). 

O termo Cerrado significa “vegetação densa”. Esta expressão explica a característica 

geral da vegetação arbustivo-herbácea densa que ocorre na formação savânica deste bioma. O 

Cerrado é caracterizado por apresentar uma vegetação rasteira, formada principalmente por 

gramíneas, coexistindo com árvores e arbustos esparsos. Sua extensão abrange cerca de dois 

milhões de quilômetros quadrados, sendo o segundo maior bioma brasileiro. Esta grande 

extensão territorial consiste em um mosaico de diferentes tipos fisionômicos que 

compreendem desde a formação florestal, savânicas e campestres (RIBEIRO et al., 1998). Os 

tipos fisionômicos têm como principais fatores determinantes a fertilidade e os teores de 

alumínio disponíveis no solo, a profundidade, o grau de saturação hídrica das camadas 

superficial e sub-superficial do solo bem como o clima da região (EITEN, 1994).  

A fim de entender as consequências destas mudanças na diversidade de comunidades 

microbianas presentes nos solos do bioma Cerrado é preciso primeiro avaliar a comunidade de 

bactérias, que são o maior número de espécies de organismos presentes na Terra, 
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principalmente na litosfera (CHU et al., 2010; LAUBER et al., 2009; TIEDJE et al., 2001; 

TORSVIK et al., 2002; TYSON et al., 2004). 

Em amostras de solo podem-se detectar bactérias que são tidas como generalistas, 

por que são capazes de colonizar diferentes ambientes ou mesmo bactérias especialistas por 

serem encontradas unicamente em um ambiente. Em estudo recente, Nemergut e 

colaboradores (2011) examinaram a distribuição global do gene do 16S rRNA a partir de uma 

grande variedade de ambientes. Os dados demonstraram que, as bactérias mais abundantes 

podem ser confinadas em ambientes específicos, e que uma fração significativa da variação 

encontrada na distribuição de bactérias pode ser relacionada com o tipo do ambiente 

analisado. 

Nos últimos anos, estudos realizados no bioma Cerrado sobre a composição da 

comunidade bacteriana dos solos têm avançado consideravelmente. Quirino e colaboradores 

(2009) demonstraram que áreas nativas de uma das fitofisionomias do bioma, o Cerrado sensu 

stricto, apresentam maior diversidade em relação à área de Cerrado sensu stricto convertido 

para pastagem. Bresolin e colaboradores (2010), comparando a comunidade bacteriana do 

solo de uma área de Cerrado nativa com uma área de Cerrado convertida à plantação de soja, 

demostram que a comunidade microbiana do solo pode ser afetada devido à modificação na 

cobertura original do solo e/ou ao desenvolvimento da cultura de soja. 

Devido seu alto poder de diversidade, os solos do Cerrado vêm sendo atualmente 

analisados por técnicas de sequenciamento mais refinadas como o pirosequenciamento 

(ARAÚJO et al., 2012; SILVA, 2012). A tecnologia do pirosequenciamento gera quantidades 

de dados sem precedentes, fornecendo novas oportunidades de abordagens para descrever, 

analisar e comparar a comunidade microbiana presente nos solos do bioma Cerrado. 

 

1.1.2 Manguezal 

 

O ecossistema manguezal geralmente está associado às margens de baías, enseadas, 

barras, desembocaduras de rios, lagunas e reentrâncias costeiras, onde haja encontro de águas 

de rios com a água do mar, ou diretamente expostos à linha da costa. São sistemas 

funcionalmente complexos, altamente resilientes e resistentes e, portanto, estáveis. A 

cobertura vegetal, ao contrário do que acontece nas praias arenosas e nas dunas, se instala em 

substratos de vasa de formação recente, de pequena declividade, sob a ação diária das marés 

de água salgada ou, pelo menos salobra (CIMA, 1991). 
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O manguezal é um sistema ecológico tropical, dominado por espécies vegetais 

típicas, às quais se associam outros componentes microscópicos e macroscópicos da flora e da 

fauna, adaptados a um substrato periodicamente inundado pelas marés, com grandes variações 

de salinidade. Os limites verticais do manguezal, no médio litoral, são estabelecidos pelo 

nível médio das preamares de quadratura e pelo nível das preamares de sizígia (MACIEL, 

1991). 

A riqueza biológica dos ecossistemas costeiros faz com essas áreas sejam os grandes 

“berçários” naturais, tanto para as espécies características desses ambientes, como para peixes 

anádromos e catádromos e outros animais que migram para as áreas costeiras durante, pelo 

menos, uma fase do ciclo de vida (COSTA & DAVY, 1992). Nas latitudes tropicais de 

manguezais podem existir tanto ambientes naturais quanto os modificados por ação antrópica 

(COSTA & DAVY, 1992). 

Segundo Pereira Filho e Alves (1999) o manguezal desempenha diferentes funções 

naturais com muita importância ecológica e econômica, dentre as quais se destacam as 

seguintes: 

 Proteção da linha de costa – a vegetação desempenha a função de uma barreira, 

atuando contra a ação erosiva das ondas e marés, assim como em relação aos ventos. 

 Retenção de sedimentos carreados pelos rios – em virtude do baixo hidrodinamismo 

das áreas de manguezais, as partículas carreadas precipitam-se e somam-se ao 

substrato. Tal sedimentação possibilita a ocupação e a propagação da vegetação, o que 

viabiliza a estabilização da vasa lodosa a partir do sistema radicular dos mangues. 

 Ação depuradora – o ecossistema funciona como um filtro biológico em que bactérias 

aeróbias e anaeróbias trabalham a matéria orgânica e a lama promovendo a fixação e a 

inertização de partículas contaminantes, como os metais pesados. 

 Área de concentração de nutrientes – localizados em zonas estuarinas, os manguezais 

recebem águas ricas em nutrientes oriundos dos rios, principalmente, e do mar. Aliado 

a este favorecimento de localização, a vegetação apresenta uma produtividade elevada, 

sendo considerada como a principal fonte de carbono do ecossistema. Por isso mesmo, 

as áreas de manguezais são ricas em nutrientes. 

 Renovação da biomassa costeira – como áreas de águas calmas, rasas e ricas em 

alimento, os manguezais apresentam condições ideais para reprodução e 

desenvolvimento de formas jovens de várias espécies, inclusive de interesse 
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econômico, principalmente crustáceos e peixes. Funcionam, portanto, como 

verdadeiros berçários naturais. 

 Áreas de alimentação, abrigo, nidificação e repouso de aves – as espécies que ocorrem 

neste ambiente podem ser endêmicas, estreitamente ligadas ao sistema, visitantes e 

migratórias, onde os manguezais atuam como importantes mantenedores da 

diversidade biológica (PEREIRA FILHO, 2001).  

 

1.2 Xenobióticos 

 

Os xenobióticos são compostos químicos sintetizados pelo homem e incluem 

plásticos, solventes, lubrificantes, detergentes, agrotóxicos, bem como uma ampla variedade 

de subprodutos da indústria química, abrangendo, portanto, um grande número de moléculas 

com diferentes modos de ação e toxicidade. Incluem também os numerosos poluentes 

ambientais, isto é, compostos orgânicos que não participam realmente dos ciclos globais do 

carbono, nitrogênio ou enxofre, e quando entram no ecossistema natural em grandes 

quantidades, exibem efeitos tóxicos ou outros efeitos não desejados pelos organismos vivos 

(SILVA et al., 1996). 

Muitos xenobióticos, introduzidos para uso industrial, são importantes 

ambientalmente, sendo eles: agrotóxicos, plásticos, solventes e desengraxantes. Estes 

compostos são halogenados e o seu grau de saturação frequentemente está associado a sua 

persistência (NEILSON et al., 1985). Além disso, há um grande número de compostos 

carbonados (C) que são poluentes, incluindo óxido de carbono (CO), cianidas (CN
-
) e 

metanos halogenados (CH3X) (NEILSON et al., 1985).  

O sistema metabólico que tem-se mostrado mais eficiente para biodegradar 

moléculas xenobióticas recalcitrantes nos processos de biorremediação é o microbiano, uma 

vez que os micro-organismos desempenham a tarefa de reciclar a maior parte das moléculas 

da biosfera, participando ativamente dos principais ciclos biogeoquímicos e, representando, 

portanto, o suporte de manutenção da vida na Terra. Esta extraordinária diversidade 

metabólica é devida à combinação do potencial genético individual das diferentes espécies 

microbianas em um sistema natural, com enzimas e vias metabólicas que evoluíram ao longo 

de bilhões de anos, e a capacidade de metabolismo integrado apresentada pela comunidade 

microbiana em conjunto. Muitos fatores ambientais de natureza física, química e biológica 

influenciam na capacidade de um sistema microbiano de biodegradar uma molécula 

(GAYLARDE et al., 2005). 



10 

 

1.3 Compostos fenólicos 

 

Segundo Monteiro (1998), as estruturas e propriedades dos compostos fenólicos, 

abreviadamente designados por fenóis se apresentam com um grupo hidróxido ligado 

diretamente a um anel aromático (Figura 1). Os fenóis são compostos orgânicos aromáticos e 

foram isolados pela primeira vez a partir de alcatrão de carvão pelo químico alemão Friedlieb 

Ferdinand Runge (1795-1867), em 1842, e na grande maioria das vezes são sólidos cristalinos 

incolores. Possuem odor característico, baixo ponto de fusão (Tabela 1) e, em soluções 

aquosas, possuem uma baixa constante de ionização, Ka, (Tabela 1) e por esta razão são 

caracterizados como ácidos fracos.  

