L[S
[ [~~2
e~

)|

g

3

US IMPAVID,
[ A ]

VIR

UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

BIODIVERSIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM AGUA DO MAR E
APLICACAO DE CONSORCIO NA DEGRADACAO DE OLEO DIESEL

Flavia Virginia Ferreira de Arruda

Recife-PE

2015



FLAVIA VIRGINIA FERREIRA DE ARRUDA

BIODIVERSIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM AGUA DO MAR E
APLICACAO DE CONSORCIO NA DEGRADACAO DE OLEO DIESEL

Tese apresentado ao Programa
de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Biologicas, como parte das
exigéncias para obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncias
Biologicas.

Area Biotecnologia

Orientadora: Prof®. Dra.Galba Maria de Campos Takaki

Co-orientadora: Prof®Dra. Norma Buarque de Gusméo

Recife-PE
2015



Catalogacio na Fonte:
Bibliotecdrio Bruno Marcio Gouveia, CRBE-4/1788.

Arruda, Flavia Virainia Ferreira de

Biodiversidade defungos filamentosos em dgua do mar e aplicacdo de consorcio na
degradacio de dleo diesel / Flavia Virginia Ferreira de Arruda. — Recife: O Autor, 2015.

99 il

Orientador: Galba Maria de Campos Takaki, Morma Buarque de Gusméo
Tese(doutorado) —Universidade Federal de Pernambuco. Centro de

Ciéncias Biologicas. Pos-graduacio em Ciéncias Biologicas, 2015.
Inclui referéncias & anexos

1. Fungos 2. Biorremediacdo 3. Diesel | Campos-Takaki, Galba Maria
de (orient.} Il. Gusméo, Morma Buarque de (coarient.) 1. Titulo.
TR E COD (22.ed.) UFPEACCB-2015-266




BIODIVERSIDADE DE FUNGOS FILAMENTOSOS EM AG}UA DO MAR E
APLICACAO DE CONSORCIO NA DEGRADACAO DE OLEO DIESEL

Tese apresentada ao programa de POs
Graduacdo em Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Pernambuco,
como requisito final exigido para a
obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
Biologicas, area de  concentracdo:
Biotecnologia.

Data de Aprovacdo: 10 /02 / 2015

Prof°Dra. Galba Maria de Campos-Takaki
Universidade Catoélica de Pernambuco-UNICAP
Orientadora

Prof’Dra. Hélvia WalewskaCasullo de Arajo
Universidade Federal de Campina Grande-UFCG

Prof’Dra. Luciana de Oliveira Franco
Universidade Federal Rural Pernambuco-UFRPE

Prof.Dr. Carlos Alberto Alves da Silva
Universidade Catélica de Pernambuco-UNICAP

Prof’Dra. Maria Cristina Motta
Universidade Federal Pernambuco-UFPE



Venceras

N&o desanimes.
Persiste mais um tanto.
N&o cultives pessimismo.
Centraliza-te no bem a fazer.
Esquece as sugestdes do medo destrutivo.
Segue adiante, mesmo varando a sombra dos proprios erros.
Avanga ainda que seja por entre lagrimas.
Trabalha constantemente. Edifica sempre.
N&o consintas que o gelo do desencanto te entorpeca o coracao.
N&o te impressiones nas dificuldades.
Convence-te de que a vitdria espiritual é construcdo para o dia-a-dia.
N&o desistas da paciéncia.
N&o creias em realizacbes sem esforco.
Siléncio para a injdria. Olvido para o mal. Perd&o as ofensas.
Recorda que os agressores sdo doentes.
N&o permitas que os irmaos desequilibrados te destruam o trabalho ou te apaguem a
esperanca.
N&o menosprezes o dever que a consciéncia te impde.
Se te enganaste em algum trecho do caminho, reajusta a propria visdo e procura 0 rumo
certo.
N&o contes vantagens nem fracassos.
N&o dramatizes provagoes ou problemas.

Conserva o habito da oracdo para quem se te faz a luz na vida intima.
Resguarda-te em Deus e persevera no trabalho que Deus te confiou.
Ama sempre, fazendo pelos outros o melhor que possas realizar.
Age auxiliando. Serve sem apego.

E assim venceras.

Autor: Emmanuel
Psicografia de Chico Xavier



A Deus,
aos familiares,
em especial ao meu irmao Jeimes Arruda

e aos amigos.



AGRADECIMENTOS
Primeiramente a Deus, sempre a Ele, eternamente a Ele;
Aos meus pais Marcelo e Edneide, pai obrigada por torcer;
Ao meu irmdo Jeimes Arruda, meu maior orgulho e admiracao, por toda forca e incentivo
mesmo de longe. Jamais poderei retribuir e agradecer a tudo. A sua familia linda que
também é minha familia, Sandy, e minhas lindas sobrinhas, Ana Clara e Maria Valentina
(Dinda);
A Andrea Carla que chegou em um momento muito importante de minha vida e também
se tornou muito importante a minha vida, obrigada por todo carinho, paciéncia, apoio e
forca;
As minhas primas/irmas Lu, Bel, Fabi e Katia, todo amor e gratiddo que tenho por vocés
s&o poucos;
Aos meus primos, Edney, Ivo, Eduardo, dentre tantos outros;
Aos meus compadres e comadres, e meus afilhados lindos e especiais: Marcelinho, Duda,
Reginaldo, Sophia, Joana e Petrus, Dinda ama vocés;
Ao0s meus tios e tiase todos os meus familiares;
A Robson Cavalcanti (Robinho) e Luis Claudio mais que amigos, filho e irméo, obrigada,
serei eternamente grata, vocés acreditaram e me fizeram acreditar, vocés me levantaram;
Aos meus amigos, em especial, Nel, Mama, Talyce, Manu, Persio, Erik, Raul, Rita,
Edelvio, Diana, Camila, Rafael, Maria Claudia, Evelyne, Jaci, por todo apoio e forca
quando eu mais precisei vocés estavam 1a, minha familia Danti;
As amigas da graduacédo, Geo e Joana;
A professora Galba Maria Campos Takaki, por ter aceitado e ter compreendido;
A professora Kesia Xistos por todos os conselhos e forca;
A professora Leonor por todo carinho, palavras tranquilizantes e horas prazerosas durante
o cafe;
A minha eterna professora Norma Gusmao foi com ela que tudo comecou e hoje nao é
apenas minha professora, mas minha amiga, minha mae também.
A agencia financiadora CAPES, aos laboratorios LAMAI da Universidade Federal De
Pernambuco e NPCIAMB, Universidade Catolica de Pernambuco e ao Programa de

Pds Graduacdo em Ciéncias Biologicas

Obrigada a todos, por acreditarem, mesmo quando eu ndo achava possivel!!!



