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RESUMO

A taxonomia classica de fungos filamentos é baseada em observagdes de caracteristicas
fenotipicas, além de incorporar as aplicacbes biotecnoldgicas das substancias
produzidas a otimizacdo de processos. Os fungos por participarem da ciclagem de
material organico sdo héabeis em descontaminar ambientes. Este trabalho teve por
objetivo a identificagdo de 23 espécies de Aspergillus isolados de agua do mar e estuéario
com a capacidade de utilizar 6leo diesel como fonte de carbono. Para taxonomia
classica foram utilizados meios diferenciais. Apds a identificagdo foi realizado o teste
com o indicador 2,6 diclofenolindolfenol, e foram selecionados o0s que apresentaram
mudanca da coloracdo do indicador com 24horas apds inicio do ensaio. As linhagens
selecionadas foram submetidas aos ensaios de aclimatagéo, otimizagdo das condi¢des
nutricionais do meio de cultivo e toxicidade dos subprodutos provenientes do
biotratamento utilizando o indice de germinacdo o qual analisa a geminacdo e
crescimento médio de sementes vegetais. Para otimizacdo de ensaio de degradagdo foi
utilizado o planejamento experimental Delineamento Composto Central com trés
variaveis independentes: nitrogénio, fosforo e magnésio. Foram identificadas as
espécies Aspergillus flavus(06), Aspergillus aculeatus(08), Aspergillus terreus(01),
Aspergillus  awamori(02), Aspergillus tamarii(01), Aspergillus japonicus(03),
Aspergillus niger(02). Oito linhagens apresentaram viragem da coloragdo azul para
incolor em 24 horas, mas o Aspergillus flavus (AFL59) foi selecionado para todos 0s
testes por apresentar 80% de degradacdo. A linhagem submetida ao ensaio de
otimizacdo apresentou o Indice de Germinagdo com valores proximos a 100%
crescimento da raiz e eficiéncia de degradacéo (E.D%) do 6leo diesel proximo a 100%
para o hidrocarboneto nonano, auséncia de picos entre decano e hexadecano, e a partir
de heptadecano até heneicosano as porcentagens variaram entre 20,85% e 37,11%.
Concluimos que o tratamento de 6leo diesel utilizando as linhagens de Aspergillus
mostrou-se eficiente para degradacdo de cadeias de hidrocarbonetos maiores

apresentando baixa toxicidade para o nivel trofico utilizado para o ensaio.

Palavras-chave: Biorremediagéo, Taxonomia , Aspergillus, Oleo diesel.
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ABSTRACT

Classical taxonomy of filamentous fungi is based on observations of their phenotypic
characteristics, in addition, it incorporates biological applications of substances
produced from the optimization process. Funagi, playing a
major role in recycling organic material, may be used in  environmental
decontamination. The main goal of this thesis was the identification of 23 species of
Aspergillus isolated from the sea and estuary capable of using diesel oil as a carbon
source. Different media were used for classical taxonomy. After identification, the test
with 2,6-Dichlorophenol Indophenol as indicator was performed; therefore, the species
which changed color throughout the experiment after 24 hours were selected. Several
experiments were performed with the selected strains: temperature acclimation, nutrient
media optimization, toxicity of the byproducts from the treatment using germination
rate which analyze the average germination and growth of seeds. To optimize the
degradation assay, Delineation Central Composite experimental design was used with
three independent variables: nitrogen, phosphorus and magnesium. The following
species were identified: Aspergillus flavus(06), Aspergillus aculeatus(08), Aspergillus
terreus(01), Aspergillus awamori(02), Aspergillus tamarii(01), Aspergillus
japonicus(03), Aspergillus niger(02). Eight strains presented a change of color from
blue to colorless in 24 hours. However, Aspergillus flavus (AFL59) showed 80%
degradation which was the reason it was selected for all the tests. The strain, on nutrient
media optimization test, showed germination rate values close to 100%, roots growth
and degradation efficiency (ED%) of diesel close to 100% for hydrocarbon nonane,
absence of peaks between decane and hexadecane, and from heptadecane up to
heneicosane had a percentage variation between 20.85% and 37.11%. In conclusion, the
diesel oil treatment performed with Aspergillus proved effective in the degradation of

larger hydrocarbon chains having low toxicity for the trophic level used in the test.

Keywords: Biodegradation, Taxonomy, Aspergillus, Diesel oil.
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1. INTRODUCAO

A taxonomia cléssica é baseada em observacOes de caracteristicas microscopicas e
macroscopicas de estruturas fangicas. Neste tipo de identificacho é observado o
desenvolvimento de caracteristicas fenotipicas especificas e producdo de esporos, e a
incorporagdo de aplicagdes biotecnoldgicas das substancias produzidas por estes fungos
visando a otimizacéo de processos tem sido Util. A identificacéo de fungos filamentosos é
atil visto que sdo utilizados em processos biotecnolégicos, como a biorremediagéo a qual
utiliza micro-organismos para recuperar ambiente contaminado (SILVA et al., 2011;
RAPER & FENNELL, 1965).

A biorremediacdo por fungos filamentosos é vista como promissora, uma vez que
eles apresentam capacidade degradativa frente a metais pesados, hidrocarbonetos e
corantes devido a grande variedade de enzimas que produzem permitindo que metabolizem
diversos tipos de substratos (CONCEICAO et al., 2005; URURAHY et al., 1998). Ento,
a biorremediagdo € descrita como a capacidade de organismos vivos, em especial micro-
organismos, transformarem compostos recalcitrantes e xenobidticos em compostos menos
toxicos, CO, e agua, além de apresentar custo efetivo (BAKER & HERSON, 1994;
RAHMAN et al., 2002).

A biorremediagdo também ¢ aplicada em ambientes contaminados por petroleo e
petroderivados, que se utiliza das habilidades fungicas e outros fatores para estimular a
degradacdo do contaminante. Vrios fatores influenciam o potencial de biodegradabilidade
fungico como caracteristicas fisioldgicas, aclimatacdo, suplementagdo de nitrogénio e
fosforo (relagdo C:N:P), tamanho do inoculo, disponibilidade de &gua, aeracdo, pH,
temperatura, estrutura quimica dos compostos recalcitrantes, entre outros. Fungos
filamentosos isolados de ambiente marinho, capazes de degradar petroleo e seus derivados
sédo bem relevantes visto que os maiores incidentes ocorrem no mar (PEREIRA Jr et al.,
2009).

O Oleo diesel, um petroderivado, composto principalmente de hidrocarbonetos
saturados e, em quantidade menor, constituintes como nitrogénio, enxofre e oxigénio. O
6leo diesel possui baixa solubilidade em &gua, sendo recalcitrante para 0 meio ambiente e
de facil absor¢do por organismos vivos e, ainda apresenta propriedades carcinogénicas e
mutagénicas (JACQUES et al., 2005; JACQUES et al., 2007). Acidentes com 6leo diesel

no mar apresentam inimeras dificuldades como a dificil contengdo na superficie da &gua e
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os danos que causam a biota marinha como morte de peixes, aves marinhas e outras formas
de vidas aquéticas. O objetivo deste trabalho é identificar e selecionar linhagens de
Aspergillus spp. isoladas da &gua do mar e do Rio Ipojuca no trecho localizado no
Complexo Portuéario de Suape no municipio de Ipojuca-PE, com potencial para degradar

6leo diesel.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1. O Género Aspergillus

O género Aspergillus foi descrito pela primeira vez, em 1729, pelo sacerdote
florentino e micologista Pietro Antonio Micheli. Ele deu-lhe este nome por considerar sua
estrutura semelhante a um hissope, estrutura utilizada pela igreja catolica para aspergir
agua benta. Este género pertence & familia Tricomaceae, ordem Eurotiales, & classe

Ascomycetes, que pertence a Divisdo Ascomycota, Reino Fungi (KIRK et al., 2008).

