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RESUMO

Devido aos graves e numerosos riscos envolvidos na cadeia petrolifera cresce a demanda por
tecnologias que minimizem os efeitos nocivos da contaminagdo do petroleo no meio ambiente. Logo,
0 papel dos micro-organismos como agentes biorremediadores é fundamental. Deste modo, 0 objetivo
deste estudo foi através de isolados fungicos coletados de ambiente poluido por petréleo avaliar o
potencial destes micro-organismos de forma isolada e em consorcio para biodegradar os compostos
toxicos do poluente. As amostras foram obtidas no municipio de Sdo Francisco do Conde-BA, o0s
isolados fangicos foram submetidos individualmente e em consércio a testes qualitativos de
verificacdo do potencial degradativo de hidocarbonetos do petroleo. Foram realizados ensaios de
aclimatacdo e o crescimento microbiano foi verificado por meio da quantificacdo da biomassa e
monitoramento do pH, durante a selecdo para formagdo dos consorcios foram feitos ensaios para
investigacdo de acdo antagodnica entre 0s micro-organismos. Posteriormente foi feita a verificagdo da
reducdo dos niveis de toxicidade do material resultante da degradacdo. Assim, o consoércio fangico
obtido foi avaliado como potencial agente biorremediador para areas contaminadas pelo 6leo, uma vez
que possui a capacidade de degradar compostos tdxicos do petrdleo.

Palavras-chave:Consércio fungico, Biodegradacao, Biorremediacao.

INTRODUCAO

As degradacdes dos recursos naturais vém causando, além de impactos ambientais,
consequéncias negativas socioeconémicas, de acordo com o IBAMA (1990), a degradacéo
ambiental é entendida como a perda das caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas no meio
ambiente, inviabilizando o desenvolvimento socioeconémico.

As consequéncias das degradacdes ambientais estdo previstas na Politica Nacional do
Meio Ambiente — Lei n® 6938/81: a) prejudiquem a saude, a seguranca e 0 bem-estar da
populacdo; b) criem condi¢bes adversas as atividades sociais e econémicas; c) afetem
desfavoravelmente a biota; d) afetem as condi¢des estéticas ou sanitarias do meio ambiente; e)

lancem matérias ou energia em desacordo com os padrdes ambientais estabelecidos.
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Segundo Santos e Cémara (2002) o impacto ambiental causado por vazamento de
6leo na costa brasileira tem sido uma ameacga permanente a integridade dos ecossistemas
costeiro e marinho. Com o aumento da producdo petrolifera, um grande nimero de
ocorréncias de vazamentos e derrames acidentais de petrdleo em operacdes rotineiras (com
pequena e média gravidade) tem sido registrado: 191 acidentes entre 1974 e 1994 e 18, entre
1995 e 1998, contribuindo para a poluicéo crénica em &reas proximas.

As consequéncias da contaminacdo de petroleo sdo evidentes atualmente na costa
brasileira, onde o vazamento de petréleo no mar atingiu mais de 2 mil quildmetros de
extensdo, sendo constatados 161 pontos de contaminacdo do litoral de todos os estados do
Nordeste (BORGES, 2019). Varias espécies marinhas ja foram encontradas mortas em
decorréncia do contato com o 06leo, contudo a fauna afetada pode ser ainda maior, uma vez
que correntes marinhas tendem a nao trazer os animais infectados para a costa.

Como ressaltam Santos e Camara (2002) a poluicdo pode atingir dréstica e
rapidamente o ambiente marinho, causando mortes instantaneas por intoxicacgdo, ou ainda pela
bioacumulacéo, que € o fendmeno através do qual os organismos vivos acabam retendo dentro
de si algumas substancias toxicas que vdo se acumulando também nos demais seres da cadeia
alimentar até chegar ao homem, sendo um processo lento de intoxicacdo e muitas vezes letal.