RESUMO

A Dbiorremediacdo é uma tecnologia na qual se utiliza micro-organismos capazes
dedegradadrem compostos quimicos, como o0s presentes no Oleo diesel e outros
petroderivados, além do petroleo. O dleo diesel é um combustivel fossil, derivado do
petroleo, utilizado em diferentes motores, formado basicamente por hidrocarbonetos
(composto quimico formado por atomos de hidrogénio e carbono, além de conter na
composicdo, pequena quantidade, oxigénio, nitrogénio e enxofre). E o principal
combustivel comercializado no Brasil, possuindo inclusive refinaria no estado de
Pernambuco. Varios acidentes estdo relacionados a esse petroderivado. Os danos
causados por esses acidentes s@o objetos de pesquisas na tentativa de remediar os efeitos
causados por conta da contaminagdo, em especial por problemas com derramamento no
mar e na terra. No presente trabalho foi realizado isolamento, identificacdo, avaliacdo da
atividade enzimética, bem como o potencial biodegradador de micro-organismos, em
culturas puras e culturas mistas, isolados de dgua do mar a partir da coleta realizada no
Complexo Portuario de Suape, PE, Brasil. Foram isolados 187 fungos, sendo destes
2513% do tipo leveduras e 74,87% filamentosos. Das 140 linhagens de filamentosos
isolados procedentes de agua do mar foram identificados 23 dos géneros Aspergillus e 20
de Penicillium, e 97 de outras espécies de fungos. O fungo identificado como Aspergullus
terreus foi 0 que apresentou uma maior atividade para a enzima manganés peroxidase
com 7668U/L na concentracdo de 3% de Gleo diesel. A producdo de lacase foi observada
com as trés concentracdes de Oleo diesel (1%, 3%, e 5%) pelo fungo Aspergillus
awamori, cuja producdo foi de 1660U/L, 1650U/L e 1240UJ/L, respectivamente. Uma
melhor producdo da enzima lignina peroxidase observou-se com o fungo Aspergullus
niger, nas concentracdes de 3% e 1% de Oleo diesel, com atividades de 128U/L e
102UJ/L, respectivamente. Nos ensaios de degradacéo, as concentragdes utilizadas de 6leo
diesel foram de 1%, 5% e 10%. Os micro-organismos associados apresentaram valores de
degradacdo até quase 50%, em 5% o6leo diesel, quando apresentados na concentracdo de
10%, os percentuais de degradacdo chegaram quase a 20% dos constituintes do 6leo
diesel. Quando em culturas mistas entre fungos filamentosos e bactérias observou-se
degradacdo superior a 20% e fungos filamentoso e levedura, degradacdo préxima aos
30%. Os resultados apresentados demonstram a eficiéncia do uso de micro-organismos
em processos biotecnoldgicos, nos processos de biotratamento de poluentes derivados de
petroderivados, demonstrando que os fungos filamentosos sdo eficientes e promisores na
remocao de poluentes toxicos.

Palavras chave: Biorremediacdo, fungos filamentosos, biotratamento, enzimas
ligninoliticas, agua do mar.



ABSTRACT

Bioremediation is a technology in which it is used degrading micro -organisms of the
chemical compounds in diesel and other oil petroderivados, beyond petroleum. Diesel oil
is a fossil fuel, derived from petroleum, used in different engines, consisting primarily of
hydrocarbons (chemical compound made up of hydrogen and carbon atoms, and contain
the composition, small amount, oxygen, nitrogen and sulfur). It is the main fuel sold in
Brazil, including having refinery in the state of Pernambuco. Several accidents are related
to this petroderivado. The damage caused by these accidents is research objects in an
attempt to repair the effects because of contamination, in particular by problems with
spill on sea and land. In the present work was carried out isolation, identification,
assessment of enzymatic activity as well as the potential biodegradador of
microorganisms isolated from sea water from the collection held at the Port of Suape, PE,
Brazil. 195 fungi were isolated; of these 14% are type yeast and filamentous 76%. Of the
140 strains isolated from filamentous coming from seawater were 23 of the genera
Aspergillus and Penicillium 20 and 97 of other species of fungi. The fungus encoded as
Aspergullus terreus was the one with a manganese peroxidase activity with 7668U / L at
a concentration of 3 % diesel fuel. The production of laccase was observed with all three
concentrations of diesel oil (1%, 3% and 5%) by Aspergillus awamori, whose production
was 1660U / L, 1650U / L, 1240U / L, respectively. For the lignin peroxidase enzyme
observed with Aspergullus niger fungus at concentrations of 3% and 1% of diesel oil with
activities of 128U / | and 102u / I, respectively. In degradation testing, the concentrations
used of diesel oil were 1 %, 5% and 10%. The micro -organisms associated degradation
values presented to almost 40% , 5 % diesel oil and presented in a concentration of 10% ,
the percentage of degradation reached almost 20% of diesel oil constituents . The results
show the efficiency of the use of microorganisms in biotechnological processes in
bioremediation processes petroderivados derivatives pollutants, showing that filamentous
fungi are efficient and promisores in removing toxic pollutants.

Keywords: Bioremediation, filamentous fungi, bioprocessing, ligninolytic enzymes, sea
water
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1. INTRODUCAO

O dleo diesel € um combustivel obtido a partir do refino do petréleo no processo
inicial de destilacdo, entre outras, as fracdes denominadas de leve e pesadas, sdo basicas
para a producdo de 6leo diesel (BAPTISTA, 2009).

Apresenta principalmente em sua composi¢do atomos de carbono e hidrogénio, e
em menores concentra¢fes enxofre, oxigénio e nitrogénio, poréma sua composi¢do
especifica dependera da fonte do petréleo, do método de producdo e dos processos de
destilacdo (ANP, 2014).

E um composto volatil, limpido, toxico de cheiro forte e o principal combustivel
comercializado no mercado brasileiro, utilizando-se principalmente nos transportes de
cargas e de passageiros (como 6nibus, caminhdes, furgdes, navios e locomotivas). Entre
estes transportes o diesel tem uma maior utilizacdo nas maquinas agricolas (75%),
seguido das locomotivas (16%) e por altimo na producdo de energia (5%)
(PETROBRAS, 2014).