Este género também é bastante distribuido e abundante sobre a Terra, gragas a uma
grande variedade de metabolitos que produz possibilitando habitar diferentes nichos
(KLICH, 2002).

Raper e Fennell (1965) descreveram 132 espécies e 18 variedades, formando 150
tdxons em seu livro “The genus Aspergillus”. Neste trabalho foi descrito o género como
anamorfo para sua fase assexuada e teleomorfo para sua fase sexuada. O género foi
dividido em “grupos” baseados em caracteristicas morfologicas e fisiologicas. Estes grupos
foram revisados e subdivididos (subgéneros e se¢Oes) por Gams e colaboradores em 1985
como é mostrado na Tabela 1. Pitt et al. (2000) descreveu 182 taxons e Samson mais 36
entre os anos de 1992 e 1999.

Tabela 1. Classifica¢do do género Aspergillus segundo Gams et al., (1985)

SUBGENERO SECAO CARACTERES

Aspergillus | Unisseriado, Aspergillus | Teleomorfo Eurotium- Cleistotécio amarelo com parede composta por

xerofilico, conidio umaulnica camada de células pseudoparenquimatosa poligonal, ascéspor

verde-cinza, hialinos

cresce em

CY20S>CYA25

Restricti Estritamente anamorfico, crescimento lento em todos os meios de cultivos

Ornati Unisseriado, conidio verde-cinza, verde-amarelo ou marrom-oliva
Nidulantes

Bisseriado, conidio Nidulantes | Estipes curtas e muitas vezes marrons, conidio verde, células Hille muitas
com cores variadas vezes presente, muitas espécies com teleomorfo Emericella.

Cleistotécio, cercado por células Hiille, ascdsporos vermelho a roxo
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Versicolores

Estipes hialina a marrom, conidio verde, verde-cinza ou verde-azul

Usti Estipes marrom, conidio vermelho, marrom a oliva
Terrei Estipes hialino, conidio castanho a marrom-laranja
Flavipedes | Estipes hialino a marrom pélido, conidio branco a castanho
SUBGENERO SEGAO CARACTERES
Circumdati | Unisseriado Wenti Conidio castanho, marrom-amarelo ou marrom-oliva
bisseriado,
vesicula  esférica | Flavi Conidio verde-amarelo a marrom-oliva
piriforme Nigri Estipes parede lisa, conidio preto
Circumdati | Predominantemente bisseriado, conidio amarelo, castanho ou ocraceo
Candidi Conidio branco ou quase branco
Cremei Conidio marrom, amarelo ou verde-azul
Sparsi Conidio cinza palido a castanho oliva

Stilbothamniy

Espécies formando sinémio

Fumigati

Unisseriado, vesicu-
las predominante-
mente piriforme,
conidio

verde-cinza, verde-

azul a laranja

Fumigati

Conidio verde-cinza a verde-azul

Cervini

Light-laranja a verde-laranja

Clavati

Unisseriado,
vesicula
predominantemente
clavata, conidio

verde-cinza

Clavati

Unisseriado, vesicula predominantemente clavata, conidio verde-cinza

Fonte: Klich M. A. (2002)

2.2.Taxonomia Classica do Género Aspergillus

A identificacdo cléssica se baseia em observacdo de caracteres morfoldgicos e

fisioldgicos e é utilizada por taxonomistas para caracterizar este género. O género

Aspergillus possui caracteristicas que o identificam e diferem de outros géneros, no entanto

para a identificacdo de espécies, em alguns casos, a taxonomia cléssica apresenta

dificuldades (KLICH, 2002). O género Aspergillus é reconhecido através de caracteristicas

microscopicas proprias como exemplo, a estipe do conidiéforo terminando com uma
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vesicula (uma dilatagdo no &pice), a qual é coberta por uma ou duas camadas de células
especializadas e conidios que sdo formados assexuadamente. Estas células que formam os
conidios sdo chamadas de células conidiogénicas ou fialides, e sua conidiogénese ¢ do tipo
blastica fialidica. Quando a fialide esta inserida diretamente na vesicula, entdo é chamado
Aspergillus unisseriado. Se ocorrer uma segunda camada de células interligando a fialide a
vesicula, o Aspergillus é referido como bisseriado e, esta € denominada métula. O formato
em “T ou L “da parte basal da estipe, denominada “célula pé” também é considerado como
uma caracteristica desse grupo (KLICH, 2002). Apés a incubacdo, em meio de cultura
especifico, as espécimes sdo analisadas quanto aos seus aspectos macroscopicos como
coloracéo e didmetro das coldnias, presenga de exudato e pigmentos sollveis. Quanto aos
caracteres microscopicos a seriagdo, vesicula, conidios, estirpe, células Hulle, cleistotécio,
esclerocios e ascosporos sdo observados. Dentre muitas caracteristicas uma importante
para diferir as espécies é tamanho, coloragdo e ornamentagdo das paredes dos conidios
(KLICH, 2002). Também sdo observados caracteristicas fisiolégicas como producéo de
enzimas e acidos graxos, bem como outros pardmetros como analise de &gua, pH,
temperatura de crescimento e crescimentos em meios especificos como descrito por Maren
e Klich (2002) listados na Tabela 2.

Tabela 2. Meios de cultura descritos em Klich (2002) para identificagdo de espécies de Aspergillus.

Meio Descricéo Incubacdo  Autor

CYA25 Agar Extrato de levedura Czapek 7 dias Pitt, 1973
25°C

CYA37 Agar Extrato de levedura Czapek 7 dias Pitt, 1973
37°C

CY20S Agar Extrato de levedura Czapek 7 dias Pitt & Hocking, 1985

com 20% de sacarose 25°C

MEA Agar Extrato de Malte 7 dias Blakeslee, 1915
25°C

Ccz Agar Solugdo Czapek Dox 7 dias Dox, 1910

25°C
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Fig 1. Conidiophores of a. A. clavatus (uniseriate) and b. 4. flavus (biseriate).

Figura 1. Caracteristica microscopicas observadas na identificagdo morfoldgica de espécies de Aspergillus.

Figura 2. Formatos das vesiculas caracteristicas do género Aspergillus e utilizadas como parametros

taxonémicos. a- Globoso ou esférica; b- Piriforme; c- Espatulada; d- Clavada

2.3. Importéncia Biotecnoldgica do Género

Muitas drogas comercializadas como antibidticos, agentes antitumorais e
antifungicos foram desenvolvidas a partir de metabolitos produzidos por Aspergillus.
Muitas de suas espécies sdo conhecidas por produzirem enzimas e acidos organicos de
grande importancia econdmica e biotecnoldgica, e ainda na inddstria alimenticia séo
utilizadas na produgéo de alimentos asiaticos como saké, molho de soja e koji, e contribui
para o sabor e coloracdo de alimentos, utilizando amilases proveniente de A. niger, A.
aculeatus e A. oryzae (HARA et al., 1992).

Aspergillus  flavus, amplamente distribuido, é utilizado pela industria,

principalmente pela sua produgdo de enzimas, por exemplo, a indlstria de bebidas
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alcodlicas e alimentos de soja. Também foi descrito na producdo de antibidticos e
antifangicos (KLICH, 2002; RAPER & FENNELL, 1965).

Muitas espécies sdo conhecidas por seus aspectos negativos como a patogenicidade
em animais, plantas e humanos e outras sdo alergénicas. O género Aspergillus inclui
patdgenos oportunistas que estdo associados a pessoas imunocomprometidas, por exemplo,
o0 A. fumigatus, causando aspergiloses, no qual em alguns casos séo fatais. As aflatoxinas
produzidas por Aspergillus flavus estdo relacionadas & contaminacdo de alimentos, e
podem causar a morte de animais e até humanos causando aflatoxicose e/ou cancer
hepatotoxica e nefrotoxica (Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céncer, 1997,
PACHECO et al. 2010; HEDAYATI et al, 2007). Estas espécies produzem toxinas (Tabela
3) chamadas de micotoxinas, atacando pré e pds a colheita e infestando produtos
armazenados contaminando varios tipos de alimentos sob condigBes inadequadas de
estoque. A. flavus, A. parasiticus, A. ochraceus, A. fumigatus e A. clavatus sdo alguns dos
produtores de toxinas (ADAM et al. 1998; WANGIKAR, et al, 2005; GRAHAM et al,
1982; LEONI et al, 2001; MARIN et al, 2004; KLICH, 2002; MICHAILIDES et al, 2007;
YU et al, 2005).