                    

                    Fenol                       m-Cresol                  o-Clorofenol              Catecol 

Figura 1. Representação de alguns compostos fenólicos, segundo Monteiro (1998). 

 

 
Tabela 1. Propriedades físicas de alguns compostos fenólicos (MONTEIRO, 1998). 

Composto          Ponto de Fusão          Ponto de Ebulição               Solubilidade                   Ka .10
10 

                              ºC                              ºC                        (g/100g H2O, 25ºC) 

Fenol                          41                             182                                            9,3                                 1,1 

m-Cresol                     l1                              201                                           2,6                                  0,63 

o-Clorofenol                9                              173                                           2,8                                  77 

Catecol                      l04                             246                                           45                                    1 

 

Sua dissociação em água ocorre, conforme a reação:  

C6H5OH + H20  C6H5O
-
 + H30

+
                           (1.1) 

 

Entretanto, sua dissociação ocorre em pequeno volume, atendendo ao baixo valor de 

Ka. A sua dissolução é mais fácil numa solução de hidróxido de sódio do que em água, a partir 

da formação do sal sódico: 

C6H5OH + NaOH  C6H5ONa + H20                      (1.2) 
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Monteiro (1998) relatou que os fenóis são ácidos mais fracos que o ácido carbônico. 

Devido a esta característica peculiar é possível verificar se determinado composto é fenólico 

procedendo ao seguinte teste: se for pouco solúvel em água e for solubilizado em uma solução 

aquosa de hidróxido de sódio, mas não numa solução aquosa de bicarbonato, esse composto é, 

com grande probabilidade, um composto fenólico. Uma característica particular do fenol é 

que este reage com o cloreto de ferro III, formando um complexo de coloração violeta. Além 

disto, o fenol (hidroxi-benzeno) é ao mesmo tempo um composto aromático sintético e natural 

(BASHA et al., 2010). 

Possui uma grande aplicação na produção de resinas sintéticas, as poliamidas 

fenólicas (materiais de construção para automóveis e eletrodomésticos) e epóxicas (adesivos, 

policarbonatos para a fabricação de vasilhames de refrigerantes) (ROJAS, 2001). Está entre os 

50 produtos químicos mais produzidos em grande escala, nos Estados Unidos da América 

(ATSDR, 2006). Em geral, suas concentrações em efluentes industriais está situado entre 10 e 

17x10
3
mg.L

-1
, variando, principalmente, de acordo com o tipo de indústria. Na grande 

maioria, a contribuição da Demanda Química de Oxigênio (DQO) dos compostos fenólicos 

nestes efluentes está na faixa de 40% a 80% da DQO total (VEREESH; KUMAR; 

MEHROTRA, 2005).  

Uma característica geral do fenol é ser tóxico. Esta toxidade se torna prejudicial aos 

micro-organismos, podendo causar a morte celular (HEIPIEPER et al., 1992), pois possui 

habilidade de romper a membrana lipídica, sendo esta uma barreira responsável pela 

integridade osmótica da célula microbiana (VAN SCHIE; YOUNG, 2000). 

Diante disto, a eliminação dos compostos fenólicos pode ser feita através de diversos 

processos físico-químicos, tais como: adsorção com carvão ativado, extração por solventes, 

oxidação química, tratamentos enzimáticos (THOMAS et al., 2002). No entanto, processos 

biológicos são preferíveis em função da economia e da baixa probabilidade de formação de 

subprodutos perigosos (BAI et al., 2007). 

 

1.3.1 Origem natural do fenol 

 

A presença de anéis fenólicos no tanino torna possível a sua utilização na preparação 

de resinas fenólicas e por esta razão pesquisadores são motivados a buscar componentes de 

origem vegetal (BISANDA et al., 2003; MYALSKI; SLEZIONE, 2005; NITZ et al., 2001). 

Os taninos são produtos naturais presentes em várias plantas, algas e fungos. Podem ser 

encontrados em determinados tecidos vegetais, como: casca, madeira e frutos, sendo retirados 
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por meio de extração com água. Por possuir grande quantidade de anéis fenólicos em sua 

constituição química são considerados polifenóis (HOIANACK, 1994). 

A indústria do couro é a principal atividade econômica responsável pela utilização 

dos taninos no curtimento do mesmo em larga escala, pois, o tanino interage via forte ligação 

de hidrogênio com proteínas, principalmente com colágeno, tornando-as insolúveis, 

melhorando a estabilidade dimensional do material, e diminuindo a suscetibilidade frente a 

ataques biológicos (PIZZI, 2004). 

Os taninos são divididos em dois grupos: hidrolisáveis e condensados (Figura 2). Os 

primeiros são passíveis de hidrólise pela ação de ácidos minerais diluídos, álcalis e certas 

enzimas, devido à presença de ligações éster, originando glucose e ácido gálico e seus 

derivados (ácidos fenolcarboxílicos). Também apresentam anéis do tipo D-glucose no centro 

da estrutura, sendo que as hidroxilas destas unidades de açúcar são parcial ou totalmente 

esterificadas, tendo anéis fenólicos ligados às carbonilas (PIZZI, 2004; NDAZI et al., 2006). 

 

  

Figura 2. Representação de parte da estrutura dos taninos: (a) hidrolisáveis e (b) condensados 

(adaptado de OLIVEIRA, 2008). 

 

Com relação aos taninos condensados são caracterizados por apresentar unidades 

flavonóides com vários graus de condensação (NDAZI et al., 2006). Estes taninos não têm 

ligações éster (Figura 2b), o que faz com estes não sejam hidrolisáveis, como ocorre com o 

outro tipo (Figura 2a). O comportamento químico dos taninos condensados é similar ao fenol 

e outros compostos polifenólicos. Esta similaridade sugere que os taninos condensados 

possam ser usados como substituintes parciais de fenol, na preparação de resinas, como de 

(a) (b) 
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fato o são em algumas aplicações industriais, como na formulação de adesivos (SOTO et al., 

2005). 

 

1.3.2 Micro-organismos envolvidos na degradação do fenol 

 

Os micro-organismos degradadores de fenóis estão distribuídos em diferentes tipos 

fisiológicos tais como: aeróbios, anaeróbios (fermentativos, metanogênicos, redutores de 

sulfato), quimiolitotróficos e organismos fotossintéticos. Os resíduos de fenol podem ser 

degradados por uma única espécie de micro-organismo ou por mais de uma espécie. A 

biodegradação de um complexo de moléculas normalmente envolve o efeito interativo das 

comunidades mistas e conta com a versatilidade metabólica das bactérias denominadas 

hidrocarbonoclásticas que fazem parte da microbiota presente no solo, água e sedimento. 

Quando estes ambientes são contaminados, ocorre a adaptação de certas populações 

microbianas, que passam a reconhecer os componentes de fenol como fonte de carbono 

(ALEXANDER, 1999; MASTER; MOHN, 1998). 

O fenol está presente em grande parte dos solos e sedimentos, e existem poucos 

micro-organismos isolados e caracterizados capazes de degradá-lo. Os micro-organismos 

aeróbios têm sido descritos desde 1908, porém, apenas em 1986 foi encontrado o primeiro 

relato de bactéria, Desulfobacterium phenolicum, responsável pela degradação do fenol em 

ambiente estritamente anaeróbio (VAN SCHIE; YOUNG, 1998). 

Boopathy (1995) utilizando fenol como única fonte de carbono e energia, fez o 

isolamento de Bactérias Redutoras de Sulfato (BRSs). Durante o metabolismo do fenol, o 

produto final foi ácido acético, no qual para cada mol de fenol degradado dois moles de ácido 

foram produzidos. Como o ácido acético não foi totalmente degradado para CO2, o autor 

concluiu que as BRSs não tinham habilidade de degradar completamente compostos 

aromáticos como fenol, utilizando sulfato como aceptor final de elétrons. 

Sabe-se que diversas espécies de micro-organismos são capazes de fazer a redução 

do íon férrico, sendo a maioria das subclasses γ e δ Proteobacteria. Após o isolamento da 

Geobacter metallireducens estudos sugerem que o processo de oxidação para o fenol, tolueno, 

p-cresol, aldeídos aromáticos, álcoois e benzoato, esta associado a redução de Fe
3+

 para Fe
2+

 

(HEIDER; FUCHS, 1997). 

Zhang et al. (2005) utilizando técnicas como: Reação em Cadeia de Polimerase 

(PCR), Eletroforese por Desnaturação em Gel de Gradiente (DGGE), clonagem, 

sequenciamento de DNA e Hibridização por Fluorescência in Situ (FISH) realizaram a 
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caracterização microbiológica da comunidade degradadora de fenol. Observou-se uma 

população constituída de 26 ± 6% de Eubacteria e 74 ± 9% de bactérias metanogênicas, as 

quais, 54± 6% eram acetotróficas, Methanosaetaceae, 14 ± 3% e 3 ± 2% foram 

hidrogenotróficas sendo, Methanomicrobiales e Methanobacteriaceae, respectivamente.  

O primeiro relato sobre o isolamento de micro-organismos responsáveis pela 

degradação de fenol sob condições desnitrificantes foi apresentado por Bakker
 
(1977), que 

obteve um crescimento mínimo da biomassa utilizando fenol como única fonte de carbono. 

Tschech e Fuchs (1987) obtiveram sucesso no isolamento das Pseudomonas sp. 