A metabolizacdo dos poluentes organicos depende da sua estrutura quimica, alguns
compostos organicos sdo rapidamente biodegradados por micro-organismos (60 a 90%),
enquanto outros sdo recalcitrantes (10 a 40%) em estado bruto ou refinados. Mesmo em
porcentagem menor, compostos ndo biodegradaveis representam toneladas de poluentes
impactando ecossistemas e sendo bioacumulados e biomagnificados na cadeia tréfica
(PEREIRA; FREITAS, 2012 p. 999; WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010
p.1010).

De acordo com Padilha et al. (2017) o petroleo e seus derivados sdo responsaveis por
impactos ambientais significativos e a fracdo dos hidrocarbonetos arométicos BTEX é
amplamente utilizada, mesmo sendo considerada altamente toxica, atuando como depressores
do sistema nervoso central. Em consequéncia aos problemas ambientais e de salde causados
pelos componentes aromaticos, foram desenvolvidos diversos tratamentos fisicos, quimicos e
bioldgicos para a minimizacao destes problemas. Segundo Balan (2002) trabalhos atuais em
biotecnologia indicam fungos e bactérias como principais micro-organismos eficientes na
degradacdo de poluentes, possuindo alto potencial na recuperagdo de ambientes

contaminados.
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Assim, a biorremediagdo surge como uma tecnologia limpa que utiliza agentes
bioldgicos para reduzir o impacto de areas contaminadas por produtos quimicos (SANTOS et.
al., 2018 p.1740). Mariano (2006) explica que as tecnologias de biorremediacdo podem ser
classificadas como in situ ou ex situ, enquanto no método in situ, a transformacdo ou
destruicdo dos contaminantes ocorre no proprio local, os métodos ex situ consistem na
remocao do material contaminado para tratamento em local externo ao de sua origem.

Wetler-Tonini, Rezende e Grativol (2010) lembram que nas técnicas de
biorremediag&o ex situ, € necessario remover o substrato do local contaminado, biorreatores
podem ser utilizados, procedendo-se o tratamento de liquidos ou suspensdes no biorreator. A
taxa de biodegradabilidade depende do controle de pardmetros fisicos-quimicos, como pH,
disponibilidade de nutrientes, aeracdo. ApOs a reducdo dos contaminantes aos niveis
desejados, a suspensdo € desidratada e a agua pode ser reutilizada no biorreator. A técnica
possui a vantagem de degradar poluentes de maneira muito rapida, contudo a quantidade de
substrato tratado é limitada pelo tamanho do biorreator.

A Bioestimulacdo de acordo com Aradjo et al. (2014) é um dos tratamentos que
compdem o processo de Biorremediacdo ex situ, e também principalmente in situ. Nesta
ocorre adi¢do de nutrientes (N e P) e oxigénio, estimulando os micro-organismos enddgenos,
e assim, acelerando o consumo do contaminante no préprio local. A taxa de
biodegradabilidade também depende de parametros fisico-quimicos e da manutencdo da
concentracdo do inoculo adicionado intermitentemente, durante o periodo e distribuicdo
uniforme do tratamento. Sendo este um fator bastante importante para aumentar a taxa de
biodegradacao.

Como sintetiza Morais Filho e Coriolano (2016) a biorremediagdo € considerada o
aprimoramento da biodegradacdo, e os seus trés principais agentes desta acelera¢do sao:
Bioestimulo (acréscimo de nutrientes); Bioaumento (introducdo de microrganismos);
Biorremediacao intrinseca (atenuacao natural/monitorada). Para que haja a implementacgéo da
biorremediagdo, a primeira etapa € caracterizagcdo do tipo e da quantidade do contaminante,
assim como avaliaces de ordem bioldgica, geoldgica, geofisica e hidrolédgica do sitio (local)
contaminado, avaliacdo dos seus riscos e a legislacdo vigente. A partir dos dados obtidos,
tém-se a escolha da técnica de biorremediacdo mais adequada para cada situacdo. Para
verificar a eficiéncia do processo in situ, novos testes de campo devem ser realizados.