Tabela 3. Micotoxinas conhecidas e relacionadas aos seus produtores

Espécie Toxinas

Aspergillus flavus aflatoxinas-B1, B2, G1, G2; acido aspergilico e acid

hidroxiaspergilicco; acido oxalico

Aspergillus parasiticus aflatoxinas-B1, B2, G1, G2
Aspergillus clavatus ascladiol
Aspergillus fumigatus gliotoxina
Aspergillus chavalieri gliotoxina
Aspergillus terreus gliotoxina; cido terreico
Aspergillus ustus austamide
Aspergillus ochraceus ocratoxinas
Aspergillus glaucus acido oxalico

Encontrado em solo, Aspergillus awamori foi citado em estudos sobre producdo de
enzimas hidroliticas (celulases, xilanases e pectinases) em fermentacdo solida utilizando
residuos da industria de vinhos (BOTELLA et al. 2005). Este fungo também esta



Lira, Diana Duarte. CARACTERIZACAO DE Aspergillus sp. QUANTO A CAPACIDADE DE 19

relacionado a outros estudos como a processos de sintese de tanase, purificacédo de (1,4)-/ -
D-arabinoxylana  Arabinofuranohydrolase, pesquisas envolvendo producdo de
glucoamilase (KORMELINK et al., 1991; ALESHIN et al., 1992; NUNBERG et al., 1984;
PAVEZZI et al., 2008 ).

Aspergillus niger é amplamente distribuido e capaz de crescer em quase todo tipo
de substrato organico, sendo encontrado no solo, gréos, frutas estragadas, vegetais, tecidos
de algodéo, couro, l4cteos e outros substratos ricos em proteinas (RAPER & FENNELL,
1965). Participa do ciclo do carbono, produzindo diversas enzimas hidroliticas e
oxidativas, e tem a capacidade de degradar polimeros complexos de plantas, é oportunista
em infec¢des humanas, sendo bastante utilizado na indUstria biotecnol6gica, em processos
de fermentagdo como na producdo de &cido citrico e tanase, sendo produtor da toxina
ocratoxina A (PERFECT JR. et al., 2001; MAGNUSON J. et al., 2004; LEKHA et al.,
1994; KLICH, 2002 ). Faz parte do grupo de Aspergillus pretos o qual é muito
diversificado, e apenas abordagens fenotipicas ndo sdo suficientes para sua identificacéo
sendo um forte candidato para manipulacdo genética (VARGA et al., 2011 ). Segundo
Palacios-Cabrera et al., (2005) em seu trabalho constatou que A. niger entre A. carbonarius
e A. ochraceus, mostrou-se mais xerofilicos crescendo a temperaturas acima de 30°C,
inclusive a 41°C em diferentes meios. Também foi observada a presenca de A. niger em
algumas marcas de chés de capim-lim&o, sem contudo apresentar a producéo de aflatoxinas
(GOMES et al., 2008).

Aspergillus aculeatus, normalmente encontrada em solo, foi descrito em trabalhos
que envolvem a producédo das enzimas hemicelulases, proteases e celulases utilizadas em
indastrias alimenticias. Trabalhos envolvendo A. aculeatus na produgdo de xilanase e
celulase utilizando como substrato cana-de-agucar (SALES et al., 2010).

Aspergillus japonicus isolados de solo, plantas rizosfericas e serrapilheira citado em
trabalhos no qual foi avaliada a atividade de pectinesterease, endo e exo-poligalacturonase
(TEXEIRA et al 2000).

Aspergillus tamarii, primeiramente isolado de molho de soja japonés, comumente
isolado de solo e sementes de varias culturas e em outros substratos (KLICH, 2002). E um
bom produtor de amilase e glucoamilase, segundo Moreira, tendo como fonte de carbono,
amido ou maltose (1999). Também é um promissor produtor de tanase segundo Costa et
al., 2008.

Aspergillus terreus é amplamente distribuido no mundo e encontrado em solos,

pastagens e isolados em culturas armazenadas (milho, cevada e amendoim). Produz
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diversos tipos de metabolitos secundarios como micotoxinas (patulina, citrininas,
citreoviridina e gliotoxina) e drogas (lovastatina) (VARGA et al, 2005; BALAJEE, 2009).
A. terreus é relacionado a infeccbes invasivas em pacientes imunocomprometidos,
podendo causar onicomicose, IA - invasiva aspergilose (ABARCA, 2000; BALAJEE
2009). Segundo Baddley (2003) infeccGes causadas por A. terreus tem alta taxa de

mortalidade em comparag&o a outros fungos dos géneros.

2.4. Aspergillus Isolados de Ambiente Marinho

Segundo Antia et al., (2011), isolaram Aspegillus aculeatus de esponjas marinhas e
baseando-se em seus estudos constaram que fungos marinhos crescem em meios
contendo agua salgada e ndo crescem facilmente em meio de cultivo sem o sal,  como
suplemento e, ainda 0s que conseguem crescer apresentam morfologia diferente.

Basheer et al., (2011) em sua pesquisa sobre produgdo da enzima lipase, concluiu que o
género Aspergillus é um grupo marcante na producdo de enzimas de interesse industrial.
E o A. awamori BTMFWO032 isolado de 4gua do mar apresentou potencial para ser
utilizado em biorremediacéo de 6leo. Passarini et al., (2011) em seu trabalho constatou
que Aspergillus sclerotiorum também isolado de ambiente marinho, do coral
scleractinian M. hispida apresentou capacidade em degradar pireno e benzo[a]pireno,

ambos PAH considerados recalcitrantes.

2.5.Biorremediacéo de Petroderivados por Aspergillus

O Oleo diesel € um subproduto da destilagdo de petrdleo bruto constituido
basicamente de hidrocarbonetos parafinicos, olefinicos e arométicos (composto de 4tomos
de carbono e hidrogénios), suas cadeias variam de 8 a 38 atomos de carbonos, e em
concentracbes menores: hidrogénio, enxofre e oxigénio (MAZZUCO, 2004). Os
hidrocarbonetos sdo considerados indicadores de poluicdo por ser o componente mais
abundante no petroleo, sao classificados em quatro classes: aromaticos, alcanos, alcenos e
cicloalcanos (SOUZA, 2009): hidrocarbonetos parafinicos ou alcanos sdo formados por
cadeias carbonicas retas, tendo ou ndo ramificagdes e ligagcdes simples; hidrocarbonetos
arométicos contém o nucleo benzénico, cadeia fechada com 6 &tomos de carbono e
ligagdes simples e duplas alternadas; hidrocarbonetos olefinicos ou alcenos sdo cadeias

carbdnicas insaturadas, com uma ou mais liga¢des duplas; os aromaticos sdo considerados
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mais toxicos e persistentes apresentando propriedades mutagénicas ou cancerigenas, 0s
com dois ou mais anéis sdo denominados hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS)
(SOUZA, 2009). Os HAPs sao lipossoluveis, portanto sdo facilmente absorvidos por
organismos como animais e seres humanos, podendo reagir com o DNA e causar
alteracdes (JACQUES et al, 2007).

Acidentes envolvendo derramamentos ou vazamentos de 6leo diesel no mar causam
grandes danos a vida marinha, e a dificuldade em conter seu espalhamento nas superficies
das aguas tem atraido a atencdo de pesquisadores para estes eventos (GOMES, 2004). O
periodo de permanéncia do contaminante no local depende de sua composicdo, das
correntes maritimas e de outros fatores como fatores fisicos (turbuléncia), quimicos
(fotodecomposicdo) e bioldgicos (biodegradagdo). Devido a reacdo que ocorre entre a
composicao complexa de sais, que estdo presente em aguas marinhas, e a composicao
quimica do petroleo e seus derivados podem formar compostos mais toxicos e
recalcitrantes (PEREIRA Jr et al., 2009).