K172 e S100 responsáveis pela degradação anaeróbia do fenol, utilizando nitrato como 

aceptor final de elétrons. Tais pesquisadores observaram que havia um aumento na velocidade 

de consumo do substrato com adição de bicarbonato. O processo foi inibido em condições de 

aerobiose. 

Van Schie e Young (1998) obtiveram cultura pura através do isolamento de micro-

organismos de sedimentos anaeróbios situados em três localidades geográficas distintas, 

utilizando fenol como fonte de carbono e energia sob condições desnitrificantes. Foram 

identificados três bactérias do gênero Azoarcus, PH002, CR23 e FL05, reconhecidas 

anteriormente pela habilidade de fixar nitrogênio.  

 

1.3.3 Principais rotas metabólicas na degradação biológica do fenol 

 

Tratamentos biológicos aeróbios têm sido empregados tradicionalmente no 

tratamento de compostos fenólicos em águas residuárias, entretanto, estes métodos necessitam 

de grande quantidade de energia e são caracterizados por alta produção de lodo. A via 

anaeróbia torna-se, então, uma boa opção, pois apresenta resultados satisfatórios, embora, 

como desvantagens, tenha processos metabólicos mais lentos e de maneira geral, atinjam 

eficiências de remoção menores que os aeróbios (SARFARAZ et al., 2004). 

O metabolismo aeróbio é caracterizado pelo uso extensivo de oxigênio molecular que 

é essencial para hidroxilação e para clivagem do anel aromático. O anaeróbio requer 

compostos aromáticos solúveis, com baixo peso molecular, utilizando assim, uma rota 

completamente diferente do aeróbio, pois, na maioria dos casos o composto é reduzido e, 

posteriormente, o anel é quebrado hidroliticamente (HARWOOD et al., 1998). 
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1.3.3.1 Rota aeróbia 

 

A rota metabólica aeróbia da degradação do fenol inicia-se com a utilização do 

oxigênio molecular, pela enzima hidroxilase, para formação de um segundo grupo hidroxil na 

orto-posição. É formado então o catecol (1,2-dihidroxilbenzeno) que, por sua vez, pode ser 

degradado por duas rotas distintas (orto ou meta) a depender do micro-organismo envolvido 

no processo (VAN SCHIE; YOUNG, 2000).  

Na rota orto, ocorre a clivagem do anel entre os dois grupos hidroxilas, através do 

catecol 1,2-dihidrogenase formando o ácido cis, cis mucônico. Já pela rota meta, a quebra do 

anel ocorre adjacente aos grupos hidroxilas. A enzima catecol 2,3-dihidroxigenase transforma 

o catecol para 2-hidroximucônico. Os produtos finais formados (Figura 3) em ambas as rotas 

são, posteriormente, metabolizados no ciclo de Krebs (VAN SCHIE; YOUNG, 2000).  

 

 

Figura 3. Esquema da rota metabólica aeróbia da degradação do fenol (adaptado de SCHIE; YOUNG, 

2000). 

 

1.3.3.2 Rota anaeróbia  

 

Na degradação anaeróbia de compostos aromáticos, a estratégia a ser seguida, para 

ativação e clivagem do anel, dependerá, essencialmente, se o processo é realizado por micro-

organismos anaeróbios fermentativos ou fototróficos (Tabela 2), que utilizam nitrato, íon 

férrico, sulfato ou carbonato como aceptores de elétrons, sendo os micro-organismos 

desnitrificantes os mais estudados. Dependendo do potencial redox do aceptor de elétrons 
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mais ou menos energia poderá ser conservada na respiração anaeróbia. Isto causa uma forte 

hierarquia, além de um gradiente espacial de organismos que competem pelo aceptor de 

elétrons que tem maior potencial redox. O oxigênio é o aceptor inorgânico com maior 

potencial (+818mV) porém não utilizado nesta rota. Em seguida encontra-se o nitrato 

(+433mV), estendendo-se para, íons metálicos oxidados, como Fe
3+

 ou Mn
4+

 (+200mV), até 

sulfato (-200mV) (HEIDER; FUCHS, 1997). 

 
Tabela 2. Micro-organismos capazes de degradar fenol pela via anaeróbia (adaptado de VAN SCHIE; 

YOUNG, 2000). 

Tipo do micro-organismo Espécies e linhagens microbianas 

Redutor de nitrato Thauera aromática K172 e S100 

Redutor de nitrato Azoarcus sp. PbN1, ToN1 

Redutor de nitrato Azoarcus sp. PHOO2, CR23, FLO5 

Redutor de sulfato Desulfobacterium phenolicum 

Redutor de sulfato Desulfobacterium sp. Groll 

Redutor de sulfato Desulfovibrio sp. 

Redutor de ferro Geobacter metallireducens GS15 

 

A primeira medida para a degradação do fenol utilizando nitrato como aceptor final 

de elétrons é a carboxilação na posição para, produzindo 4-hidroxibenzoato (Tschech; Fuchs, 

1987). O processo é realizado por uma enzima denominada de “fenol carboxilase” (VAN 

SCHIE; YOUNG, 2000). 

No entanto, Lack e Fuchs (1994) observaram que a enzima fenol carboxilase 

responsável pela carboxilação do fenol foi inativa, constatando que apenas o fenilfosfato 

(ácido fosfórico monofenil éster) foi realmente carboxilado. Os autores demonstraram que o 

primeiro produto formado detectado através do fenol foi o fenilfosfato e que, concomitante ao 

consumo deste, havia formação de 4-hidroxibenzoato (4-OHBz). O experimento foi realizado 

in vitro, sob condições desnitrificantes, utilizando Pseudomonas (Figura 4). 
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Figura 4. Esquema da rota metabólica anaeróbia da degradação do fenol. Representação esquemática 

da conversão de fenol, através de fenilfosfato e fenolato, de 4-hidroxibenzoato de metilo. Todas as 

reações ocorrem no meio intracelular. (1) Putativo fenol quinase, (2) Fenol carboxilase e (3) doador de 

fosfato desconhecido (adaptado de Lack et al., 1991;. Lack e Fuchs, 1994).  

 

Os principais intermediários produzidos pela maioria dos substratos aromáticos são: 

benzoil-CoA, resorcinol e floruglucinol. Assim, após a carboxilação do fenol, através da 

ativação da coenzima A, é iniciada a eliminação redutiva do hidroxi – substituinte para a 

forma de benzoil-CoA (REINEKE, 2001). A rota da degradação do benzoato (Figura 5), 

segue basicamente cinco fases: (1) tioesterificação da CoA, (2) hidratação/desoxigenação, (3) 

redução do anel, (4) quebra do anel e (5) β-oxidação da abertura do anel para acetil-CoA 

(VAN SCHIE; YOUNG, 2000). 
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Figura 5. Degradação do 4-Hidroxibenzoato (adaptado de VAN SCHIE; YOUNG, 2000). 

 

Em síntese, a tioesterificação do grupo carboxil é um mecanismo muito importante 

como ponto de entrada e transferência de elétrons. Contudo, ainda que a redução do benzoil-

CoA seja facilitada pela tioresterização da CoA, o processo requer introdução de energia 

através de duas moléculas de ATP, uma para cada elétron introduzido. Os micro-organismos 

redutores de nitrato podem recuperar energia através da ativação do substrato e pela redução 

do anel aromático favorecendo a clivagem do anel, o qual pode ser totalmente oxidado a CO2 

(REINEKE, 2001). 
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1.4 Biorremediação 

 

A biorremediação é uma técnica importante e mundialmente difundida que utiliza 

micro-organismos de ocorrência natural (nativos) ou cultivada, para degradar ou imobilizar 

contaminantes em água subterrâneas e em solos. Neste caso, geralmente, os micro-organismos 

utilizados são bactérias, fungos filamentosos e leveduras que possuem a habilidade natural 

dos organismos em mineralizar, transformar e até mesmo combinar compostos poluentes com 

outras moléculas. Quando utilizam micro-organismos, seu isolamento e caracterização são 

pré-requisitos fundamentais para melhor conhecimento e otimização do processo 

(ALEXANDER, 1999). Em síntese, os micro-organismos metabolizam as substâncias 

orgânicas, das quais se obtêm nutrientes e energia. Sendo necessário para isso, que estes 

micro-organismos estejam ativos para desempenharem a sua tarefa de biodegradação. Destes, 

as bactérias são as mais empregadas e, por conseguinte, são consideradas como o elemento 

principal em trabalhos que envolvem a biodegradação de contaminantes. São definidas como 

qualquer classe de micro-organismos unicelulares, geralmente agregados em colônias, que 

vivem em compartimentos ambientais diversos. São importantes, em função de seus efeitos 

bioquímicos e por destruírem ou transformarem os contaminantes considerados 

potencialmente perigosos em compostos menos danosos ao ser humano e ao meio ambiente 

(NRC, 1993).  

Genericamente, os micro-organismos nativos da subsuperfície podem desenvolver a 

capacidade de degradar contaminantes após um período constante e longo de exposição. 