Em 2008, o Brasil utilizou 1,8 milhdes de barris de petroleo por dia, ocupando a
12% posicdo mundial (2,3% do total mundial), de 6leo diesel foi produzido 41 milhdes
de m*(ANP, 2009).

Diversas substancias, hoje presentes no ambiente, tém sido geradas pelo homem
através da sintese quimica. Embora muitas possam ser degradadas em poucos meses por
algum organismo, outras persistem na natureza por um longo tempo. Consideradas
recalcitrantes, estas moléculas alheias ao mundo dos seres vivos (xenobioticas) ndo sdo
biodegradadas ou, quando o sdo, 0 processo € muito lento. Como resultado das
atividades humanas, aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de substancias
quimicas perigosas sao liberadas anualmente no meio ambiente. Em alguns casos, trata-
se de emissdes deliberadas e regulamentadas (residuos industriais), em outros, de
escapamentos acidentais (manchas de 6leo ou de petr6leo) (MALAJOVICH, 2011).

As refinarias de petroleo geram uma grande quantidade de materiais indesejaveis
gue poluem o meio ambiente sendo os principais poluidores do solo e dos mananciais
de &gua. As fontes desse produto originam-se, sobretudo dos fundos de tanques-
reservatorios dos navios petroleiros, das unidades de tratamento e do armazenamento
(CETESB, 2014).

O Brasil demonstrou ter uma grande preocupacdo quanto ao meio ambiente, ha

inimeros mecanismos legais que visam assegurar a protecdo ambiental, mas
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infelizmente esses mecanismos por si s ndo sdo capazes de acabar com a degradacéo
desenfreada dos recursos naturais (ABBAS, 2003).

Biorremediacdo é um processo no qual se utilizam agentes biolégicos para remover
poluentes toxicos do ambiente terrestre e aquatico. Este processo teve inicio em 1988,
quando cientistas comecaram a utilizar micro-organismos para limpar poluentes e lixos
toxicos (RI1ZZO, 2014). A partir dessa origem varios estudos tém sido conduzidos na
tentativa de decompor os diversos tipos de poluentes.

Véarios sdo 0s micro-organismos responsaveis por diminuir a contaminagdo do
ambiente, tais como as bactérias, os fungos filamentosos e as leveduras. Embora muitos
destes tenham a necessidade nutricional igual a nossa, outras metabolizam substancias
como: metais pesados, petroleo e seus derivados, enxofre, gas nitrogénio, xenobidticos e
mercurio (ABBAS, 2003).

A diversidade do meio ambiente estd diretamente relacionada com equilibrio
ambiental, o qual é diretamente afetado pela liberacdo de residuos industriais e urbanos.
Algumas espécies de microrganismos podem atuar como decompositores, em processos
de biorremediacéo, auxiliando na recuperagdo de areas contaminadas (POLONIO et al.,
2014).

O sucesso da biorremediacao esta ligado diretamente a uma ampla compreensdo das
condicdes fisicas, quimicas, bioldgicas e de uma aprofundada avaliacdo da
aplicabilidade das técnicas “in situ” e “ex situ” (SANTOS et al., 2007).

Os ambientes marinhos sdo caracterizados por teores elevados de sal e a presenca de
uma variedade de ions, parece razoavel para avaliar o uso de organismos marinhos para
a biorremediacdo na dgua do mar.

A importancia dos fungos para os processos biotecnoldgicos na area ambiental,
como uma alternativa a biorremediacdo de ambientes contaminados por compostos
xenobidticos tem sido ressaltada devido a capacidade desses organismos de produzir
peroxidases e fenoloxidases. Essas enzimas tém sido avaliadas para tratamento
enzimatico de diferentes tipos de contaminantes (ALDERETE et al., 2009; PASSOS et
al.,2009).

Os tratamentos enzimaticos surgiram como uma alternativa a alguns processos
convencionais de tratamento. Isso se deve a vantagens que apresentam como
seletividade e eficiéncia (mesmo em baixas concentragdes) e ao desenvolvimento em
nivel de producgéo de enzimas, traduzido na sua disponibilidade comercial o mais baixo
preco (KARAM e NICELL, 1997).
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2. OBJETIVO GERAL

Isolar micro-organismos presentes em ambientes aquaticos do complexo do
Porto de Suape (PE, Brasil) e do rio Ipojuca, avaliando o potencial biotecnoldgico na
producdo de enzimas do sistema lignolitico, bem como testar consorcios microbianos
entre fungos filamentosos e bactérias, leveduras e fungos filamentos nos processos de
remediacao da poluigdo aquatica pelo 6leo diesel.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Conhecer os parametros fisico-quimicos das dguas coletadas;

e Selecionar fungos filamentosos, com potencial para degradar 6leo diesel;

e Avaliar a capacidade de degradacdo por micro-organismos em diferentes
concentracdes de Gleo diesel;

e Determinar os subprodutos de degradacéo;

e Auvaliar a eficiéncia da degradacdo dos hidrocarbonetos do dleo diesel pelos
fungos filamentosos;

e Auvaliar a eficiéncia de consorcios fungicos em degradar 6leo diesel;

e Avaliar a degradacdo de 6leo diesel por consorcio entre micro-organismos;

e Auvaliar a producdo de enzimas lignoliticas por fungos filamentosos com
potencial aplicacdo biotecnoldgica;

e Auvaliar a toxicidade dos subprodutos gerados pela degradacdo do ¢éleo

diesel;
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Oleo diesel

Combustiveis fosseis sdo misturas complexas cuja composicdo difere de
refinaria para refinaria e de acordo com o tipo de petrdleo bruto processado. A fim de
tornar o diesel em condicGes adequadas de trabalho as suas propriedades sdo fixadas
para um valor padrdo, que podem ser variados em diferentes paises, de acordo com suas
condi¢cdes climaticas. Além disso, para reduzir a poluicdo, algumas regras e
regulamentos tém sido moldados de modo a limitar a quantidade de componentes
prejudiciais como o enxofre do combustivel (AGARWAL et al., 2013).

O termo 6bleo refere-se a uma classe de substancias, que se apresenta no estado
liquido e viscoso nas condi¢bes ambientes de temperatura e pressao ao nivel do mar.
Sdo hidrofébicos (imisciveis com a agua) e lipofilicos (miscivel com outros
6leos),podendo ser de origem vegetal, animal e mineral (PETROBRAS, 2014).