Na biorremediacdo intrinseca, ou biorremediacdo passiva ocorre uma atenuagao

natural monitorada que tem atuacao na diluicdo, dispersdo, degradacdo quimica e bioldgica,
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sorcdo/precipitacdo, e/ou decomposicéo radioativa dos contaminantes do solo e agua. Esta
técnica limita o deslocamento do contaminante e, consequentemente, minimiza a
contaminacdo do meio ambiente. O monitoramento e controle adequados séo realizados com
0 intuito de observar a reducdo nas concentracfes dos contaminantes, toxicidade, massa e
volume até niveis aceitaveis a protecio da satide humana e ao meio ambiente (ARAUJO, et.
al., 2016 p56; WETLER-TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010 p1015).

Em resumo, como mostra o estudo de Silva e Mesquita (2019) a escolha da técnica
mais adequada para remediacdo de uma area, depende de um correto estudo e levantamento
de informagdes mediante o tipo de contaminante, sua distribuicdo em area e os efeitos de
degradacdo assim como as caractéristcas do ambiente contaminado.

Segundo Francisco e Queiroz (2018) dentre as espécies de fungos que degradam
poluentes organicos, destacam-se: Bjerkandera adusta, Ceriporiopsissubvermispora,
Inonotusdryophilus,  Lentinulaedodes, = Phanerochaete  sérdida,  Phellinusbadius,
Pleurotusostreatus, Polyporuspinsitus, Stereumhirsutum, Trametes hirsuta, T. versicolor, T.
villosa, Peniophoracinerea, Psilocybecastanella, Lentinuscrinitus, capazes de degradar
antraceno, pentaclorofenol, 3,4-dicloro anilina, dieldrin, fenantreno, creosoto, dibenzo-a-
dioxina, dibenzofuranos 25 policlorados, pireno, fluoreno, hexaclorobenzeno. Os autores
também citam alternativas para acelerar a biorremediacdo de contaminantes como a adi¢do de
agentes estimulantes, como oxigénio (bioventilacdo), biossurfactantes (agindo como
dispersantes e solubilizastes de compostos organicos) e a inoculacdo de consorcios
microbianos enriquecidos (bioaumento).

Silva et al. (2014) destaca que o consdrcio utilizado em um processo de
biorremediagdo deve ser previamente selecionado em laboratdrio, segundo caracteristicas do
meio e do contaminante, pois algumas espécies de microrganismos podem produzir
substancias gque inibem outras.

A utlizacdo de consorcios na biorremediacdo possui o potencial de uma mineralizgédo
mais completa do poluente devolvendo ao meio ambiente apenas substancias inofensivas
(dgua, gas carbonico e sais inorganicos). Ja os tratamentos convencionais podem resultar na
descontaminacdo da area, porém deixando vestigios de outras substancias ndo menos nocivas
como afirmam Nascimento, et. al., (2017).

Estudos como os de Francisco et al. (2018) apontam para essas e outras vantagens
como o custo que é menor quando comparado a outras tecnologias de remediacéo e o fato de
ser considerado ecologicamente viavel. Todavia diante da possibilidade de formacgdo de
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subprodutos toxicos avaliages dos niveis de toxicidade ap6s o processo de degradacdo sao

indispensaveis.

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi através de isolados fungicos coletados de
ambiente poluido por petréleo avaliar o potencial destes micro-organismos de forma isolada e
em consoércio para biodegradar os compostos toxicos do poluente, visando a atuagcdo como
agentes biorremediadores de &reas impactadas pela contaminacao de petroleo.

METODOLOGIA
Obtencédo de Amostras

As amostras foram obtidas a partir de sedimento de manguezal contaminado do Rio
Sdo Paulo no municipio de Sao Francisco do Conde entre as coordenadas 12°37°40” S —

38°40°48” O (Figural) onde atua a refinaria Landulpho Alves-Mataripe (RLAM) pertencente

a Petrobras.