Normalmente, estes seres microscópicos se adaptam em baixas concentrações de 

contaminantes e se localizam nas regiões externas à pluma de contaminação e, muito 

dificilmente, estarão presentes na fase livre (fase orgânica concentrada). Os compostos 

orgânicos são metabolizados por fermentação, respiração ou co-metabolismo (CETESB, 

2004). Portanto, o processo de biorremediação pode ser aeróbico ou anaeróbico, requerendo 

oxigênio ou hidrogênio, respectivamente. Na maioria dos locais, a subsuperfície é carente 

dessas espécies (oxigênio ou hidrogênio), o que impede os micro-organismos de se 

reproduzirem e degradarem completamente o contaminante alvo. Além desses dois processos, 

a biorremediação também pode ocorrer de forma co-metabólica (VIDALI, 2001). Na 

“biorremediação aeróbica”, que necessita de um meio oxidante, o oxigênio atua como 

receptor de elétrons e os contaminantes são utilizados pelos micro-organismos como fontes de 

carbono (doador de elétrons), necessárias para manter as suas funções metabólicas, incluindo 
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o crescimento e a reprodução. Por exemplo, os compostos de benzeno, tolueno, etil-benzeno e 

xilenos (BTEX) cumprem essa função como doadores de elétrons, caso haja receptores 

suficientes (oxigênio dissolvido) para que a reação ocorra. Quando o oxigênio é totalmente 

consumido, os micro-organismos passam a utilizar outros receptores naturais de elétrons 

disponíveis no solo, sendo que esse consumo ocorre na seguinte ordem de preferência: nitrato 

(reação de desnitrificação), manganês, ferro, sulfato e dióxido de carbono, sendo este, 

convertido em ácidos orgânicos para gerar o metano (AELION & BRADLEY, 1991). A 

“biorremediação anaeróbica”, que requer um meio redutor, ocorre pela ação de espécies 

doadoras de elétrons, responsáveis pela degradação, principalmente, dos poluentes 

halogênicos. Trata-se de um fenômeno pelo qual os micro-organismos, ao metabolizarem 

fontes alternativas de carbono (que não sejam os contaminantes de interesse), liberam 

compostos inorgânicos hidrogenados, hidretos (H
-
), que reagem com as moléculas do 

contaminante e substituem um átomo de Cloro (hidrogenólise) ou removem simultaneamente 

dois átomos de cloro adjacentes originando uma ligação dupla entre os átomos de carbono. A 

biorremediação anaeróbica in-situ é ideal para ser utilizada em locais contaminados por 

compostos organoclorados, como o percloroetileno (PCE), uma vez que a fonte de carbono 

estimula nas bactérias a reação denominada halorespiração ou haloeliminação. Embora esse 

princípio, também denominado de descloração redutiva, seja aparentemente simples, a 

dificuldade da técnica está em criar um modelo ideal de fonte de carbono para um 

determinado micro-organismo. Esta fonte de carbono deve conter compostos que sejam 

preferencialmente e facilmente metabolizados pelos micro-organismos na presença dos 

contaminantes (ACTON & BARKER, 1992). Apesar do tratamento anaeróbico ser menos 

comum que o aeróbico, existe atualmente uma tendência de se promover a biorremediação 

anaeróbica, utilizando como fontes de carbono, melaço de cana, ácido lático, proteínas do 

leite e metanol. Considerando o melaço de cana (caso incipiente brasileiro, subproduto da 

indústria sucroalcooleira), é importante ressaltar a necessidade de estudos mais avançados e 

detalhados, envolvendo, principalmente, a ocorrência de diferentes tipos de fermentações. 

Normalmente, têm-se observado que determinados processos de fermentações podem 

aumentar consideravelmente os riscos operacionais. Isto ocorre, especialmente, em virtude da 

metanogênese (etapa final no processo global da degradação anaeróbica de compostos 

orgânicos, efetuada pelas Archaebacterias metanogênicas, tendo como subprodutos o metano 

e o dióxido de carbono), que pode resultar em alguns inconvenientes, como alterações do 

potencial redox (Eh) da matriz estudada, o que pode provocar a solubilização indesejável de 

metais e, consequentemente, a contaminação do local por estas espécies (NAKAGAWA & 
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ANDRÉA, 2006). A “biorremediação co-metabólica” é aquela na qual a degradação ocorre 

pela ação de enzimas produzidas por micro-organismos para outros fins. É uma técnica 

praticamente idêntica às anteriores, sendo que, do ponto de vista bioquímico, rege o princípio 

das reações de óxido-redução. No caso específico do co-metabolismo, caso não haja o 

substrato principal, ou seja, fontes preferenciais de carbono, a degradação mediada pelos 

micro-organismos não ocorre para um dado componente, definido como “contaminante co-

metabolizado”. Por outro lado, neste caso específico, na presença de uma fonte de carbono, a 

metabolização do substrato primário poderá gerar enzimas capazes de atuar na degradação do 

contaminante de interesse (GARNIER et al., 2000). Não obstante, em poucos casos as 

condições naturais do local contaminado fornecem todas as substâncias essenciais, em 

quantidades suficientes, para que a biorremediação possa ocorrer sem a intervenção humana. 

Esse processo natural também é conhecido como “biorremediação intrínseca” e é utilizada, 

com sucesso, em alguns trabalhos (BOROLE ET AL. 1997; CHEN ET AL., 2006; 

TROQUEST ET AL., 2003). Todavia, mesmo quando o meio é totalmente acondicionado ao 

cultivo dos micro-organismos, a biodegradação pode ser afetada, principalmente, devido à 

capacidade intrínseca de cada micro-organismo de metabolizar uma substância qualquer. Por 

exemplo, de acordo com Embar et al. (2006), alguns micro-organismos sobrevivem em 

condições ambientais extremamente adversas. Adicionalmente, pesquisas comprovam que 

diferentes micro-organismos podem degradar diferentes substâncias, dentre estas, substâncias 

recalcitrantes, como os hidrocarbonetos de petróleo, em especial o fenol. Em alguns casos, 

certos micro-organismos são mais especializados em degradarem contaminantes específicos. 

Por exemplo, para uma mesma classe de substâncias, como os compostos organoclorados, 

alguns micro-organismos podem degradar contaminantes como o dicloroetano e o cloreto de 

vinila, porém, no mesmo local não conseguem degradar o tricloroetano. Contudo, pesquisas 

sugerem que devido à elevada diversidade de compostos em solos contaminados por petróleo 

e derivados, estudos preliminares à biorremediação são de extrema importância para o 

tratamento dessas matrizes ambientais (EMBAR et al., 2006). Salienta-se que, a princípio, o 

fator crítico para definir se a biorremediação é a técnica mais apropriada para o tratamento do 

local contaminado é a biodegradabilidade do contaminante. Por isso, o estudo detalhado de 

cada parâmetro que afeta a biodegradação deve ser feito cautelosamente pelos responsáveis 

do projeto de remediação. 

Alexander (1999), Allard e Neilson (1997), e Boopathy (2000) mostraram a 

importância de conhecer certos parâmetros em relação à biorremediação: 1) a existência de 

micro-organismos que tenham a atividade catabólica necessária; 2) estes organismos devem 
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ter a capacidade de transformar os compostos a uma taxa razoável e baixar suas concentrações 

a níveis que estejam dentro de normas estabelecidas; 3) não devem gerar produtos ainda mais 

tóxicos durante a remediação; 4) o local não deve apresentar concentrações ou combinações 

de químicos notoriamente inibitórios às espécies biodegradantes, ou existir meios de diluição; 

5) os componentes alvos devem estar disponíveis aos micro-organismos; 6) condições locais 

de campo devem ser criadas para conduzir o crescimento microbiano ou sua atividade como, 

por exemplo, um suplemento adequado de nutrientes inorgânicos, O2 suficiente ou outro 

aceptor de elétrons, umidade favorável, temperatura estável e uma fonte de carbono e energia 

para o crescimento caso o poluente seja cometabolizado; 7) os custos desta tecnologia devem 

ser menores ou, pelo menos não mais caras que outras tecnologias que possam também 

destruir os químicos. Nenhum destes critérios é trivial. Dificuldades em se entender qualquer 

um destes itens pode resultar em falhas nos processos de biodegradação de compostos 

aromáticos. 

A biodegradação tem sido um dos aspectos do catabolismo microbiano mais explorado 

recentemente. As tendências na biodegradação de compostos aromáticos em ambientes 

salinos ou não consiste no isolamento de novas linhagens capazes de metabolizar, a exemplo 

de compostos fenólicos e a identificação de vias metabólicas alternativas, bem como a 

clonagem molecular dos genes envolvidos nesse processo (FAIRLEY et al., 2002). Além 

disso, o conhecimento da microbiota pode auxiliar quando necessário o uso da melhor técnica 

de biodegradação do ambiente. 

O objetivo da biorremediação não é de início a diminuição da concentração de 

poluentes abaixo dos valores limites, mas sim a redução do potencial de risco de maneira 

eficaz e com custos economicamente viáveis (HOFFMANN; VIEDT, 1998). 

 

 

1.4.1 Fatores que afetam a biodegradabilidade dos contaminantes e a 

problemática da contaminação de solos por fenóis 

 

Nair et al. (2008) relata que a biodegradação é um processo multifacetado que 

envolve vários fatores bióticos e abióticos. Neste sentido, Gaylarde et al. (2005) e Koning 

(2002) ressaltaram a importância dos fatores: físicos, químicos e biológicos como essenciais 

para o sucesso da biorremediação. 