Os 0leos de origem vegetal sdo muito utilizados na culinaria, como no preparo
de alimentos, enquanto que os Oleos de origem mineral sdo 0s mais empregados na
lubrificacdo (Oleos lubrificantes) ou na manutencdo de pecas mecanicas, como
combustiveis e ainda podem ser modificados quimicamente como € o caso dos Gleos
sintéticos. Os o6leos de origem mineral podem ser utilizados também como anti
ferruginosos ou desengordurantes. Entre eles temos o O6leo diesel, que é
preferencialmente utilizado como combustivel nos meios de transportes e de trabalhos
movidos a diesel, mas que nada impede que sejam usados, como lenha, para
movimentar turbinas ou esquentar caldeiras (PETROBRAS, 2014).

E um produto pouco inflamavel, toxico, pouco volatil, limpido, livre de material
em suspensdo e com odor forte e caracteristico (Figura 1). Recebeu este nome em
homenagem ao engenheiro alemao Rudolf Diesel que inventou um meio mecanico para

explorar areacdo quimica originada da mistura de 6leo e do oxigénio presente no ar.
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Figura 1: Oleo diesel.

Disponivel em: http://news.riosulense.com.br/?p=1372

Acesso em agosto de 2014

O Oleo diesel, como é chamado em Portugal e no Brasil, € um derivado da
destilacio do petroleo bruto (Figura2) usado como combustivel nos motores a diesel. E
um composto constituido basicamente por atomos de carbono, hidrogénio
(hidrocarbonetos) e em baixas concentracbes por enxofre, nitrogénio e oxigénio,
possuindo com uma faixa de ponto de ebulicdo variando aproximadamente entre 170°C
e 370°C, o que corresponde a destilados intermediarios do petréleo, o diesel é
selecionado de acordo com suas caracteristicas de ignicdo e de escoamento, adequadas
ao funcionamento dos motores ciclo a diesel.

Segundo Nikanjam (1992) no o6leo diesel estdo presentes as misturas de
hidrocarbonetos oléfinicos, saturados e aromaticos com moléculas de Cqa Cyydecarbono
na faixa de ebulicdo de 170 - 350°C, com propor¢des menores de nitrogénio, enxofre e
oxigénio contendo compostos organicos. Odiesel € comum em duas classes:

1-D grau (diesel N°. 1), geralmente destilado em corrida em linha reta
comintervalo de ebuligéo 170-270° C.

2-D grau (diesel N° 2), a mistura de duas ou mais correntes de refinaria de
petréleo, incluindo gas craqueado, pesados leves, nafta e gaséleo pesado, entre outros,
com intervalo de ebulicdo 180 - 350 °© C. Em geral, a palavra diesel é usada

principalmente com referéncia a essa série.
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Figura 2: Esquema representativo do processamento e destilacdo do petroleo.
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Disponivel em: http://www.supletivounicanto.com.br/modulos/q
Acesso julho de 2014.

O oOleo diesel deve satisfazer uma ampla gama de tipos de motores, mesmo sob
condig¢Bes de funcionamento e ciclos de trabalho diferente, bem como variagdes na
tecnologia, as temperaturas e pressdes do motor de sistema do combustivel. Ao
controlar as especificacbes e as propriedades, é possivel satisfazer os requisitos de
diferentes tipos de diesel. Diante disso, algumas diretrizes foram estabelecidas pela
Sociedade Americana de Testes e Materiais (ASTMSs), para a qualidade do combustivel
diesel, porém alguns paises tém seus préoprios padrées, que podem variar. (NIKANJAM,
1992).

A composi¢do quimica, no que diz respeito a distribuicdo, € bastante variavel
nesses hidrocarbonetos, que podem ser classificados em quatro tipos: parafinas,
oOlefinas, nafténicos earomaticos. A predominancia de um ou outro tipo depende do
petréleo que o deu origem e do processamento e tratamento que ele sofreu na refinaria
(BAPTISTA, 2009).

A resolugdo da Agéncia Nacional do Petroleo, ANP, (2014) classifica o 6leo
diesel como um produto da destilacdo fracionada do petroleo, apresentando em sua

composi¢cdo principalmente hidrocarbonetos alifaticos de cadeia simples, néo


http://www.supletivounicanto.com.br/modulos/quimica/bloco%201/questao-5.gif
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ramificados, variando quando ao numero de carbono entre Co-Cyg (figura 3).
Encontrando também em sua mistura altos teores de enxofre, que varia de 0,1% a 0,5%,
como também produtos da combustdo como CO, NOx, SOx material particulados,
aldeidos, benzenos, cianetos, toluenos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, sendo

esses altamente letais aos ecossistemas e a biota neles presentes (Figura 4).

Figura 3: Exemplos de cadeia simples: a) Nonano; b) Decano; ¢) Dodecano.

Disponivel em: https://www. http://www.brasil.gov.br/meio-ambiente/2013

Acesso em marco. 2013.

Figura 4: Composi¢do quimica dos hidrocarbonetos alifaticos de cadeia simples

CoH2o Nonano CieHz4 Hexadecano
CioH22 Decano Ci7H3s Heptadecano
Cu1Ha4 Undecano CigHazs Octadecano
CiaHae Dodecano Ci9Hao Nonadecano
Ci3Has Tridecano CooHao Icosano
Ci4H30 Tetradecano CoHu Heneicosano
CisH3o Pentadecano CooHas Docosano

Disponivel em: https://www. http://www.brasil.gov.br/meio-ambiente/2013

Acesso em marco. 2013.

O oleo diesel, em suas variadas denominagdes, € o principal combustivel
comercializado no mercado brasileiro, sendo utilizado no transporte de cargas e de

passageiros, em embarcacdes, nas industrias, na geracdo de energia, no maquinario para
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construcdo civil, em maquinas agricolas e locomotiva sem motores de combustéo
interna e ignicdo por compressdo e empregados nas mais diversas aplicagdes.
(PETROBRAS, 2014).

Segundo a ANP N° 65, de 09.12.2011 - DOU 12.12.2011, os diferentes tipos de
diesel automotivo podem ser comercializados em trés versdes, diferindo pelo teor de
enxofre, e pelas regides onde sdo comercializados (PETROBRAS, 2014).