Figura 1. Localizacdo do Municipio de Sao Francisco do Conde-BA. Fonte: G1.com (2011)
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Micro-organismos

As linhagens isoladas do sedimento foram catalogadas e fazem parte da sub-colecédo
de micro-organismos isolados de ambientes contaminados por petroleo ou derivados
pertencentes a colecdo de culturas do Departamento de Antibidticos do Centro de Ciéncias
Biologicas-UFPE entre as linhagens utilizadas neste estudo estdo as leveduras UFPEDAB848,
UFPEDAS857, UFPEDAB858 e UFPEDAS860, além das linhagens de fungos filamentosos
UFPEDAS870, UFPEDAS880, UFPEDAS884, UFPEDAS885, UFPEDAS886 e UFPEDAS889.

Selecdo e verificacdo do potencial de degradacao dos isolados e do consércio fungico

Os isolados fungicos foram submetidos individualmente e em consoércio, a um teste
qualitativo de verificacdo do seu potencial degradativo de hidocarbonetos do petréleo. Para
isolados individuais foi empregada a técnica do indicador redox 2,3,5- cloreto de
trifeniltetrazolio (TTC) em Erlenmeyer, preconizada por Gomes et al. (2004). O indicador
TTC atua como aceptor final de elétrons no processo de oxidagdo biolégica, mudando de
coloracdo quando ocorre o processo de oxireducdo. Nos casos em que o isolado fldngico
testado era capaz de oxidar algum dos compostos presentes no petroleo era observada a
mudanca de coloracao dos blocos de gelose no meio de cultura de incolor para rosa.

A concentracdo de TTC utilizada foi de 0,06g/mL e de glicose foi de 10 g/ 100 mL. O
teste de selecdo foi realizado em triplicata e um controle bidtico, cada Erlenmeyer continha 50
mL de meio BushnellHass, dois blocos de gelose de cada linhagem, 0,5mL de glicose e 0,25
mL de TTC, no controle bidtico duplicado, cada Erlenmeyer continha 50 mL de meio
BushnellHass, dois blocos de gelose (0,6mm) de cada linhagem, 0,5mL de petroleo e 0,25 mL
de TTC, e um unico controle abidtico cada Erlenmeyer continha 50 mL de meio
BushnellHass, sem blocos de gelose, 0,5mL de petroleo e 0,25 mL de TTC. Os Erlenmeyer
preenchidos foram incubados a 35°C e os tempos de reducéo do indicador TTC no meio BH

foram determinados.
Ensaios de Aclimatagéo

Os ensaios de aclimatacdo foram realizados em Erlenmeyer (500 mL), contendo 95
mL de meio mineral Bushnell Hass, trés blocos de gelose (0,6mm) e 5mL de petréleo. Os
frascos foram submetidos a agitagdo de 150 rpm e a temperatura de 30°C, durante sete dias.
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Transferiu-se 2 mL das linhagens aclimatadas a 5% para placa de Petri para verificacdo do
crescimento. Apds sete dias de cultivo a 5%, também foram retirados 5mL do material
bioprocessado para compor o indculo do experimento seguinte contendo 10% de petréleo. Os
frascos foram submetidos novamente a agitacdo de 150 rpm e a temperatura de 30°C, durante

sete dias com posterior avaliacdo do crescimento em placa a 10% (AZEVEDO, 2010).
Biomassa e pH

A determinacdo da biomassa foi realizada através da medida do peso seco. A
suspensdo micelial foi filtrada a vacuo e a massa celular transferida para estufa por um
periodo de 24 horas a 80°C até peso constante. O pH foi medido a partir do liquido

metabolico livre de células em potenciémetro (AZEVEDO, 2010).
Ensaio de Antagonismo

Para a realizacdo do teste de antagonismo fungico utilizou-se placas de Petri com meio
Sabouround. Foram preparados blocos de gelose (6mm @) contendo fungos filamentosos,
crescidos por 7 dias em meio Sabouround, estes foram transferidos para as placas de Petri. O
material foi incubado a 35°C por 24 horas e apds esse periodo, ndo foi observada a formacéo
de halos de inibicdo do crescimento fangico, indicativa da auséncia de antagonismo (SOUZA,
2009).