Os principais parâmetros físicos que influenciam na degradabilidade são: natureza 

física da matriz, onde o composto é encontrado (solo, água, sedimento), temperatura e luz. 
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Embora vários contaminantes possam ser metabolizados por micro-organismos, alguns são 

mais facilmente biodegradados do que outros. No caso dos fenóis e seus derivados, por 

exemplo, muitas áreas contaminadas possuem uma mistura complexa de compostos 

orgânicos, sendo que a maioria destas substâncias, certamente, não é metabolizada na mesma 

velocidade. Nas regiões temperadas do globo terrestre, a atividade metabólica de micro-

organismos pode ser reduzida em função das baixas temperaturas médias anuais, reduzindo, 

consequentemente, a taxa de degradação de poluentes (GAYLARDE et al., 2005).  

As taxas de degradação dos diversos compostos que são metabolizados são diferentes 

e dependentes de vários fatores. Em especial, a velocidade de degradação é comumente 

dependente da concentração do contaminante e da quantidade de espécies catalisadoras, como 

as enzimas geradas on-site pelos micro-organismos. Nesse contexto, a quantidade de 

catalisador presente, de certa forma, representa o número de micro-organismos hábeis em 

metabolizar o contaminante, bem como a quantidade de enzimas produzidas por cada célula. 

Então, qualquer fator que afeta a concentração do contaminante, o número de micro-

organismos presentes ou a quantidade de enzimas específicas, pode aumentar ou diminuir a 

velocidade da biodegradação do contaminante. Em suma, as medidas corretivas a serem 

adotadas em quaisquer projetos que envolvam a biorremediação dependem de vários fatores, 

dentre eles, pode-se citar: a composição química da matriz ambiental, que define a capacidade 

nutritiva, o pH, umidade, teor de oxigênio dissolvido, o potencial redox do meio e a 

composição e estrutura química do poluente. Metais pesados, quando presentes, podem 

interagir com enzimas produzidas pelos micro-organismos, inibindo a sua atividade e, por 

conseguinte, a capacidade degradativa destes. Por outro lado, concentrações adequadas de 

metais que têm ação de cofatores enzimáticos podem melhorar a capacidade degradativa do 

meio. A presença de outros compostos xenobióticos de estrutura simples pode também 

dificultar o metabolismo de moléculas mais complexas, pois a comunidade microbiana se 

direcionaria seu metabolismo para degradar, preferencialmente, os menos complexos (NAIR 

et al., 2008). 

Os fatores biológicos estão relacionados à biodegradação de um composto químico 

no meio ambiente que depende, sobretudo, da presença de uma população de micro-

organismos capaz de metabolizar a molécula original e seus produtos de degradação. Na 

biosfera atual não existem rotas enzimáticas catabólicas capazes de degradar todos os 

compostos novos que a ação antrópica sintetizou durante os últimos 100 anos. É sabido que 

alguns xenobióticos podem ser biodegradados por micro-organismos que possuam enzimas 

capazes de catabolizar moléculas específicas, ou mesmo pela ação conjunta de consórcios 
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microbianos, em que cada micro-organismo atua individualmente sobre diferentes etapas do 

processo de biodegradação. Essa é mais provável quando a estrutura química do xenobiótico é 

semelhante à estrutura de moléculas naturais. Por exemplo, existe uma grande diversidade de 

moléculas naturais com estruturas complexas, tais como a lignina, rica em anéis benzênicos 

(estrutura molecular natural abundante na biosfera depois da glicose), os esteróides, os 

terpenos e compostos halogenados naturais, que ocorrem em grande abundância e são 

normalmente metabolizados por micro-organismos no ambiente (GAYLARDE et al. 2005). 

Assim, o isolamento, identificação, crescimento e tolerância as diferentes 

concentrações de fenol por micro-organismos adequados às condições ambientais brasileiras 

como o Cerrado e Manguezal, são importantes para estudos posteriores de utilização em 

processos de biodegradação de determinados poluentes, como o fenol e seus derivados. 
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RESUMO 

 

Nas últimas décadas, a crescente atividade industrial e a agropecuária têm sido as 

responsáveis pela contaminação do meio ambiente devido à presença de substâncias orgânicas 

e inorgânicas. O fenol e seus derivados constituem uma importante classe de contaminantes 

ambientais pela sua presença em muitos efluentes industriais. A busca por alternativas 

biológicas para combater a poluição ambiental tem motivado pesquisas por micro-organismos 

que aliem a capacidade de degradar o fenol com enfoque sustentável. Nesta vertente, bactérias 

degradadoras de xenobióticos, estão sendo utilizadas como inóculo nos diversos tipos de 

tratamento biológico para a minimização de contaminação de águas, solos e sedimentos. Este 

trabalho teve como objetivo avaliar a biodegradação do fenol por isolados bacterianos de dois 

biomas brasileiros (Cerrado Goiano e Manguezal de Guaraparí, ES), no qual, verificou-se a 

influência da adaptação bacteriana perante as diferentes concentrações de fenol e a tolerância 

a esse composto químico. Das bactérias de Cerrado uma foi identificada como Staphylococcus 

aureus (BF 2.5) e a outra somente como bastonete gram-positivo (BF 2.3.2) e entre as 

bactérias de manguezal uma foi identificada como Bacillus circulans (MF-2) e a outra 

Bacillus sp. (MF-1) Todos os isolados consumiram fenol na concentração aproximada de 

500mg.L
-1

 quando crescidos em meio de Bushnell-Haas (BH) líquido e em 1.500mg.L
-1

 

quando em meio Ágar Nutriente (AN). Quanto à utilização do fenol como fonte única de 

carbono observamos que o consumo de fenol pelo isolado BF-2.5 foi de 2,78; 4,79 e 0,35% 

para as concentrações de 100, 200 e 300mg.L
-1

 de fenol, respectivamente. Já para o isolado 

BF-2.3.2 os resultados foram de 11,04; 19,13 e 16,02%, respectivamente. Para os isolados de 

manguezal os resultados foram 22,43; 11,52 e 3,33% e 21,54; 20,54 e 28,85% para os 

isolados MF-1 e MF-2, respectivamente nas mesmas concentrações de fenol testadas. Estes 

isolados sugerem uma maior capacidade de utilização pelo isolados MF-2 de manguezal. 

 

Palavras-chave: biorremediação, xenobióticos, fenol, bactérias degradadoras, cerrado e 

mangue. 
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INTRODUÇÃO 

 

Quimicamente, os fenólicos são definidos como substâncias que possuem anel 

aromático com um ou mais substituintes hidroxílicos, incluindo seus grupos funcionais (LEE 

et al., 2005). Existem cerca de 8.000 diferentes compostos fenólicos, que de acordo com sua 

estrutura química são divididos em classes: ácidos fenólicos, flavonóides, estilbenos e taninos 

(BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006). 

O fenol e demais compostos fenólicos são reconhecidos como uma das principais 

causas de contaminação do solo e águas subterrâneas em áreas industrializadas, estando 

presente em um terço das áreas contaminadas nos Estados Unidos da América (USEPA, 

2009).  Resíduos de refinarias de petróleo, indústrias cerâmicas, fábricas de resinas e 

plásticos, dentre outras, têm sido reportados como fontes potenciais da contaminação. 

Considerando os efeitos toxicológicos do fenol, sua concentração na água subterrânea é 

limitada em 0,14mg.L
-1

 e 5, 10 e 15mg.kg
-1

 em solos de áreas agrícolas, residenciais e 

industriais, respectivamente (CETESB, 2005). 

Os fenóis são responsáveis por graves problemas ambientais e consequentemente 

a saúde humana tendo sido relatado casos de morte por ingestão de concentrações variando de 

1,5 a 33g (Prpich; Daugulis, 2005). Essas substâncias são venenosas e perigosas em pequenas 

concentrações. Quando presentes em águas industriais dificultam o processo de tratamento 

biológico provocando sua contaminação. Assim, é necessária sua redução a níveis 

satisfatórios a fim de tornar estas águas menos impactante ao meio ambiente (Silva, 2007; 

Awan et al., 2013). Sua toxicidade pode ser prejudicial aos micro-organismos, podendo 

causar a morte celular (Heipieper et al., 1992), pois possui habilidade de romper a membrana 

lipídica, sendo esta uma barreira responsável pela integridade osmótica da célula microbiana 

(Van Schie & Young, 2000). 

A velocidade de degradação de um poluente químico está diretamente relacionada 

à pré-exposição do contaminante, à indução de enzimas específicas dos micro-organismos 

presentes, ao aumento da população degradadora ou, a mudança da população microbiana 

(Racke, 1990; Hofrichter et al., 1993). Este processo tem sido chamado de adaptação, o qual 

pode ser resultado de mudanças genéticas, fisiológicas ou ecológicas da comunidade de 

micro-organismos. A adaptação microbiana a pesticidas, por exemplo, é bastante estudada e 

evidenciada em solos que receberam repetidas aplicações dessas substâncias, tendo sido 

comprovada para diferentes poluentes industriais (Racke, 1990; Hofrichter et al., 1993).  
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Os micro-organismos degradadores de fenóis estão distribuídos em diferentes 

tipos fisiológicos; tais como: aeróbios, anaeróbios (fermentativos, metanogênicos, redutores 

de sulfato), quimiolitotróficos, e organismos fotossintéticos. Os resíduos de fenol podem ser 

degradados por um simples micro-organismo ou por conjunto dos mesmos. A biodegradação 

de um complexo de moléculas normalmente envolve o efeito interativo das comunidades 

mistas e conta com a versatilidade metabólica das bactérias denominadas 

hidrocarbonoclássicas que fazem parte da microbiota presente no solo, água e sedimento. 