Em novembro de 2011, a Petrobras detectou um vazamento de 6leo (Figura 3) na
plataforma de exploragdo SEDCO 706, operada pela Chevron, no Campo do Frade na
Bacia de Campos no Rio de Janeiro. Este vazamento apresentou uma mancha de dimensao
de cerca de 68 km de extensdo, com cerca de 160 km? de 4rea, a Agencia Nacional de
petréleo (ANP) estima que tenha vazado entre 200 e 330 barris/dia no periodo de 8 a 15 de
novembro. Foi entdo criado um grupo de acompanhamento para fiscalizar as medidas
tomadas pela Chevron Brasil Petrdleo Ltda., para conter o vazamento (Assessoria de
Imprensa da ANP, 2011).

Figura 3. Incidente ocorrido no Campo do Frade na Bacia de Campos no litoral de Rio de Janeiro — Chevron

Brasil Petréleo Ltda.
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Foto 1 - Imagem da exsudacio no dia 11M0OV, captada por ROV
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Esses acidentes vém ocorrendo com mais frequéncia nas Ultimas décadas e isto
mobilizou varias pesquisas em buscas de forma que possam minimizar os danos ao meio
ambiente. S8o conhecidos varios métodos utilizados quando ocorre uma contaminagéo de
solo e 4gua em determinado ambiente, estes metodos podem ser fisicos, quimicos e
bioldgicos. A biorremediagdo € um método bioldgico que tem mostrado resultados
satisfatorios mediante os contaminantes.

Segundo Silva & Esposito (2010), biorremediagdo € a utilizacdo de sistemas
bioldgicos para recuperar a qualidade ambiental mediante a degradacdo dos poluentes.
Neste processo ocorre a mineralizagdo que é a transformacéo do poluente em dioxido de
carbono e &gua, realizada por micro-organismos. Das reacbes de degradagdo de
hidrocarbonetos arométicos a do sistema enzimatico intracelular citrocromo P-450
monoxigenase é a mais estudada. Essa reagdo acontece primeiramente pela epoxidacédo de
um dos anéis aromaticos catalisada pela citrocromo P-450 monoxigenase formando um
intermediério instavel, um dxido de areno o qual é hidratado por uma epéxido hidrolase
formando transdiidrodiol e, por arranjos ndo enziméaticos, se formam fenodis
(SUTHERLAND, 1992; BRINK et al., 1998).

As técnicas de biorremediagdo sdo divididas em in situ o qual a remediacéo ocorre
no local onde ouve a contaminagéo pela agdo dos micro-organismos nativos e, ex situ - o
material contaminado é removido e tratado em outro local (Tabela 4). Nas técnicas in situ
sdo relatadas o biocaumento — é acrescentado micro-organismos exdgenos ao local
contaminado; bioestimulo — é adicionado nutrientes para  estimular a agdo dos micro-
organismos nativos. Nas técnicas ex situ tem landfarming, compostagem, e biorreatores
(JACQUES et al, 2007; GOMES, 2004).

A biodegradacgdo é um processo natural que ocorre no proprio local, porém lento e
incompleto, quando um contaminante entra em contato com a agua do mar, por exemplo,
podem sofrer varios processos fisico-quimicos e bioldgicos, a intensidade com que estes
processos ocorrem varia ao longo do tempo. O petr6leo e seus derivados tém, ha décadas,
contaminado o meio ambiente: solo, &guas superficiais (dulcicola e marinha) e
subterraneas, devido acdo humana. O refino, transporte e distribuicdo s&o meios pelos

quais ocorrem contaminagdes do meio ambiente.
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Tabela 4. Tipos de biorremediacao

In situ Ex situ

Bioaumento Landfarming

Bioestimulo Compostagem
Biorreatores

Fontes: JACQUES et al, 2007; GOMES, 2004

Diversas espécies de fungos sdo utilizadas para degradar hidrocarbonetos presentes
no 6leo diesel, sendo o género Aspergillus bastante representativo. O género Aspergillus
em comparagdo a outros fungos como Fusarium, Mucor, e Penicillium tem sido visto
como mais promissor na degradacéo de petrdleo e dleo diesel, além de outros produtos de
refinaria como gaséleo, querosene e gasolina, e hidrocarbonetos aroméaticos como tolueno,
p — xileno e etilbenzeno utilizando linhagens isoladas a partir de 4gua do mar (VELIEV et
al., 2008 ). O género Aspergillus também foi descrito como degradador de REYSOL,
mistura hidrocarbonica, que tem uma composicdo semelhante a do querosene, pode ser
aplicado em processos de biorremediacdo de agua e solo contaminado por petroleo e
petroderivados e apresenta efetividade na biodegradagéo de fenol até uma concentracéo de
989 £ 15 mg L- (MANAFI et al., 2012; PASSOS et al., 2009). Por exemplo, A.
sclerotiorum, adaptado ao ambiente salino, sedimentos marinhos ou ao oceano foi descrito
como um bom degradador de pyreno, um contaminante HAP (PASSARINI et al., 2011).
Segundo YI et al (2011), o fungo Neosartorya sp., teleoformo de Aspergillus sp.,
apresentou potencial em remover mistura complexa de hidrocarbonetos e ainda mostrou
bons resultados na remediacdo de agua e solo contaminados por dleo. Concluindo que a
linhagem BL4, Neosartrya sp., pode ser utilizado para cleanup de solo contaminado por
hidrocarbonetos e compostos organicos. Aspergillus fumigatus alcangou um taxa de
degradacdo mais elevada (61,29%) de octano, sugerindo que a populagéo de fungos pode
ser utilizada em processos de biorremediacdo de &reas poluidas por hidrocarbonetos de
petréleo e metabdlitos recalcitrantes (DHAR et al., 2012; LIU et al., 2011). Aspergillus
awamori apresentou bons resultados na biodegradacdo de fenol, catecol e 2,4 -
diclorofenol, e ainda isolados a partir da 4gua do mar também apresentaram potencial para
serem utilizados em industrias devido a sua producgdo de lipase extracelular concluindo
que a linhagem pode ser utilizada para biorremediacdo de compostos arométicos e no
tratamento de efluentes contaminados por 6leos (STOILOVA et al., 2006; BASHEER et
al., 2011 ). Aspergillus niger foi utilizado em estudo de degradagdo de hexadecano
(VELASCO-ALVAREZ et al., 2011). E ainda, segundo Maruthi et al (2013), A. niger
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junto com Phanerocheate chrysosporium foram capazes de degradar hidrocarbonetos em
solos contaminados por petrleo, mostraram-se eficazes no processo de reciclagem de

residuos.

Maciel et al (2010) concluiu em seu trabalho que Aspergillus tamari, isolado ou em
consorcio com Penicillium griseofulvum e Cunninghamella elegans, apresentou excelente
potencial na degradagdo de lubrificantes automotivos antes e ap6s a queima, o qual é
utilizado em motores movidos a 6leo diesel e a gasolina. A. tamarii, isolado ou em cultura
mista com P. purpurogenum, também foi testado em experimentos com o objetivo de
analisar a biodegradagdo de corantes recalcitrantes de efluentes téxteis, e apresentaram
bons resultados na remocéo do corante (RAMALINGAM et al., 2010).