E um combustivel liquido cuja principal caracteristica ¢ permitir sua queima a
elevada taxa de compressdo no interior da camara de combustdo. Em geral, quanto
maior a taxa de compressdo, maior sera a eficiéncia na conversao da energia térmica em
energia cinética. Essa caracteristica em conjunto a baixa velocidade de combustdo
permite a ignicdo (por compressdo), desse combustivel, dispensando o uso de centelhas,
velas de ignicdo e todo seu sistema elétrico (Figura 5). A simplicidade do motor diesel,
seu regime de baixas rotagdes (queima lenta) e sua alta compressao (pecas internas mais
robustas) permitem seu uso em aplicacdes pesadas como furgdes, 6nibus, caminhdes,
embarcagBes maritimas, maquinas de grande porte, locomotivas, navios e aplicagdes
estacionarias (geradores elétricos). A evolucao dos projetos de motores diesel permitiu
seu funcionamento em rotacdes maiores € 0 uso de pecas mais leves, adequando sua

utilizacdo também aos automaoveis de pequeno porte (carros de passeio) (ANP, 2014).

Figura 5: Esquema gréfico do motor a diesel.

Viélvula de escapamento l*{ﬁ-« Injetor de combustivel

Admissdo de ar

Pistdo

Bloco do
motor

te Oleo

Disponivel em: http://www.ebah.com.br

Acesso agosto de 2014
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O petréleo brasileiro possui, na média, um baixo grau APl (American Petroleum
Institute), escala que mede a densidade dos liquidos derivados do petroleo, criada pelo o
que resulta em uma menor producgdo de diesel em comparagdo ao petréleo de alto grau
API, comum no Oriente Médio. Em funcéo dos tipos de aplicacdes, o diesel apresenta
caracteristicas e cuidados diferenciados para conservar sempre 0 mesmo ponto de fulgor
(menor temperatura na qual um combustivel liberta vapor em quantidade suficiente para
formar uma mistura inflamavel por uma fonte externa de calor)e ndo fugir dos padroes
de ignicdo pre-estabelecidos por essa tecnologia. Porém, em alguns paises, essa regra
vem sendo descumprida e j& é costume o governo permitir a mistura de outras
substancias ao oleo diesel. Apesar de, nos veiculos motorizados a utilizacdo de 6leo
diesel ser mais poluente para 0 meio ambiente devido a sua composi¢do quimica, este
oferece mais seguranca na prevencdo de incéndios. Isto porque este combustivel é
apenas inflaméavel pelo fogo quando encontrado em altas temperaturas ou altas pressoes
(ANP, 2014).

No Brasil é produzido apenas um tipo de diesel, porém sdo classificados em trés
tipos degraus, n° 1- D, n® 2- D e n° 4-D. Os dois primeiros sdo destilados e usados em
motores diesel de alta velocidade e em motores estacionarios de velocidades medias
(BAPTISTA, 2011) (Tabela 1).


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=American_Petroleum_Institute&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=American_Petroleum_Institute&action=edit&redlink=1
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Tabela 1: Formas de comercializagdo do 6leo diesel

SEGMENTO AUTOMOTIVO

Diesel Extra Diesel Extra | Diesel Diesel
Podium | Diesel Comum | Diesel | Comum Inverno(*)
S-50 S-50 S-50
Presenca Sim (5% em volume)
de Biodiesel
Presenca Sim Sim Né&o Sim Né&o Sim (se extra
de Aditivos diesel)
Enxofre Total 50 500 ou 1800 500
max. (ppm) Conforme
Resolucdo ANP
N° 65, de
09/12/2011
NuUmero de 51 46 42
Cetano min.
Coloracéo Incolor a amarelada (**)
(Presenca de corante vermelho no S1800 (***))
Filtracao Sim Né&o
Complementar
Nnos postos

(*) Desenvolvido para alcancar o grau de desempenho necessario para operar nas
regides que apresentam temperaturas ambientes de até -5°C.

(**) Podendo alterar para marrom e alaranjada devido a coloracao do biodiesel.

(***) A partir de 1° de julho de 2012 o corante vermelho devera ser adicionado ao S500
e 0 S1800 passaré a ter coloracdo incolor a amarelada.

Segundo a Petrobras (2014) o 6leo diesel se diferencia pelos tipos de aplicacGes:

3.1.1 Diesel comum

E o 6leo diesel mais simples, no recebe nenhum tipo de aditivo; possui uma
coloracdo incolor a amarelada, podendo alterar para marrom e alaranjada devido a
coloragédo do biodiesel. Se comercializado como diesel S1800 apresenta coloragédo
vermelha; Apresenta teor de enxofre maximo de 500 ppm ou 1800 ppm, pode ser
utilizado em qualquer veiculo movido a 6leo diesel; possui nimero de cetano de, no

minimo, 42.

3.1.2 Oleo diesel automotivo
O diesel automotivo é dividido em subgrupos que permitem sua adequacgao as

necessidades ambientais e dos usuarios. Dentre eles tem-se:
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O odleo diesel rodoviario que é classificado como do tipo A (sem adicdo de
biodiesel) e do tipo B (com adicdo de biodiesel). A Resolugdo da ANP n° 42apresenta a
seguinte nomenclatura para o 6leo diesel rodoviério:

a) Oleo diesel A S50 e B S50: combustiveis com teor de enxofre, maximo, de 50 mg/kg.
b) Oleo diesel A S500 e B S500: combustiveis com teor de enxofre, maximo, de 500
mag/kg.

c) Oleo diesel A S1800 e B S1800: combustiveis com teor de enxofre, maximo, de 1800

mg/kg."

3.1.3 Oleo diesel interior (méximo 0,35% de enxofre)
O oleo diesel interior é utilizado nas regiGes com as maiores frotas em circulagéo
e condicdes climaticas adversas a dispersdo dos gases resultantes da combustdo do dleo

diesel, necessitando de maior controle das emissoes.

3.1.4 Extra Diesel aditivado

O extra diesel aditivado € um 6leo diesel que contém aditivos com objetivo de
manter limpo o sistema de alimentacdo de combustivel, reduzir o desgaste dos bicos
injetores, reduzir a formacédo de sedimentos e depositos, proporcionar melhor separacao
da agua eventualmente presente no diesel e conferir maior protecdo anticorrosiva a todo
0 sistema de alimentacéo.

A utilizacdo continuada do Extra Diesel Aditivado garante uma pulverizacédo
mais eficaz do combustivel na cdmara de combustdo, permitindo uma mistura mais
homogénea do combustivel com o ar, melhorando o rendimento do motor, evitando o
desperdicio de oleo diesel e reduzindo as emissdes, contribuindo para uma melhor

qualidade do ar.