Quando esses ambientes são contaminados, ocorre a adaptação de certas populações 

microbianas, que passam a reconhecer os componentes de fenol como fonte de carbono 

(Alexander, 1999; Master & Mohn, 1998). 

O presente estudo tem como principal objetivo o isolamento de bactérias de dois 

biomas brasileiros com capacidade de degradação fenólica, determinação de sua tolerância a 

diferentes concentrações de fenol, afim de sua aplicação para biorremediação de ambientes 

contaminados por esse poluente. 

 

METODOLOGIA 

 

Isolamento dos micro-organismos 

 

Para o isolamento de bactérias do bioma Cerrado goiano cinco amostras, de 

pontos diferentes, contendo 250g de solo de um determinado de um único posto de 

combustível foram coletadas, acondicionadas em sacos plásticos estéreis e encaminhadas ao 

Laboratório de Microbiologia Ambiental e Biotecnologia do Instituto de Patologia Tropical e 

Saúde Pública da Universidade Federal de Goiás (LAMAB/IPTSP/UFG).  

Dez gramas de cada uma das amostras foram homogeneizadas e, posteriormente 

sub-amostras de 10g foram tomadas e inoculadas em frascos tipo Erlemneyer de 250mL, 

contendo 90mL de meio líquido de Busnell-Haas (BH) constituído de (g.L
-1

): KH2PO4, 1,0 g; 

K2HPO4, 1,0g; NH4NO3, 1,0g; MgSO4, 0,2g; CaCl2, 0,2g; FeCl3, 0,05g e suplementado com 

fenol na concentração final de 300mg.L
-1

. Os frascos foram incubados sob agitação em 

“shaker” a 30°C e 130rpm. A cada 72h de incubação uma amostra de 10mL do crescimento 

era coletada e inoculada em novo frasco do tipo Erlemneyer de 250mL, contendo 90mL de 

meio líquido BH acrescido de 300mg.L
-1

 de fenol. Este procedimento foi repetido por cinco 

vezes. Após o quinto repique alíquotas foram diluídas, até 10
-10

, em tampão fosfato e 



36 

 

inoculadas em meio BH solidificado contendo 1,0g.L
-1

de glucose. As placas foram incubadas 

a 30°C por 24/48h. 

 As colônias crescidas foram isoladas segundo sua morfologia, purificadas com 

cinco repiques sucessivos. Após a purificação, os isolados foram crescidos em caldo Brain 

Heart Infusion BD
®
 (BHI) constituído de: Cérebro-coração, infusão de sólidos, Hidrolisado 

péptico de tecido animal, Hidrolisado pancreático de caseína, Cloreto de sódio, Glucose, 

Fosfato dissódico de hidrogênio e Ágar à 30°C por 24 horas e, em seguida preservadas em 

glicerol a 15% em freezer a -20°C. 

Para o isolamento de bactérias de manguezal, quatro amostras de 250g de 

sedimento de manguezal foram coletadas em janeiro de 2013, na cidade de Guarapari 

(20º39’56.5’’S, 40º30’02.3’’ W, erro de 10 metros), ES. As amostras foram mantidas em 

sacos plásticos estéreis e enviadas ao (LAMAB/IPTSP/UFG). Os procedimentos de 

isolamento e demais experimentos para as bactérias de manguezal foram os mesmos das 

amostras de Cerrado, exceto pela adição ao meio de cultura de 1,8% de sal marinho em meio 

BHI. 

 

Determinação da tolerância e da capacidade de utilização do fenol sobre os isolados 

 

A tolerância ao fenol tanto para as bactérias isoladas do Cerrado quanto de 

manguezal, foi determinada cultivando-se os micro-organismos isolados em meio BHI, 

contendo concentrações crescentes de fenol variando de 0 a 1.600mg.L
-1

 (m/v). Os micro-

organismos foram previamente cultivados em caldo BHI por 48h a 30C. Após este tempo 

alíquotas de 100μL de cada um dos isolados foram transferidos para poços de um inoculador 

de Steers (Steers, Foltz, Graves 1959). Com o auxílio deste inoculador, o material foi 

inoculado sobre as placas contendo as diferentes concentrações de fenol e as mesmas foram 

incubadas a 30°C por 24/48h e verificado a determinação do crescimento. 

A capacidade de utilização do fenol foi determinada de modo semelhante à 

capacidade de tolerância, entretanto, neste caso o meio BHI foi substituído por ágar BH, com 

as mesmas concentrações crescentes de fenol. Na concentração de 0mg.L
-1

  de fenol foi 

adicionado glucose a 1,0%. As placas de Petri foram incubadas nas mesmas condições 

descritas anteriormente e o crescimento determinado. 
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Consumo do fenol e crescimento dos micro-organismos em cultivo estacionário 

 

O consumo do fenol foi determinado cultivando-se inicialmente anaerobicamente 

os isolados em caldo BH contendo 1,0% de glucose por 48h afim das células ficarem em 

condição de starvation. Após o crescimento, um inóculo correspondente a 10% do volume 

total do meio BH de 50mL contidos em erlenmeyers de 250mL. As concentrações verificadas 

foram de 100mg.L
-1

, 200mg.L
-1

 e 300mg.L
-1

 de fenol, respectivamente. Os erlenmeyers foram 

incubados a 30°C e alíquotas de 5mL do volume total foram retiradas no tempo zero e com 

96h de incubação a 30C. Essas amostras foram utilizadas para a determinação do 

crescimento microbiano e para a determinação do consumo do fenol. O crescimento foi 

determinado pela absorbância em espectrofotômetro da marca BIO-RAD/Smart Spec PLUS a 

600nm. 

Para a determinação da concentração inicial e final do fenol a amostras foram 

centrifugadas a 4.000rpm/15min/4ºC. O sobrenadante foi separado e a concentração de fenol 

determinada por cromatografia líquida de alta performance da marca YL9100 HPLC – 

SYSTEM. A análise por HPLC foi realizada com phenonmenex coluna C-8 com metanol e 

água 70:30 (v/v) como fase móvel, e o fluxo de 1,0mL.min
-1

. Os compostos de 

biotransformação formados por fenol foram monitorados pela YOUNLIN INSTRUMENTO 

MODELO NO-acme 9000. O fenol foi analisado em um detector de UV-VIS no comprimento 

de onda de 264nm. 

 

Identificação dos isolados bacterianos 

 

Caracterização morfológica dos isolados bacterianos 

As bactérias isoladas foram inicialmente caracterizadas pelo aspecto das colônias 

e a morfologia celular pela coloração de Gram e pela reação de Ryu (1938; 1940). 

A reação de Ryu consiste em inocular uma colônia previamente crescida por 12-

24h sobre uma lâmina de vidro contendo uma gota de uma solução de KOH a 3M. Os 

resultados foram interpretados como sendo gram-positivos quando não há o desenvolvimento 

de viscosidade no material, e gram-negativos quando ocorre a formação de viscosidade. Este 

fato é devido a lise celular pelo hidróxido de potássio (KOH) nas bactérias gram-negativas. 
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Caracterização molecular dos isolados bacterianos 

A caracterização molecular das amostras bacterianas em estudo foram realizadas 

pela amplificação e sequenciamento da região do 16S rRNA. 

 

Extração do DNA genômico 

A extração de DNA seguiu a metodologia proposta por Van Soolingen et al. 

(1994) com modificações.  Inicialmente os micro-organismos foram cultivados em caldo 

Luria Bertani (LB) constituído de (g.L
-1

): caseína enzimática hidrolisada - 10,0g; extrato de 

levadura I – 5,0g extrato de levedura II – 10,0g por 16h, e então 1,5mL da cultura bacteriana 

foram transferidas para um tubo do tipo eppendorf. O material foi centrifugado por 5min. à 

6000g a 10ºC. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 400µL de 

tampão TE (Tris-HCl 10mM, EDTA 1mM, pH 7,4). Acrescentou-se 40µL de lisozima e 

incubou-se em banho-maria por 30min. à 37ºC. Em seguida, acresceu-se ao sistema 70µL de 

SDS a 10% e 6µL de proteinase K a 10mg.mL
-1

 e o incubou a 56ºC por 10 minutos.  

Após incubação, adicionou-se 100µL de NaCl a 5M seguidos de 80µL de solução 

CTAB/NaCl (10% CTAB; 0,73M de NaCl), a solução foi agitada em vórtex até se tornar 

leitosa e incubada por 10 minutos à 65ºC. Transferiu-se 600µL de solução clorofórmio/álcool 

isoamílico (24:1, v/v) e homogeneizou-se por 30 segundos (por inversão). Na sequência fez-

se a centrifugação por 15 minutos à 12.000g. Posteriormente, transferiu-se o sobrenadante 

(500µL) para outro micro tubo. Então, precipitou-se o material utilizando 0,6 volumes de 

isopropanol e o incubou a -20ºC overnight. Feito isso, centrifugou-se o material à 4ºC por 20 

minutos em uma rotação de 12.000g e a amostra foi lavada com 1,0mL de etanol 70% gelado 

e centrifugou-se à 4ºC por 5 minutos em rotação de 12.000g. O DNA foi seco à temperatura 

ambiente e ressuspenso em 40µL de água ultra pura. A análise da qualidade do DNA foi 

realizada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.  