Teste de Toxicidade

O efeito da toxicidade do material residual, proveniente do processo de biodegradacéao
do petréleo em biorreator, foi avaliado utilizando sementes da espécie Cucumissativus L.
(pepino), segundo a metodologia de Tiquia e Hodgkiss (1996) modificado. As sementes,
inicialmente, sofreram um processo de desinfeccdo passando 1 minuto em &gua destilada
estéril, em seguida 0 mesmo tempo em hipoclorito de sédio a 1% e novamente em &agua
destilada estéril. Placas de Petri (10 x 100 mm) foram utilizadas, contendo papel de filtro
impregnado com 5mL do material biodegradado e 10 sementes cada, distribuidas de forma
equidistantes. Paralelamente, foi realizado controle com placas contendo agua destilada
esterilizada e outras com o petréleo. Todos os testes foram realizados em triplicata, sob a
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temperatura de 25°C. Apos seis dias de incubacdo no escuro foi feita a verificagdo da
germinacdo das sementes (Silva, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo Andrade, Augusto e Jardim (2010) os micro-organismos metabolizam as
substancias organicas, das quais se obtém nutrientes e energia. Sendo que, para que iSSO
ocorra, 0S micro-organismos devem estar ativos para desempenharem a sua tarefa de
biodegradagdo. Para avaliar a atividade das linhagens foi verificado o crescimento da
biomassa microbiana através da sua aclimatacdo em placas contendo petréleo como fonte de
carbono, os resultados de biomassa no primeiro e trigésimo dia dos ensaios podem ser
observados nas concentracdes de 5% (Figura 2) e 10% de petrdleo (Figura 3).

O monitoramento do pH durante os experimentos foi fundamental, uma vez que o pH é
um fator que age como agente selecionador dos microrganismos ativos. Leahy e Colwell
(1990) sugerem que valores de pH entre 6 e 8 sdo os mais favoraveis a acdo de
microrganismos degradadores de petréleo, sendo que os fungos sdo mais tolerantes a
condicBes acidas, as variacdes ocorridas ao longo do processo de aclimatacdo em 5% e 10 %
de petréleo sdo observadas nas figuras 4 e 5.
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Figura 2. Quantificacdo de biomassa na aclimatacdo das linhagens isoladas em concentragéo de 5% de petroleo
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Figura 3. Quantificacdo de biomassa na aclimatacao das linhagens isoladas em concentracdo de 10% de petroleo
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Figura 4. Monitoramento dos niveis de pH na aclimatacéo das linhagens em concentracdo de 5% de petréleo
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Figura 5.Monitoramento dos niveis de pH na aclimatacéo das linhagens em concentragdo de 10% de petréleo

Apds a aclimatacdo, foi feito o teste de antagonismo para a escolha do consorcio, pois
o0 crescimento em placa das linhagens escolhidas, ndo eliminou nenhuma delas para formacéo
de consorcio. Foram testadas 11 combinagdes entre quatro, trés ou duas linhagens. Dentre as
linhagens de fungos e leveduras nenhuma sofreu inibi¢do. O processo de oxidagdo biologica
foi verificado pelo teste indicador TCC, os resultados obtidos encontram-se no quadro 1.

As linhagens 880 UFPEDA, 858 UFPEDA, 848 UFPEDA, 889 UFPEDA e 860
UFPEDA néo apresentaram mudanc¢a na coloracdo. Mesmo apresentando crescimento em
placas com concentracbes de 10% petroleo, logo, consorcios compostos por alguma dessas

linhagens foram invalidados como agentes biodegradadores.