3.1.5 De referéncia (diesel padrao)
O chamado oOleo diesel de referéncia € produzido especialmente para as
companhias montadoras de veiculos a diesel, que o utilizam para a homologacdo de

motores nos ensaios de consumo, desempenho e de emissoes.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Biodiesel
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3.1.6 Oleo diesel maritimo
Também ocorrem subdivisdes no caso do 6leo diesel maritimo de forma a se
dispor da qualidade requerida pelo usuario. S8o encontrados o0s seguintes tipos,

comercializados no pais e/ou destinados a exportacao:

3.1.7 Maritimo comercial

Utilizado em embarcagbes maritimas, difere do Oleo diesel automotivo
comercial apenas na necessidade de se especificar a caracteristica de ponto de fulgor
relacionada a maior seguranca deste produto em embarcacGes maritimas. Para o 6leo

diesel maritimo o ponto de fulgor é fixado em um valor minimo de 60°C.

3.1.8 Especial para a Marinha / Artico
O tipo Especial para a marinha e Artico sdo produzidos para atender
necessidades militares e apresentam maior rigidez quanto as caracteristicas de ignicéo,

de volatilidade, de escoamento a baixas temperaturas e de teor de enxofre.

3.2 PROPRIEDADES

3.2.1 NUmero de Cetano

Cetano é um hidrocarboneto parafinico (alcano) usado como padrao na avaliagdo
das propriedades do diesel (o numero de cetano),é um dos mais comuns indicadores da
qualidade desse combustivel. Ele mede a capacidade do combustivel de entrar em
autocombustao quando injetado no motor

A qualidade de ignicdo do diesel pode ser medida pelo seu numero de cetano
(NC) ou calculado pelo indice de cetano (IC). O nimero de cetano é obtido através de
um ensaio padronizado do combustivel em um motor mono-cilindrico, onde compara-se
0 seu atraso de igni¢cdo em relacdo a um combustivel padrdo com nimero de cetano
conhecido.

O indice de cetano ¢ calculado através das correlagdes baseadas em propriedades
fisicas do combustivel, rotineiramente determinadas. Esse indice é funcdo do ponto de
destilacdo médio (T 50%) e da densidade, apresentando boa correlagdo com o numero

de cetano.
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3.2.2 Densidade

Indica a quantidade de massa por unidade de volume do combustivel que é
injetada no motor. Como a bomba injetora alimenta 0 motor com volumes constantes
para cada condicdo de operacdo, variando-se a densidade, varia-se a massa de
combustivel injetada. Valores acima desta, causam um enriquecimento da mistura
ar/combustivel, provocando o aumento das emissdes de particulados, monéxido de
carbono (CO), hidrocarbonetos. Por outro lado, a variagdo para valores muito baixos,

acarreta perda de poténcia e problemas de dirigibilidade.

3.2.3 Teor de Enxofre

Os petréleos contém compostos de enxofre, muito dos quais sdo removidos pelo
refino. Os Oxidos de enxofre formados pela combustdo do Oleo diesel podem ser
descarregados para a atmosfera ou se transformar em acidos na camara de combust&o.

O enxofre é um poluente em potencial presente na composi¢do do éleo diesel,
que possui grande importancia econdmica, uma vez que é o combustivel mais utilizado
no Brasil abastecendo principalmente os veiculos de grande porte responsaveis pelo
transporte publico e cargas terrestres como também embarcacGes maritimas. Entretanto,
este combustivel emite muitos poluentes. As altas concentracdes de enxofre emitidas
com a queima do diesel trazem diversos prejuizos ndao s6 para o0 motor dos veiculos,
mas também para 0 meio ambiente e para a satde das pessoas (SILVA, 2013).

Esse composto, enxofre, € um ametal e pode ser encontrado na sua forma livre
na natureza. Em seu estado fundamental, a temperatura ambiente, € encontrado no
estado sélido, na forma de cristais amarelo-limdo o que pode variar de acordo com o
teor de impurezas presentes. E insipido e inodoro e ocorrem em diversos minerais de
sulfito e sulfato (SHANG, 2013).

3.3 ACIDENTES

A forte industrializacdo e o desenvolvimento econdmico no Brasil tém
aumentado a demanda de recursos, de producdo e de tecnologia, fazendo com que o
meio ambiente seja muito impactado. Em contrapartida, a preocupagdo com o meio

ambiente tem aumentado de forma significante, o que gera diversos estudos de controle
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de impactos ambientais, recuperacdo de areas degradadas e contaminadas (Goncalves
2014).

As contaminagcfes dos solos e das aguas subterraneas trouxeram grandes
preocupacdes nas Ultimas trés décadas em diversos paises, principalmente os Estados
Unidos e na Europa. Esse problema ambiental torna-se mais grave para centros urbanos.
No Brasil a empresa CETESB - Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental,
ligada a Secretaria do Meio Ambiente do governo paulista, classifica area contaminada
como sendo uma area, local ou terreno onde h& comprovadamente poluicdo ou
contaminacdo causada pela introducdo de quaisquer substancias ou residuos que nela
tenham sido depositados, acumulados ou até mesmo naturais. Nessa area, 0S
contaminantes ou poluentes podem concentrar-se no solo, nos sedimentos, nas rochas
ou, de forma geral, nas zonas ndo saturadas e saturadas, além de poderem concentrar-se
nas paredes, nos pisos e nas estruturas de construcdes (CETESB, 2014).

A contaminacdo dos sedimentos marinhos costeiros por hidrocarbonetos
representa uma preocupacdo quanto a qualidade de seguranca desses referidos
ambientes (ONWURAH et al., 2007).

Durante a producdo e transporte de petréleo bruto, operacdo inadequada e
vazamento podem resultar em contaminacao do solo com hidrocarbonetos de petroleo.
ContaminacOes essas que podem provocar impactos ambientais significativos e
apresentar riscos para a satide humana (US EPA, 2010).

Contaminacédo por hidrocarbonetos na agua do mar tem sido considerada uma
preocupacdo internacional para o meio ambiente para a saude. A exploracdo dos
recursos de petréleo no mar, uso e transporte de produtos, residuos de emissdes e 0s
acidentes de derramamentos de 6leos frequentes, incorrem prejudiciais impactos para os
ecossistemas marinhos (BAO et al., 2012).

Udiwal e Patel (2010) afirmam que os riscos de contaminacdo ambiental durante
a exploracdo, o transporte e a armazenagem de petréleo e seus derivados representa uma
preocupagdo global. Esta contaminacdo €, principalmente, devido a derrames de
recipientes de armazenamento e bombas ou fugas acidentais.

Suape é uma Zona portudria associado com a introducdo de varias novas
industrias. A refinaria de petroleo tera a capacidade para processar 200 mil barris por

dia, 60% de producdo de oleo diesel. Consequentemente, o potencial de impactos
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ambientais da refinaria e atividades relacionadas serd significativo (CHAGAS-
SPINELLI, 2012).