As amostras foram submetidas à corrida eletroforética em gel de agarose a 1% 

(m/v) em tampão TBE (Tris-Ácido Bórico) por 80 minutos à 100V. A confirmação da 

extração do material genético foi efetuada pela exposição do gel em transiluminador - UV 

(HOEFER
®
) após a eletroforese. O material foi então estocado em freezer a -20ºC.  

 

Amplificação de fragmentos de DNA por reação em cadeia de polimerase 

(PCR) 

Na sequência, a região de codificação do DNA para o gene 16S rRNA foi 

amplificado pela reação em PCR, com os oligonucleotídeos iniciadores 27F (5'-
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AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1541r (5'-AAGGAGGTGATCCAGCC-3') (Weisburg 

et al., 1991). Para tal utilizou-se um termociclador Mastercycler
® 

Gradient (Eppendorf).  

Utilizou-se um volume final de 50µL, contendo 35,5mL de água, 5µL de tampão 

10X para a enzima Taq polimerase (INVITROGEN
®
), 1,5µL de cloreto de magnésio (MgCl2 

- 50mM) (INVITROGEN
®
), 1µL de cada oligonucleotídio iniciador com uma solução inicial 

de 10M, 4µL de solução de dNTP (2,5mM) (INVITROGEN
®
), 1µL de Taq polimerase (5U) 

(INVITROGEN
®
) e 1µL de DNA extraído. Os parâmetros da reação de PCR foram: 3 

minutos de desnaturação inicial a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturação com a 94°C 

durante 1minuto, anelamento a 55°C durante 30s, extensão a 72°C durante 30s e extensão 

final a 72°C durante 10 minutos. (Garcia, 2006). Uma alíquota de 5µL do produto de PCR foi 

analisado em gel de agarose a 1%, utilizando-se o padrão de peso molecular 

(INVITROGEN
®
). 

 

Purificação do produto da PCR e sequenciamento 

Para a purificação completou-se o volume do produto de PCR para 100µL com 

água ultra-pura autoclavada. Na sequência, o material genético foi transferido para um micro 

tubo de capacidade volumétrica de 1mL e adicionou-se dois volumes de isopropanol a 65% 

(200µL - MERCK
®
), e centrifugando-se a 13000 rpm por 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante 

foi desprezado por inversão. Em seguida, adicionou-se dois volumes de etanol a 70% (200µL) 

e novamente a amostra foi centrifugada à 13000 rpm por 15 min à 4ºC. Desprezou-se o 

sobrenadante e o precipitado foi seco sobre o papel de filtro. Feito isso, ressuspendeu-se o 

material seco em 200µL de água MiliQ e observou-se a qualidade do produto de PCR em gel 

de agarose 1,2% (m/v).  

O sequenciamento foi realizado no laboratório de Biotecnologia da pós-graduação 

em Ciências Genéticas e Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília (Brasília, 

Distrito Federal, Brasil). 

Após a comparação e correção das sequências procedeu-se à obtenção da 

sequência Consenso, isto é, aquela resultante da sobreposição das sequências das fitas 

Forward e Reverse corrigidas. Para a obtenção da sequência Consenso do gene do 16S rRNA 

foi utilizado o software Codon Code Aligner, e comparadas com as sequências depositadas no 

banco de dados do NCBI 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

NK_LOC=blasthome). 
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RESULTADOS 

 

As quatro morfo-espécies isoladas e identificadas como BF 2.3.2; BF 2.5; MF-1 e 

MF-2 foram caracterizadas pela coloração de Gram e reação de Ryu conforme consta nos 

resultados na Tabela 1 e Figura 1. 

Tabela 1. Caracterização morfológica e origem das bactérias isoladas. 

Isolados 

bacterianos 

Origem Morfologia Coloração de 

Gram 

Reação de 

Ryu 

BF 2.3.2 Cerrado Bacilo + + 

BF 2.5 Cerrado Coco + + 

MF-1 Manguezal Bacilo + + 

MF-2 Manguezal Bacilo + + 

 

 

  

  

Figura 1. Microfotografia dos isolados de Cerrado e Mangue corados pela metodologia de Gram. a) 

BF 2.3.2, b) BF 2.5., c) MF-1 e d) MF-2. Aumento de 1.000X. 

(a) (b) 

(c) (d) 
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Na Tabela 2 observamos a identificação molecular dos isolados. O isolado BF 2.5 foi 

identificado como Staphylococcus aureus com 100% de similaridade. Para o isolado BF 2.3.2 

não foi possível à identificação devido à baixa qualidade das sequências amplificadas. Os 

isolados de manguezal foram identificados como Bacillus sp. MF-1 e MF-2 como Bacillus 

circulans com 84 e 99% de similaridade, respectivamente. 

 

Tabela 2. Identificação dos isolados com base na comparação da sequência de 16S rDNA obtida com 

outras depositadas no banco de dados do GenBank (análise BLASTn). 

Isolados Resultado BLASTn Identidade (%) Número de acesso 

BF 2.3.2 NI - - 

BF 2.5 S. aureus 100 HK3KJ1B3016 

MF-1 Bacillus sp. 84 YEKJZMAX015 

MF-2 Bacillus  circulans 99 YEKTEDYU014 

NI: não identificado. 

 

Na Tabela 3 e Figuras 2 e 3 observamos o crescimento dos diferentes isolados nos 

diferentes meios de cultivo suplementados com diferentes concentrações de fenol. 

 

 
Tabela 3. Tolerância e utilização dos isolados nos diferentes meios de cultura e nas diferentes 

concentrações de fenol. 

 
Concentração de fenol (mg.L

-1
) 

                   Isolados bacterianos 
BF 2.3..2 BF 2.5 MF – 1 MF – 2 

 AN BH AN BH AN* BH* AN* BH* 

         

0 + + + + + + + + 

100 + + + + + + + + 

200 + + + + + + + + 

300 + + + + + + + + 

400 + + + + + + + + 

500 + + + + + + + + 

600 + - + - + + + + 

700 + - + - + - + - 

800 + - + - + - + - 

900 + - + - + - + - 

1000 + - + - + - + - 

1100 + - + - + - + - 

1200 + - + - + - + - 

1300 + - + - + - + - 

1400 + - + - + - + - 

1500 + - + - + - + - 

1600 - - - - - - - - 

Legenda: * meio de cultura acrescido 1,8% (m/v) de NaCl (m/v). 
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O consumo nas três concentrações diferentes de fenol 100, 200 e 300mg.L
-1

 (m/v) 

estudadas e o crescimento com 96 horas a 30ºC podem ser observados nas Figuras 4 e 5, 

respectivamente. 

 

 

Figura 2. Percentual do consumo de fenol pelas morfo-espécies BF-2.3.2; BF-2.5; MF-1 e MF-2 em 

relação aos cinco dias de incubação. 

Figura 3. Crescimento bacteriano das morfo-espécies BF-2.3.2; BF-2.5; MF-1 e MF-2 em relação aos 

cinco dias de incubação. 
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DISCUSSÃO 

 

No presente estudo foram obtidos quatro isolados de amostras de solo de Cerrado 

e sedimento de manguezal três bactérias do gênero Bacillus e uma do gênero Staphylococcus 

(Tabela 2 e Figura 1). Observa-se que estes isolados podem crescer em fenol como fonte 

única de carbono. 

Estudos de degradação do fenol e de outros compostos xenobióticos concentram-

se na utilização da bactérias Pseudomonas aeruginosa (Nair et al., 2008) entretanto, vários 

outros micro-organismos são frequentemente relatados como degradadores de fenol. Entre 

eles podemos destacar as bactérias Acinetobacter sp., Alcaligenes faecalis, Alcaligenes 

xylosoxidans, Arthobacter sp., Cyanobacterium synechococcus, Klebsiella oxytoca, 

Streptomyces sp., Burkholderia cepacia e Bacillus sp.. Em ambientes halofílicos observa-se o 

isolamento de Halomonas organivorans, Arhodomonas aquaeolei e Modicisalibacter 

tunisiensis (Bonfá et al., 2013). Os fungos filamentosos Fusarium sp., Graphium sp., 

Aspergillus awamori, além das leveduras, Candida tropicalis, Phanerochaete chrysosporium, 

Rhodococcus erythropolis, Rhodotorula creatinivora, Sphingomonas chlorophenolica, 

Trichosporon sp. (Basha et al., 2010, Nair et al., 2008) também são isolados de diferentes 

habitats. Sendo a alga Ochromonas danica (Semple & Cain, 1996) representante de 

organismos eucariotas. 

Bactérias do gênero Staphylococcus e Micrococcus já foram descritas como 

degradadoras de naftaleno (Roy et al., 2002). Páliz (2012) estudando a otimização da auto-

biorremediação de águas da indústria de cortiça em Sevilha, Espanha, relatou o isolamento de 

Staphylococcus saprophyticus além de Acinetobacter, duas espécies de Mycobacterium e um 

Bacillus. Naresh e colaboradores (2012) isolaram Staphylococcus aureus de um solo indiano 

contaminado com fenol com capacidade de degradação 1,0 gramo do mesmo. 

Em um estudo de isolamento de bactérias degradadoras de fenol presentes em 

solos contaminados com óleo de uma região industrial indiana, Mohite e colaboradores (2010) 

detectaram um isolado de  Streptococcus epidermis com capacidade de degradar fenol. 

Entretanto, é possível que na verdade o autor tenha isolado um Staphylococcus epidermidis ou 

outro Streptococcus, pois não encontramos na literatura nenhuma citação da existência desta 

espécie. Estes resultados sugerem que é comum o isolamento de bactérias do gênero 

Staphylococcus em ambientes contaminados. 