Aspergillus terreus mostrou-se eficiente na degradagdo de fluoreno e apresentou,
junto com A. fumigatus, grande potencial para biodegradacéo de polietileno de baixa
densidade (GARON et al., 2000; ZAHRA et al., 2010). A. flavus apresentou capacidade
em degradar o corante azul Drimarene transformando-o em metabolitos ndo-toxicos e
portanto considerado como promissor no tratamento de corantes contendo antraquinona
presentes em efluentes téxteis (ANDLEEB et al., 2012). Em um estudo sobre as
caracteristicas de biossor¢do por A. flavus, os resultados mostraram que este fungo pode
ser utilizado como biossorvente de baixo custo e eficiente na remocao de ions Pb(ll) e
Cu(Il) a partir de solucbes aquosas (AKAR, T. & TUNALLI, S., 2006). A. ochraceus foi um
dos fungos utilizados em tratamentos de biorremediacéo, sendo eficaz em experimentos
para tratar efluentes industriais téxteis através da biossor¢do dos corantes presentes nos
efluentes (ANASTASI et al., 2009).
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3.  MATERIAL E METODOS

3.1. Micro-organismos

As linhagens foram procedentes da agua do mar e do Rio Ipojuca, proximo a
instalagdes da empresa Termopernambuco S/A localizada no complexo portuario de Suape
no municipio do Cabo de Santo Agostinho- PE (Figura 4). Foram mantidas em meio de
cultura CZ — Czapek Dox solution Agar (DOX.1910).

Figura 4. Empresa Termope — Grupo Neo (08° 23" 45" S 34° 58' 04" O)

Fonte: http://escadacom.wordpress.com/2011/09/page/9/

3.2. Analise morfoldgica

As linhagens foram inoculadas nos meios de cultivo contendo as exigéncias
nutricionais necessarias para producao de estruturas reprodutivas, como os meios: Agar
extrato de levedura Czapek, segundo Pitt (1973), (CYA: K;HPO4-1,0g; extrato de
levedura- 5,0g; sacarose- 30,0g; Czapek concentrado- 10,0 ml; Agar- 15,0g; agua
destilada- 1L), Agar Extrato de Malte, segundo Blakeslee (1915), ( MEA: Extrato de
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malte- 20,0g; peptona- 1,0g; glicose- 20,0g; Agar- 15,0g; &gua destilada- 1L), Agar
Czapek Dox, segundo Dox,1910, (CZ: K;HPO, - 1,0g; Czapek concentrado- 10,0g;
sacarose- 30,0g; Agar- 17,5g; 4gua destilada- 1L), e semeadas em trés pontos equidistantes
a partir do centro da placa de Petri contendo os meios e incubada durante sete dias a 25°C.
Apb6s o periodo de incubacdo foram analisadas caracteristicas macroscopicas como
coloragéo do verso e reverso das col6nias, diametro das colonias, presenga ou auséncia de

exudato e pigmentos soluveis.

Para observacdo micromorfoldgica foram feita 1aminas a partir de coldnias crescidas
em MEA e CYA utilizando o corante Azul de Aman (Lactofenol de Aman). Foram
observados 0s seguintes caracteres seriacdo, vesicula, conidios, estipe, células Hulle,

cleistotécio, esclerdcios e ascésporos, utilizando o microscopio éptico.
3.3. Teste com o Indicador Redox 2,6 Diclorofenol-indofenol (DCPIP)

Foram testadas vinte e trés linhagens de Aspergillus sp. para a primeira selegdo de
linhagens capazes de degradar 6leo diesel segundo a método de Hanson et al., (1993). O
teste consistiu em ensaios realizados em frascos Erlenmeyer (50 ml) contendo meio
Bushnell Haas - BH, (1g de KH;PO4 1g de K;HPO, 1g de NH;NOjs; 0,29 de
MgS0..7H,0, 0,05g de FeCls; 0,02g de CaCl,.2H,0, para 1000 mL); 2 blocos gelose com
0 indculo; 500l de 6leo diesel e 500ul do indicador redox 2,6- diclorofenol-indofenol
(DCPIP). O indicador redox 2,6 diclorofenol-indofenol atua como aceptor de elétrons na
oxidacdo bioldgica promovendo mudanca da cor azul para incolor. O teste inclui os
controles bidticos, nos quais foi acrescentado 500l de glicose (solucéo 10 g/ 1000 ml de
agua destilada) como fonte de carbono e, abidticos os quais consiste na auséncia do

indculo.
3.4. Selegdo de Linhagens para Otimizagéo

Foram utilizadas para esta segunda sele¢do todas as linhagens que promoveram a
viragem da coloragdo azul para incolor do indicador DCPIP em 24 horas no primeiro
experimento de selecdo. As linhagens repicadas em placas de Petri contendo o meio de
cultivo Czapek durante trés dias foram inoculadas, trés blocos de gelose contendo o fungo,
em frascos Erlenmayer contendo 50 ml do meio de cultivo caldo BH acrescidos de 5% de
Oleo diesel. Foram mantidas em estado estatico e incubadas a 30° C por 10 dias.

Experimento realizado em triplicata e adicionado do controle.



Lira, Diana Duarte. CARACTERIZACAO DE Aspergillus sp. QUANTO A CAPACIDADE DE 27

Apbs o periodo de incubacdo, o micélio foi separado do liquido metabdlico por
filtragdo. O micélio foi submetido a lavagem por trés vezes em hexano, concentrado a seco
e retomado em diclorometano, obtendo o primeiro extrato metabdlico. E entdo, o micélio
foi submetido a secagem em estufa a 40°C por 24 horas para avaliar o peso seco do
material. E o liquido metabdlico submetido a extracdo dos subprodutos do Oleo diesel
utilizando o solvente diclorometano. Uma aliquota deste produto foi analisada em

cromatégrafo gasoso — CG-MS.

O cromatdgrafo utilizado para este experimento foi 0 modelo Shimadzu™ 17A/QP
5050A na temperatura de injecéo e de interface de 290°C, e a coluna cromatogréfica OV-5
(5% difenil e 95% dimetilpolisiloxano) com dimensdes de 30m x 0,25 um. A temperatura
foi programada para variar linearmente de 40°C a cada 4 minutos e 290°C por 8 minutos
com taxa de aquecimento de 4°C min, o volume injetado foi de 1 L, com split de 1:98 e

fluxo de gas hélio de 1 mLmin™

Para a identificagdo dos hidrocarbonetos alifaticos foi realizada a comparagdo dos
espectros de massa dos compostos do 6leo diesel com os da Biblioteca de Compostos
Wiley™. Para este procedimento foi utilizado o espectrofotémetro de massa com ionizacao
elétrica e detector do tipo Multiplicador Secundario de Elétrons (70EV) que operou em

temperatura de fonte de ions de 290°C e varredura de 35m/z a 500m/z.
3.5. Otimizagdo e Planejamento Experimental

As linhagens selecionadas como descrito no item 3.4. foram submetidas a um
planejamento experimental Delineamento Composto Central (DCC) com trés variaveis 2°
mais 3 pontos centrais conforme tabela 5, com a finalidade de otimizar as condigdes
nutricionais do meio utilizado no processo. As varidveis utilizadas no processo foram a
concentragdo do nitrogénio (N), do fosforo (P) e do magnésio (Mg), moléculas utilizadas
em reacdes enziméticas. Os ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer contendo 50
mL de meio mineral BH (Bushnell Haas), 3 blocos de gelose com o indculo e
concentragdes de 5% de oOleo diesel e incubados a 28°+2°C, sob condigdo estatica por até

cinco dias.

A biodegradabilidade dos ensaios de otimizagdo foi evidenciada mediante a extragéo
dos subprodutos do tratamento e analisadas de acordo com a metodologia de Miranda et

al., (2007) através da comparacédo entre os picos dos compostos observados no controle e
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0s picos observados nos ensaios de otimizacdo. Foram retiradas aliquotas de cada ensaio e
extraidas com solvente diclorometano e suas fases foram separadas em funil de separacéo e

posteriormente injetadas no cromatdgrafo gasoso (CG).