IndUstrias de petréleo geram enormes quantidades de residuos, sélido e lamas,
alguns dos quais podem ser considerados perigosos devido a presenca de compostos
organicos toxicos e metais pesados. Essas industrias podem sofrer descargas acidentais,
resultando em operacdes anormais ou fugas devido ao fluxo de ruptura de linha ou
efluentes que podem transitar com agua da chuva podendo ser de grande perigo para o
ambiente. A inddstria do petrdleo estd envolvida nos processos globais de exploracéo,
extracdo, refino, transporte (muitas vezes com navios petroleiros e dutos), e produtos
petroliferos de marketing. Os produtos de maior volume dessas industrias sdo Gleo
combustivel e gasolina. O petréleo serve também como matéria-prima para muitos
produtos quimicos, incluindo produtos farmacéuticos, solventes, fertilizantes, pesticidas
e plasticos. Os efeitos das aguas residuais descarregadas acidentalmente por estas
indUstrias ndo sdo apenas devastadores para as pessoas, mas também para 0s animais,
peixes e passaros, afetando ecossistemas aquaticos. (UDIWAL e PATEL, 2010).

Varios acidentes, relacionados com o derramamento de oleo diesel foram
reportados nos ultimos anos (Anexo). Um dos acidentes que tomou proporcdes enormes
foi o da plataforma P-36 na Bacia de Campos em 2001, que culminou em uma lista de
desastres. No periodo que antecedeu o desastre da plataforma P-36, de 1998 a 2001,
ocorreram 99acidentes com 32 mortes e aproximadamente um milhdo de litros de éleo
foram derramados na Baia de Guanabara-RJ. (BENTO, 2005).

Na cidade do Rio Grande (RS) foram relatados varios problemas com
vazamentos de petroleo e seus derivados, tais como: marco de 2000, quando 18 mil
litros de Oleo cru vazaram em Tramandai, no litoral gadcho, enquanto eram transferidos
de um navio petroleiro para o Terminal Almirante Soares Dutra (Tedut), da Petrobras,

(disponivel em: http://www?1.folha.uol.com.br/folha/cotidiano - acesso dia 20 de janeiro

de 2013); em marco de 2001,no Porto de Rio Grande (RS), uma barcacga derramou 430L
de 6leo combustivel, contaminando as dguas do canal e provocando a morte de peixes

(disponivel em: http://www1.folha.uol.com.br/folha/cotidiano - acesso dia 20/01/2013);

nos meses de junho, setembro e dezembro de 2004, derrame de 6leo OCMAR, da
embarcacdo Guarapuava, quando em operacdo de descarga, no terminal da
TRANSPETRO - Rio Grande (BENTO, 2005); esse autor também relata que 6leo
gueimado foi derramado no Arroio Carahd, afluente da Lagoa dos Patos, alem deuma

mancha de 06leo que foi detectada no canal de navegacdo do porto de Rio Grande (RS).


http://www1.folha.uol.com.br/folha/cotidiano
http://www1.folha.uol.com.br/folha/cotidiano
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Em 2012 um vazamento de 15 mil litros de oleo diesel ocorreu no dia 06 de
setembro na praia de Maresias, em S&o Sebastido, no Litoral Norte de Sdo Paulo (Figura
6). O acidente ocorreu depois que um caminhdo da Petrobras tombou na Rodovia
Doutor Manoel Hyppolito Rego, em Sdo Paulo, interditando 800 metros da praia de
Maresias, parte do 6leo vazado atingiu as areias da praia e as aguas do mar (Jornal G1.
Disponivel em: http://g1.globo.com/sp/vale-do-paraiba-
regiao/noticia/2012/09/vazamento-de-oleo-iesel- Acesso em 10 de janeiro de 2014).

Figura 6: vazamento de dleo na praia de Maresias.

Disponivel em: Jornal Imprensa Livre http://www.cetesb.sp.gov.br/noticiasdatarde

Acesso: 15 de fevereiro de 2014

Outro derrame, com cerca de 40 mil litros de 6leo diesel, ocorreu apds um
acidente, atingindo Ribeirdo Linddia, em Londrina, no norte do Parana (Figura 7). O
acidente ocorreu no dia 19 de junho de 2012, no péatio ferroviario da América Latina
Logistica (ALL), em Londrina. Uma locomotiva e um vagédo carregado com o 6leo
diesel descarrilou e o produto vazou (Jornal G1, Disponivel em:

http://g1.globo.com/parana/noticia/ Acesso em; 10 jan. 2014).

Todos esses compostos, que entraram em contato com o meio ambiente, séo

produtos toxicos, mutagénicos, carcinogénicos e/ ou teratogénicos.


http://g1.globo.com/sp/vale-do-paraiba-regiao/cidade/sao-sebastiao-sp.html
http://g1.globo.com/sp/vale-do-paraiba-regiao/noticia/2012/09/vazamento-de-oleo-iesel-
http://g1.globo.com/sp/vale-do-paraiba-regiao/noticia/2012/09/vazamento-de-oleo-iesel-
http://www.cetesb.sp.gov.br/noticiasdatarde
http://g1.globo.com/topico/parana.html
http://g1.globo.com/pr/parana/cidade/londrina.html
http://g1.globo.com/parana/noticia/
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Figura 7: Vazamento de dleo diesel, atingindo Ribeirdo Lindoia, em Londrina,
no norte do Parana.

Disponivel em: jornal G1 http://g1.globo.com/sp/vale-do-paraiba
Acesso: 15 de fevereiro de 2014

A revista brasileira, Exame.com listou em 2010 os 10 maiores acidentes
causados por navios petroliferos. Segundo a revista nos Gltimos 70 anos, ocorreram
mais de 80 acidentes de média e alta gravidade o qual langaram nos mares e oceanos
cerca de 7,4 bilhdes de litros de petrdleo - o correspondente ao volume de quase 3000

piscinas olimpicas. Os dez maiores desastres respondem por 68% desse total.

1- Guerra do Golfo, Kuwait, Golfo Pérsico (janeiro/1991) Volume: 1 milhdo e 360
mil toneladas (753 piscinas olimpicas) Considerado o pior vazamento de petréleo da
historia, porém ndo foi acidental, mas deliberado. Esse acidente causou enormes danos a
fauna no Golfo Pérsico. Forgas iraquianas abriram as valvulas de pocos de petréleo e

oleodutos ao se retirarem do Kuwait.