Na determinação da tolerância ao fenol, tabela 3 observou-se, para todos os 

isolados, a capacidade em crescer na concentração de até 1.500mg.L
-1

. Na avaliação da 
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tolerância e utilização do fenol, observou-se que os dois isolados de Cerrado utilizaram o 

fenol como fonte única de carbano até a concentração de 500mg.L
-1

, enquanto que os isolados 

de manguezal até a concentração de 600mg.L
-1

 (Tabela 3). Passos e colaboradores (2009) e 

Monteiro (1998) ao estudarem fungos e bactérias adquiridos de diferentes coleções de 

culturas, quanto à suas potencialidades de utilização em processos de degradação de fenol, 

sugerem como etapa inicial os estudos em meio de cultura completo e mínimo. Estes estudos 

visam uma seleção primária dos mais capacitados para esta finalidade quanto a sua tolerância 

e capacidade de crescimento. 

Barros e colaboradores (2013) observaram que a utilização de um lodo de uma 

refinaria de petróleo não adaptado às condições de remediação de fenol na própria refinaria 

apresentou um baixo rendimento. Os ensaios de inibição pelo fenol nos micro-organismos 

presentes neste lodo chegaram a 50% com uma concentração de fenol de 60mg.L
-1

. Este fato 

sugere o isolamento de micro-organismos mais resistentes e eficientes para concentrações 

elevadas de fenol. A empresa dinamarquesa NOVOZYMES (2015) oferece o produto 

BioRemove 2500


 o qual é constituído, segundo a mesma, de micro-organismos selecionados 

segundo sua habilidade de degradar fenol e também resistir a altas concentrações do mesmo. 

Assim, a etapa de caracterização da capacidade de resistir e crescer em altas concentrações de 

fenol sugere que os isolados de sedimento de manguezal sejam mais adaptados a maiores 

concentrações de fenol.  

O maior crescimento pelos isolados de sedimento de manguezal pode ser 

observado em comparação com isolados de solo de cerrado (Figura 5). Nas condições de 

crescimento em meio líquido BH com 100, 200 e 300mg.L
-1

 de fenol observamos que os 

isolados de solo de Cerrado, quando comparados entre si, têm uma redução de crescimento a 

200mg.L
-1

 de fenol, em relação à concentração de 100mg.L
-1

. O crescimento tem um ligeiro 

aumento a 300mg.L
-1

, entretanto, este é sempre menor que quando comparados à 

concentração inicial.  

Os isolados de sedimento de manguezal demonstraram um maior crescimento 

quando comparado com as de solo de Cerrado (Figura 5). O isolado MF-1 apresentou um 

maior crescimento na concentração de 200mg.L
-1

 e um decréscimo a 300mg.L
-1

, entretanto 

este ainda era maior que a 100mg.L
-1

 para este isolado. 

Kafilzadeh e colaboradores (2010) comparando o crescimento de Enterobacter e 

Shigella isoladas de um lago do Irã observaram que as mesmas tinham um crescimento 
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máximo a 200mg.L
-1

 e 200/300mg.L
-1

 para Shigella e após esta concentração ocorria um 

decréscimo do mesmo. 

Quanto ao consumo do fenol depois de decorrido 96h de crescimento (Figura 4) 

podemos observar que para o isolado BF-2.5 foi de 2,78, 4,79 e 0,35% para as concentrações 

de 100, 200 e 300mg.L
-1

 de fenol, respectivamente. Já para o isolado BF-2.3.2 os resultados 

foram de 11,04, 19,13 e 16,02%, respectivamente. Para os isolados de manguezal os 

resultados foram 22,43, 11,52 e 3,33% e 21,54, 20,54 e 28,85% para os isolados MF-1 e MF-

2, respectivamente nas mesmas concentrações de fenol testadas. 

Observamos pelos dados obtidos que os isolados de mangue consomem mais o 

fenol como fonte única de carbono com uma maior vantagem pelo isolado MF-2. Este isolado 

utilizou 28, 85% do fenol na concentração de 300mg.L
-1

 após 96h. 

Existem estudos avaliando-se diferentes micro-organismos e condições de 

degradação de fenol tais como lodo ativado, pH, aerobiose e anaerobiose, Aspergillus niger, 

Pseudomonas sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas stutzeri, Candida sp., etc (Awan 

et al., 2013, Duan, 2011, Koutny et al., 2003, Lakshmi & Sridevi, 2009, Passos et al, 2009,  

Pinheiro et al, 2010; Rodrigues et. al, 2007, Tambekar et al., 2012). Nestes estudos observou-

se o efeito de diferentes concentrações glucose, de fenol, regimes ou não de aeração, tempos 

de incubação, além da temperatura e pH ideais para a degradação do fenol. Em geral, nos são 

relatados resultados de 6% até 100% de remoção de fenol com tempos de 6 - 17 dias, porém 

em todos os experimentos havia glucose além do fenol como fonte de carbono. Nestes estudos 

a influência da glucose era sempre positiva quanto à redução do tempo quanto o aumento da 

concentração de fenol presente no meio. Quando comparados aos nossos resultados 

observamos que eles se encontram dentro dos valores descritos na literatura, entretanto, estes 

resultados podem ser melhorados, por exemplo, testado concentrações de glucose no meio 

uma vez que a mesma não estava presente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



46 

 

CONCLUSÕES 

 

Observamos que as bactérias presentes em sedimentos de manguezais aqui 

isoladas foram melhores tanto na capacidade de consumo do fenol quanto na tolerância ao 

mesmo. Estudos posteriores de utilização com essas bactérias são sugeridos para o 

desenvolvimento de processo laboratorial em biorremediação. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 

 O isolamento e caracterização mostraram-se efetivos na obtenção de bactérias 

degradadoras do fenol; 

 

 Os isolados demonstraram tolerância e consumiram fenol nas concentrações de até 

1.500mg.L
-1

 para os biomas estudados e consumiram o fenol nas respectivas 

concentrações de 500mg.L
-1

 para os isolados de cerrado e na concentração de 600mg.L
-

1
  para os isolados de manguezal; 

 

 Os isolados tanto de manguezal como de cerrado foram caracterizados como sendo 3 

bastonetes gram-positivos, 2 do gênero Bacillus e 1 ainda não identificado e 1 coco 

gram-positivo do gênero Staphylococcos; 

 

 As quatro morfo-espécies exibiram capacidade de degradar fenol como fonte única de 

carbono, sendo o isolado MF-2 o que obteve melhores percentuais de degradação nos 

parâmetros testados. 
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APÊNDICES 

 

A. COMPOSIÇÃO QUÍMICA DOS MEIOS DE CULTURA E REAGENTES 

 

1. Ágar Nutriente (Composição g.L
-1

) 

Peptona de carne  5,0 

Extrato de levedura 1,5 

Extrato de carne bovina 1,5 

NaCl 5,0 

Ágar 5,0 

pH final: 7,4± 0,2 

 

 

2. Ágar BHI (Brain Heart Infusion BD
®
) – Fórmula grama por Litro de água 

purificada 

Cérebro-coração, infusão de (sólidos) 8,0 

Hidrolisado péptico de tecido animal 5,0 

Hidrolisado pancreático de caseína 16,0 

Cloreto de sódio 5,0 

Glucose 2,0 

Fosfato dissódico de hidrogênio 2,5 

Ágar 13,5 

pH final: 7,4± 0,2 
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3. Meio mínimo de Bushnell-Haas (Difco
TM

) – Composição em g.L
-1

 

KH2PO4 1,0 

K2HPO4 1,0 

NH4NO3 1,0 

MgSO4 0,2 

CaCl2 0,2 

FeCl3 0,05 

pH final: 7,0 ± 0,2 

 

 

 

4. Caldo Luria Bertani, Miller (LB) – Composição em g.L
-1

 

Caseína enzimtica hidrolisada 10,0 

Extrato de levedura 5,0 

Extrato de levedura 10,0 

pH Final (a 25ºC): 7,5 ± 0,2 

 

 

 

5. Tris-HCl  

Tris-base 121,1g 

H2O pura q.s.p. 121,1g 

 

6. Solução de EDTA 0,5M pH – 8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EDTA 9,3g 

NaOH 1,0g 

H2O pura q.s.p. 50mL 

Ajustar o pH para 8,0 com NaOH.  
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7. Tampão TE 

Tris-HCl 10mM 1mL 

EDTA 1mM 200µL 

H2O pura q.s.p. 100mL 

 

8. SDS 10% (duodecil sulfato de sódio) 

SDS 10g 

H2O pura q.s.p. 100mL 

Dissolver o SDS em 80mL de água aquecida. Após o resfriamento, completar o volume 

para 100mL e estocar em temperatura ambiente.  

 

9. Solução CTAB/ NaCl 

A solução CTAB/NaCl é feita utilizando 10% CTAB acrescido a 0,73M de NaCl. 

 

10. Clorofil 

A solução clorofila é feita a partir de clorofórmio e álcool isoamílico, na proporção de 24:1 

(v/v). 

 

11. Tampão TBE 10X (Tris-Ácido Bórico) 

 

Tris-base 54g 

Ácido Bórico 27,5g 

Solução EDTA 0,5M – pH: 8,0 20mL 

H2O pura q.s.p. 500mL 
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12. Gel de agarose 1% 

 

Agarose 2,0g 

Tampão TBE 1X 200mL 
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