Tabela 5. Matriz do Planejamento Fatorial

Ensaios Fonte de Nitrogénio Fonte de Fosforo Fonte de Magnésio
(NH,NO,) (KH,PO,) (MgS0,)
1 19 (-1) 1g(-1) 0,29 (-1)
2 29 (1) 19 (-1) 0.2 (-1)
3 19 (-1) 29 (1) 0,29 (-1)
4 29 (1) 29 (1) 0,29 (-1)
5 19 (-1) 1g(-1) 0,4 (1)
6 29 (1) 1g(-1) 0,49 (1)
7 19 (-1) 29 (1) 0,49 (1)
8 29 (1) 29 (1) 0,49 (1)
9(C) 1,59 (0) 1,59 (0) 0,39 (0)
10 (C) 1,59 (0) 1,59 (0) 0,39 (0)
11(C) 1,59 (0) 1,59 (0) 0,39 (0)

3.6. Toxicidade

A fim de monitorar os efeitos fitotoxicos do biotratamento de ambiente contaminados
por 6leo diesel, os subprodutos provenientes do biotratamento citado no item 3.5. foram
submetidos ao de teste de fitotoxicidade com sementes de pepino caipira (Cucumis sativus
L.), o qual consistiu na constatagdo de germinagdo e em medic¢Oes de crescimento de raiz
de acordo com metodologia empregada por Tiquia et al., (1996). O teste consistiu em por
10 sementes em placas de Petri contendo papel de filtro duplo embebido em 2 mL de do

subproduto do biotratamento e incubadas por 5 dias a (+ 28°C), em triplicata.

Também foram acrescentadas dois controles, um positivo com &gua destilada e outro
negativo com 6leo diesel. Apos o periodo de incubagdo foram analisadas a porcentagem de

germinacéo e o indice de germinacédo das sementes utilizando a férmula:
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Porcentagem relativa de germinacéo (%G) = Crescimento médio da raiz (%CMR) =
Média de sementes germinadas Média do crescimento da raiz
Média da semente germinadas no controle x 100 Média de crescimento da raiz do controle x 100

indice de germinagéo (%IG)
%IG =
% Germinacdo da semente x % Crescimento da raiz

100

4., RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ldentificacdo de Linhagens por Caracterizacdo Morfoldgica

Apb6s a identificacdo para constatacdo de linhagens de fungos filamentos
procedentes de 4gua do mar, foram confirmadas 140 linhagens fungicas das quais 23
linhagens pertencem ao género Aspergillus (Grafico 1, Tabela 6,7). Das 23 linhagens,
oito sdo da espécie Aspergillus aculeatus — AAC (Figura 5), trés de Aspergillus
japonicus -AJA, seis de Aspergillus flavus -AFL (Figura 6), dois de Aspergillus
awamori - AAW, dois de Aspergillus niger ~ANI (Figura 7), um de Aspergillus
terreus- ATE (Figura 8) e um de Aspergillus tamarii- ATA. Santos (2010) pesquisou 0
potencial de ecossistemas marinhos em aplicagbes biotecnoldgicas, avaliou a
diversidade de fungos de derivados marinhos e seu potencial na biorremediagdo de
poluentes ambientais. Gomes et al.,(2008) pesquisaram a diversidade de fungos em
ambientes marinhos em &gua e solo das praias de Casa Amarela e Bairro Novo, Olinda-
PE, e dentre os 20 géneros isolados, os géneros Aspergillus e Penicillium foram os mais
frequentes, A. flavus, A. terreus, A. niger, A. janus, A.japonicas, A. niger A. sydowii,

A. terreus foram alguns representantes de Aspergillus.
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Grafico 1. Linhagens de fungos filamentosos isolados de aguas do porto de Suape-PE.

16%

m Outros Fungos

Aspergillus sp.

Tabela 6. Espécies de Aspergillus spp.procedentes da agua do mar e do rio Ipojuca, localizada no complexo
portuério de Suape no municipio do Cabo de Santo Agostinho.

Quantidade Espécie Procedéncia
Mar Rio Ipojuca
8 Aspergillus aculeatus AAC03, AACO7, -
AACO08, AAC38,
AAC39, AACTY,
AACB80, AACI0
6 Aspergillus flavus AFL10, AFL13, AFL102
AFL35, AFL46,
AFL59,
3 Aspergillus japonicus AJA04, AJASS, -
AJA95
2 Aspergillus awamori AAW20, AWAT74 -
1 Aspergillus terreus - ATE103
2 Aspergillus niger ANI44 ANI107
1 Aspergillus tamarii - ATA122
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Figura 5. Aspergillus aculeatus apos sete dias de crescimento a 25°C nos meios de cultura Agar extrato de
levedura (CYA) ( A- Reverso, B- Verso); Agar extrato de Malte (MEA) (C- Reverso, D- Verso) e Agar
Czapek dox (CZ) (E- Reverso, F- Verso).
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Figura 6 . Aspergillus flavus ap6s sete dias de crescimento a 25°C nos meios de cultura Agar extrato de
levedura (CYA) ( L- Reverso, K- Verso); Agar extrato de Malte (MEA) (J- Reverso, I- Verso) e Agar Czapek
dox (CZ) (H- Reverso, G




Figura 7. Aspergillus niger ap6s sete dias de crescimento a 25°C nos meios de cultura Agar extrato de
levedura (CYA) (R- Reverso, Q- Verso); Agar extrato de Malte (MEA) (P- Reverso, O- Verso) e Agar
Czapek dox (CZ) (N- Reverso, M- Verso)
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Figura 8. Aspergillus terreus ap6s sete dias de crescimento a 25°C nos meios de cultura Agar extrato de
levedura (CYA) (W- Reverso, X- Verso); Agar extrato de Malte (MEA) (V- Reverso, U- Verso) e Agar Czapek
dox (CZ) (T- Reverso, S- Verso).
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Tabela 7. Caracterizagdo fenotipica das linhagens Aspergillus

Linhagem Cor da Col6nia Seriacéo Diametro da Conidio Vesicula
Coldnia
CYA cz MEA CYA|CZ |MEA Forma Textura Forma Tamanho
Aspergillus flavus ve alv alv u 106 | 78 | 101 Gl fr pi 17,5 um
Aspergillus aculeatus pr pr am u 75- | 65- 140/55 gl/el r gl/pir 54 um
80 | 70
Aspergillus terreus ma ma ma b 45 | 27 | 41 Gl | pi 9um
Aspergillus tamari ve ve ve u 90 | 95| 95 Gl r pi/gl 16 um
Aspergillus awamori pr pr pr b 55 | 60 | 60 Gl fr gl 20 pm
Aspergillus japonicas pr pr ma u 75 | 65| 55 gl/el r gl 30 um
Aspergillus niger pr pr pr u/b 105|199 | 71 Gl r gl 103 um
Reverso Exudato Cleist/escler Pigmento soltvel Estipe
C C M c|C Z| M C C MJ|C Y|[C| M E Textura Tamanho
Y z E Y E|Y z E A z A
A A A AlA A
Aspergillus flavus ma ve ve +/- +/- - | H- | H- ] H- - - - r 579-650 pm
Aspergillus aculeatus ma alv am - - - - - - - - - I/p 600 um
Aspergillus terreus ma bg ma + + - - - - - - - | 169 um
Aspergillus tamari ma Ma/ve | Malve| - - - - - - - - - fr 50-110 pm
Aspergillus awamori ma cz cz - - + - - - - - - fr 300-1100 pm
Aspergillus japonicas Ve/ma |Ve/ma| ve - - - - - - - - - | 400 um
Aspergillus niger bg alv alv - - - - - - - - - | 900pum

Legenda: 25°C, 7 dias de incubagdo, diametro da colénia-mm.

u = unisseriado; b = bisseriado: gl = globoso; el = eliptico: | = liso; fr = finamente rugoso; r = rugoso.
pr-preto; ve-verde; am-amarelo; ma- marron; a/v- amarelo/verde; p- pigmentada: gl-globosa; pi-piriforme;
esp-espatulada; cl-clavada: p/b-preto/branco; cz-cinza; bg-bege
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4.2. Teste de Sele¢do com Indicador Redox 2,6 Diclorofenol Indofenol