(83) 3322.3222
contato@congresso-conimas.com.br

- - Www.congresso-conimas.com.br




T\ N l
Y, e W
| CONGRESSO INTERNACIONAL DE
\‘ MEIO AMBIENTE E SOCIEDADE

E IIl CONGRESSO INTERNACIONAL DA DIVERSIDADE DO SEMIARIDO

Quadro 1. Isolados flngicos que apresentaram oxidagdo de compostos do petroleo

UFPEDA Houve oxidacdo  Ndo houve oxidacdo

X
X
X
X
Pouca oxidagio
X
X
X
X
X

Dentre os consdrcios qualificados foram: C1 (857, 884, 885 e 886); C4 (857, 885 e 886) e
C8 (857 e 886). Entre os quais, 0 composto C1 apresentou melhor desempenho, dados sobre a
quantificacdo de biomassa e monitoramento de pH nas diferentes concentracdes da fonte
oleosa podem ser observados nas figuras 6 e 7. O emprego de consércios microbianos, onde
varias espécies atuam simultaneamente para degradar o contaminante como ressalta Luz et al.
(2016) sdo mais eficientes principalmente em se tratando de petréleo e derivados que séo
constituido por varios tipos de hidrocarbonetos complexos, e um consércio composto por uma
maior variedade de espécies pode oferecer uma maior degradacdo do contaminante.

Atraves da formagdo de um consorcio como explicado por Leonel et al. (2010) microo-
organismos que ndo apresentam potencial para degradar completamente determinado
composto, poderdo transforma-lo em uma substéncia degradavel por um segundo micro-
organismo favorecendo uma biodegragdo completa.

Estudos como o de Souza e Triguis (2005) mostram como a biorremediacdo pode ser
usada na recuperagdo de areas costeiras contaminadas por petroleo, complementando a acéo
do intemperismo na remoc¢do dos principais componentes do petréleo. Os autores apontam
que o sucesso da aplicacdo da biorremediacdo depende da presenca de microrganismos
especificos e de condigdes ambientais adequadas, para que a biodegradacdo ocorra. Os

microrganismos devem ser capazes de metabolizar os constituintes do petroleo. Em muitos
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casos, esses organismos ja fazem parte da microflora local em outras circunstancias, em que

se verifica sua caréncia, precisam ser adicionados (microrganismos exdgenos). Parametros
ambientais podem ser alterados ou controlados para otimizar o crescimento e as atividades
metabolicas dos microrganismos.
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Figura 6. Quantificacdo de biomassa do consdrcio Clem meio a diferentes concentracdes de petrdleo
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Figura 7.Monitoramento dos niveis de pH do consdrcio C1 em meio a diferentes concentragdes de petrdleo

Por fim, o material residual do processo de biodegradacdo realizado pelo consorcio
fangico C1 foi submetido ao teste de fitotoxicidade, onde os resultados apontaram reducéo
dos niveis de toxicidade, confirmando a ampla capacidade de degradacdo dos compostos

toxicos pelo consorcio.
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CONSIDERACOES FINAIS

O consdcio fungico obtido a partir das linhagens avaliadas isoladas de um ambiente ja
impactado apresenta aplicabilidade ambiental como agente biorremediador, como foi
verificado este apresenta potencialidade em degradar os compostos tdxicos presentes no
petroleo.

Durante a fase de obtencdo de consorcios para otimizacdo do processo de
biodegradacdo realizadas pelos microorganismos o uso do consércio formado pela levedura
857 e pelos fungos filamentos 884, 885 e 886 mostrou melhor desempenho em utilizar o
petréleo como fonte de carbono. A anélise feita através do material residual da degradacéo de
petréleo comprovou reducdo dos niveis de toxicidade revelando que o consocio fungico pode
ser uma importante ferramenta na biorremediacdo de ambientes impactados por esse poluente.

As linhagens que compde o consércio flngico estudado apresentam potencial para a
producdo de biossurfactantes estudos posteriores podem ser realizados para analisar esse
potencial quanto a sua producdo e eficiéncia, através de analises de parametros como a
reducdo da tensdo superficial, reducdo da tensdo interfacial, emulsificacdo e concentracdo

micelar critica.
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