As linhagens foram submetidas ao teste de sele¢cdo com DCPIP, de acordo com o método
de Hanson et al., (1993) para selecionar linhagens que promoveram oxidacao bioldgica do
indicador em menor periodo de tempo, o que é representado pela mudanca da coloragdo azul
para incolor (Figura 9). A figura 9 ilustra, em sequéncia, 0 controle negativo (sem a presenca
de inoculo), controle positivo (tendo como fonte de carbono solucéo glicosada) seguidos de
trés ensaios contendo como fonte de carbono o éleo diesel. Das vinte e trés linhagens de
Aspergillus sp. testadas (Gréafico 2) oito viraram o corante em 24 horas, cinco viraram em 48
horas, seis em 72 horas, uma em 120 horas e uma em 192 horas. Duas linhagens néo viraram
0 corante. A viragem em 24hs foi representada pelas espécies A. flavus (AFL10, AFL13,
AFL46 e AFL59), A. aculeatus (AACO03), A. niger (ANI107) e A. tamarii (ATA122). A
viragem do corante (figura 9) em 48hs foi realizada pelas espécies A. japonicus (AJA04), A.
aculeatus (AAC39, AAC77, AACS80) e A. awamori (AAW74). A viragem em 72hs foi
realizada pelas espécies A. awamori (AAW20), A. niger (ANI44), A. japonicus (AJA85,
AJA95), A. aculeatus (AAC90) e A. terreus (ATE103). A linhagem AFL35, um A. flavus
promoveu a viragem em 72hs e o AFL102, também A. flavus foi 192hs. No trabalho de
Maciel et al., (2010) A. tamarii tanto isolado como em consorcio mostrou bons resultados na

degradacdo de lubrificantes automotivos limpos e usados.

Grafico 2. Resultados do teste da selecdo de DCPIP. Tempo de viragem em horas

B AACO3, AFL10, AFL13, AAC3S,
AFL46, AFL59, ANI107, ATA122

B AJA04, AAC39, AAWT4, AACTT,
AACS80

AAW?20, ANI44, AJA85, AACIO0,
AJA95, ATE103

B AFL35

mAFL102

Legenda: A. flavus — AFL10, AFL13, AFL35, AFL46, AFL59, AFL102; A. aculeatus — AAC03, AAC38,
AAC39, AACT77, AACB0, AACIO0; A. japonicus — AJA04, AJA8B5, AJA95; A. awamori — AWA20, AWAT74; A.
tamarii — ATA122; A. niger- ANI44, ANI1107; A. terreus — ATE103.
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Figura 9. Viragem do corante DCPIP. Por diferentes espécies de Aspergillus com 24, 48 e 72horas A-
Aspergillus flavus, 24 hs; B- Aspergillus aculeatus, 48 hs; C- Aspergillus japonicus, 72 hs. Legenda: 1 —
controle negativo; 2 — controle positivo; 3, 4, 5 — tratamento com 6leo diesel.
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4.3. Selecdo para Definir a Linhagem para Otimizag&o

O ensaio de degradacéo da linhagem A. aculeatus (AACO03) apresentou picos inferiores
a 30% de degradagdo de 6leo diesel com pH entre 6 e 7 e producdo de biomassa inferior a
0,02g (Fig.10). A linhagem A. aculeatus (AAC38) obteve degradacéo inferior a 45%, pH
entre 6 e 7 e biomassa abaixo de 0,02g (Fig. 13). A linhagem A. niger (ANI107)
apresentou resultados de degradacéo abaixo de 30% (Fig. 16), pH entre 6 e 7 e crescimento
micelial inferior a 0,02g. As duas linhagens de Aspergillus aculeatus e a de Aspergillus
niger, pertencentes a sec¢do Nigri, apresentaram um padréo em relacéo ao pH e biomassa,

e quanto a degradacao obtiveram valores também préximos, ou seja, abaixo de 45%.

A linhagem A. flavus (AFL10) apresentou niveis de degradacdo abaixo de 40%
acompanhado do pH do liquido metabdlico abaixo de 4 e uma biomassa inferior a 0,14g
(Fig.11). A linhagem AFL13 também um A. flavus abaixo de 45%, pH inferior a 4 e um
crescimento de biomassa inferior a 0,19 (Fig.11). Na figura 14 mostra a porcentagem de
degradacéo da linhagem A. flavus (AFL46), o qual foi inferior a 35% com pH abaixo de 4
e biomassa proxima de 0,1g. Na figura 15 apresenta a degradacgdo da linhagem A. flavus
(AFL59) com picos que chegaram em torno de 80% e pH proximo a 3 e biomassa entre
0,12g e 0,14g. E na figura 17 € apresentado a degradacdo da linhagem A. tamarii
(AFL122) que foi abaixo de 50%, pH entre 5 e 6 e biomassa 0,07g.

Como visto nos resultados todas a linhagens pertencentes & espécie Aspergillus
flavus tiveram um padrdo quanto ao pH que todos entre 3 e 4 e crescimento micelial entre
0,099 e 0,149, porém a degradacdo houve uma diferenca significativa para a linhagem
AFL59 que teve picos proximos a 80% enquanto que as outras linhagens ndo passaram de
45%. A. flavus e A. tamarii, ambos da sec¢do Flavi, ndo seguiram um padrdo nos
resultados de pH e biomassa. A. flavus apresentou padréo em relacdo a pH e biomassa
diferente de A. tamarii que apresentou resultados diferentes tanto os de A. flavus quanto os

das linhagens de A. aculeatus e A. niger.



Lira, Diana Duarte. CARACTERIZACAO DE Aspergillus sp. QUANTO A CAPACIDADE DE 39

Figura 10. Degradacdo de O&leo diesel por Aspergillus aculeatus (AACO03) na
porcentagem de 5%.
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Figura 12. Degradacéo de 6leo diesel por Aspergillus flavus (AFL13) na porcentagem de 5%.
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Figura 14. Degradagdo de Oleo diesel por Aspergillus flavus (AFL46 ) na porcentagem de 5%.
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Figura 16. Degradacéo de 6leo diesel por Aspergillus niger (ANI07 )na porcentagem de 5%.
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Figura 17. Degradagdo de 0Oleo diesel por Aspergillus tamarii (ATA122 )na porcentagem de 5%.
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4.4. Otimizacdo

Com base no experimento de selecdo no subitem 4.3. foi selecionada a linhagem de
Aspergillus flavus - AFL59 para o experimento de otimizacdo, neste experimento foram
realizados 11 ensaios cujas varidveis foram N (NHsNO3), P (KH,PO,4 ) e Mg (MgSOy).
Apos extracdo dos subprodutos do biotratamento e injetadas aliquotas em cromatdgrafo
gasoso (GC) foram analisadas 13 cadeias de hidrocarbonetos mais evidentes presentes no
Oleo diesel. Para a andlise é feita uma comparacdo entre os picos dos compostos
observados no controle e os picos observados nos ensaios de otimizagdo (ROSATO, 1997).
Estudos sobre biorremediacéo de solos contaminados por 6leos derivados do petréleo com
os fungos Phanerocheate chrysosporium e Aspergillus niger mostraram serem eficazes
agentes de biodegradagéo desses hidrocarbonetos (MARUTHI et al., 2013).

A eficiéncia de degradacdo (E.D%) de Gleo diesel dos ensaios apresentou porcentagem
proximo a 100% para o hidrocarboneto nonano, com excecdo do ensaio quatro que foi
43,63%, entre decano e hexadecano ndo apresentou picos de degradagdo e a partir
heptadecano até heneicosano apresentaram picos de degradagdo com as maiores porcentagens
de 20,85% para heptadecano no ensaio 05, de 21,8%, para octadecano, de 27,44%, para
nonadecano e de 27,76%, para heneicosano, os trés no ensaio 7 e de 37,11% para
heneicosano no ensaio 10 (grafico 3). Volke-Sepulveda et al. (2006) constatou em seu
trabalho que o hexadecano, um hidrocarboneto alifatico presente no ¢leo diesel, foi
completamente degradado por A. niger ATCC-9642 em concentragdes elevadas. A levedura
Rhodosporidium tiruloides apresentou resultados satisfatorios em trabalhos de biorremediacéo

mostrando ter potencial na degradacdo de 6leo diesel (KUMARI et al., 2011).

A auséncia de picos das cadeias carbonicas entre decano (C10) e hexadecano (C16)
possivelmente foi devido & quebra das cadeias carbdnicas maiores, entre heptadecano (C17) e
heneicosano (C21), aumentado & concentragdo de cadeias entre decano (C10) e hexadecano
(C16). Também foi observado que os ensaios cinco e dez, aléem da degradacdo do nonano em
torno de 100%, apresentaram os melhores percentuais de eficiéncia de degradagéo das cadeias
de heneicosano (C21). Miranda et al. (2007) investigaram a degradagdo de hidrocarbonetos
alifaticos presentes no 6leo diesel por levedura R. Aurantiaca (UFPEDA 845) e C. ernobii
(UFPEDA 862), a primeira linhagem apresentou maior degradagdo para decano, nonano e
dodecano (93,0%, 38,4% e 22,9%, respectivamente), ja& a segunda alcancou completa

degradacéo para tetradecano, 5-metil-octano e octadecano, e parcial degradacdo para decano,
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nonano. Segundo Dhar et al, (2012) Aspergillus fumigatus foi capaz de degradar 61,29% de
octano e Penicillium waksmani também obtiveram uma alta porcentagem de degradacédo de
querosene e diesel (60,5% e 59,85%, respectivamente). Li et al., (2010) utilizando bactérias
observou que as variaveis o nitrogénio, fésforo e pH influenciaram a biodegradagdo do 6leo
diesel em &gua do mar, obtendo as seguintes condigdes 6timas de Nitrogénio (NaNOs3) foi
0,143 g, Fosforo (KH, PO,) foi 0,022 g, e o pH ideal foi de 7,4, em nosso trabalho ndo houve
diferencas significativas de degradacao entre os ensaios realizados utilizando as variaveis N, P

e Mg.

Os ensaios 2 (N-2g, P-1g e Mg-0,2g) e 3 (N-1g, P-2g e Mg-0,2g) do experimento de
otimizacdo apresentaram resultados inconclusivos para o objetivo do trabalho de modo que
ndo foi possivel calcular a eficiéncia de degradacdo (ED%) dos hidrocarbonetos presentes no
6leo diesel. Souza et al., (2012) também constatou que a bactéria Yarrowia lipolytica
apresentou potencial de degradar 6éleo diesel produzindo bioemulcificante na presenca de agua

do mar.

Grafico 3. Eficiéncia de degradacdo do 6leo diesel, na concentragdo de 5%, dos ensaios da otimizacdo por

Aspergillus flavus — AFL59.
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45. Toxicidade

Os resultados dos testes de fitotoxicidade dos ensaios de otimizagao na concentragdo de
5% de 6leo diesel mostraram-se satisfatorios, utilizando a linhagem Aspergillus flavus —
AFL59 (graficos 4, 5 e 6). Os ensaios de otimizagdo utilizando o planejamento
experimental Delineamento Composto Central com onze ensaios apresentaram o menor
indice de germinacdo de 43,6% e o maior de 98,4% (tabela 8; 9) em compara¢do com 0
controle positivo, demonstrando que o residuo proveniente do tratamento de otimizacao
ndo foram toxicos. Nos ensaios de fitotoxicidade nas placas de controle com 6leo diesel, as
sementes ndo apresentaram germinacgao, 0 que comprova a toxicidade dos petroderivados
(fig.18). Nas placas de controle com agua destilada apresentaram crescimento de todas as
sementes (figura 18).

Segundo Rivera-Cruz & Trujillo-Narcia (2004), crescimento vegetal reduzido,
germinacéo inibida e morte vegetal indicam o grau de toxicidade de poluentes. Segundo

Baek et al. (2004) o crescimento de raizes de milho foi levemente reduzido em solo

contaminado com concentrac@es elevadas de hidrocarbonetos alifaticos C20.

Figura 18. A — Controle positivo; B — Controle negativo; C — Tratamento com residuo.

Tabela 8. Resultados dos ensaios de fitotoxicidade com 6leo Diesel.

TESTE DE FITOTOXICIDADE-OLEO DIESEL

Parametros 1 2 3 4 5 6 C(+) C()
%G 100% 100% 96% 93% 96% 100% 100% 0%
%CR 70,20% 81,60% 80,40% 66,20% 51,30% 70,10%  100% 0%
1G 70,20% 81,60% 77,10% 61,50% 49,20% 70,10% 100% 0%

Tabela 9. Resultados dos ensaios de fitotoxicidade com 6leo Diesel.

TESTE DE FITOTOXICIDADE-OLEO DIESEL

Parametros 7 8 9 10 11 C(+) C(-)
%G 100% 100% 100% 100% 96% 100% 0%
%CR 89,60% 80,40% 89,60% 90,80% 82,70% 100% 0%

[€] 89,60% 80,40% 89,60% 90,80% 79,39% 100% 0%
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Grafico 4. Desvio padrao e média do indice de crescimento das raizes do teste fitotoxicidade.
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Grafico 5. Desvio Padrdo e Média do indice de germinacéo do teste de fitotoxicidade.
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Gréfico 6. Indice de Germinacio (1G%) das sementes de pepino caipira, em ensaios de otimizagdo de
Aspergillus flavus (AFL59), crescidas na concentracdo 5% de dleo diesel apds cinco dias de

crescimento da raiz.
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5. CONCLUSAO

A linhagem Aspergillus aculeatus foi a mais frequente seguida de Aspergillus flavus,
no entanto, ndo apresentou bons indices de degradacgéo de 6leo diesel, e das linhagens de A.
flavus somente uma apresentou resultados satisfatorios seguida de A. tamarii, ambos
mostraram-se promissores no tratamento de ambiente marinho poluido por dleo diesel. A.
niger apresentou os menores indices de degradagdo de 6leo diesel. Diante dos resultados dos
testes de otimizacéo e de fitotoxicidade concluimos que o tratamento do petroderivado 6leo
diesel utilizando linhagens fangicas é eficiente na degradacdo de hidrocarbonetos de cadeias
longas ndo apresentando toxicidade para o meio ambiente. O género Aspergillus além de ser
um fungo encontrado em aguas marinhas apresenta potencial para ser utilizado em tratamento

de regides marinhas apds contaminagdo por petroderivados.
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APENDICES

Resultados da analise no cromatégrafo gasoso (GC) dos ensaios de degradacdo do 6leo diesel, por

Aspergillus flavus, do experimento de otimizagdo das condi¢Ges nutricionais.

Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio Ensaio

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11
Nonano 100% 0 0 43,63% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Decano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Undecano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dodecano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tridecano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tetradecano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pentadecano 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hexadecano 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Heptadecano | 9,21% 1127% | 20,85% | 16,99% | 15,73% 8,54% 7,44% 3,35% 7,96%

Octadecano | 11,15% 1562% | 10,17% | 13,53% 21,8% 8,55% 11,61% 9,77% 10,19%

Nonadecano | 18,48% 19,81% | 17,09% | 24,08% | 27,44% | 20,37% [ 17,94% [ 1579% 17,4%

Eicosano 21,61% 2579% | 16,69% | 2543% [ 27,76% | 23,22% | 1913% | 16,93% | 22,57%

o |o |o |o |o |o |o |o |o |o |o |©o
o |o |o |o |o |o |o |o |o |o |o |©o

Heneicosano | 17,94% 5,77% 32,55% | 22,94% 26% 19,59% [ 18,98% | 37,11% | 19,43%
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