2- Ixtoc I, Campeche, Golfo do México (junho/1979) Volume: 454 mil toneladas (251
piscinas olimpicas) A plataforma mexicana Ixtoc 1 se rompeu na Baia de Campeche,
derramando petr6leo no mar. A enorme maré negra afetou, por mais de um ano, as

costas de uma area de mais de 1.600 km2.
3- Poco de petroleo Fergana Valley, Uzbequistdo (mar¢o/1992) Volume: 285 mil
toneladas (158 piscinas olimpicas) um poco, no Vale da Fergana explodiu, afetando

uma das areas mais densamente povoadas e agricolas da Asia Central.

4- Atlantic Empress, Tobago, Caribe (julho/1979) Volume: 287 mil toneladas (159


http://g1.globo.com/topico/parana.html
http://g1.globo.com/sp/vale-do-paraiba
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piscinas olimpicas). Durante uma tempestade tropical, dois petroleiros colidiram
proximos a ilha caribenha de Tobago. O acidente despejou milhGes de litros de petréleo
bruto no mar.

5- Nowruz, Ird, Golfo Pérsico (fevereiro/1983) Volume: 260 mil toneladas (144
piscinas olimpicas). Durante a Primeira Guerra do Golfo, um tanque colidiu com a

plataforma de Nowruz causando o vazamento de 1500 barris de petréleo por dia.

6- ABT Summer, Angola (maio/1991) Volume: 260 mil toneladas (144 piscinas
olimpicas). O petroleiro Libéria ABT Summer explodiu na costa angolana, milhdes de

litros de petrdleo vazaram para o Oceano Atlantico, afetando a vida marinha.

7- Castillo de Bellver, Africa do Sul (agosto/1983) Volume: 252 mil toneladas (139
piscinas olimpicas). Depois de um incéndio a bordo, seguido de explosdo, o navio
espanhol rachou-se ao meio, liberando cerca de 200 milhdes de litros do éleo na costa
de Cape Town, na Africa do Sul.

8 - Amoco Cadiz, Franca (marco/1978) Volume: 223 mil toneladas (123 piscinas
olimpicas) O Amoco Cadiz rompeu-se a0 meio perto da costa noroeste da Franca. O

vazamento  matou  milhares de  moluscos e ouricos do  mar.

9 - M T Haven, Itélia (abril/1991) Volume: 144 mil toneladas (79 piscinas olimpicas)
O Petroleiro, 0 navio gémeo do Amoco Cadiz explodiu e naufragou préximo da costa de
Génova, a poluicdo na costa mediterranea da Italia e da Franga se estendeu por 12 anos

seguintes.

10 - Odyssey, Canada (setembro/1988) Volume: 132 mil toneladas (73 piscinas
olimpicas) O poco petrolifero localizado na provincia canadense de New founland
explodiu durante uma operacdo de perfuracdo da plataforma americana Odyssey.

Disponivel em: http://exame.abril.com.br/mundo/noticias/10-maiores-acidentes-

petroliferos-historia-556774. Acesso 17 de novembro de 2014.

O Brasil hoje demonstra uma maior preocupacdo quanto ao meio ambiente, ha
inmeros mecanismos legais que visam assegurar a protecdo ambiental, mas
infelizmente esses mecanismos por si s6 ndo sdo capazes de acabar com a degradacéao
desenfreada dos recursos naturais (ABBAS, 2003).


http://exame.abril.com.br/mundo/noticias/10-maiores-acidentes-petroliferos-historia-556774
http://exame.abril.com.br/mundo/noticias/10-maiores-acidentes-petroliferos-historia-556774
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Para proteger o meio ambiente é necessario que o desenvolvimento seja de
forma sustentavel, que o manejo dos recursos naturais seja feito com responsabilidade e
consciéncia, preservando assim para as futuras geracdes. Além do correto manejo, 0s
residuos gerados pelas atividades antropogénicas devem ser tratados e dispostos
adequadamente (CARNEIRO, 2010).

Os acidentes industriais ocorridos nos ultimos anos contribuiram de forma
significativa para despertar a atengdo das autoridades governamentais, no sentido de
buscar mecanismos para a prevencao desses episodios que comprometem a seguranga
das pessoas e a qualidade do meio ambiente.

Estes impactos das atividades humanas, principalmente a contaminagéo do solo
por substancias quimicas, e a mobilidade ou transporte dessas substancias podem
contribuir para a degradacdo dos ecossistemas e resultar na contaminacdo da atmosfera,
do solo e da agua, favorecendo o aquecimento global. Sendo assim, verifica-se a
dimensdo do problema, a necessidade de politicas publicas para a definicdo de
estratégias e a criacdo de instrumentos de gestdo relacionados a contaminacdo do solo e
seus efeitos diretos ou indiretos a saide humana e ao ambiente (RODRIGUES et al.,
2011).

Por esta razdo, um aumento da atencdo estd voltado para a pesquisa de novas
estratégias de tecnologias amigas e ambientais a ser aplicada para a remediacdo de
sedimentos contaminados por hidrocarbonetos. Entre essas estratégias, encontra-se a

biorremediacéo.

4. BIORREMEDIACAO

Nos altimos anos, novas tecnologias empregando micro-organismos e outros
organismos vém sendo pesquisadas para remover hidrocarbonetos de locais
contaminados (KHAN, 2013).

Biorremediacdo é o processo de tratamento que utiliza a ocorréncia natural de
micro-organismos, ou suas enzimas para degradar compostos poluentes. Utiliza-se além
dos micro-organismos, plantas verdes ou suas enzimas para que O ambiente
contaminado retorne a sua condic¢do original, para degradar substancias toxicamente
perigosas transformando-as em menos ou ndo toxicas. O processo de biorremediagdo se
da pelo fato dos micro-organismos utilizarem carbono organico como fonte de

alimentacdo. Convertedo assim os contaminantes em CO, e H,O. A biodegradacgéo


http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
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refere-se a transformacéo de moléculas xenobioticas por organismos A degradabilidade
é vista como um atributo desejavel, pois a persisténcia prolongada leva a contaminagéo
de outros ambientes e também de aguas subterrdneas (EMBRAPA. Disponivel em:
http://www.cnpma.embrapa.br/unidade/index.php3?id=227&func=unid Acesso dia 12
de jan. 2013).

A biorremediacdo em pequena escala, € um processo natural, uma vez que

micro-organismos e plantas convivem ha milhdes de anos com compostos organicos e
metais, coexistindo em ambiente de limitacdo ou de excesso. Para a industria, porém,
ndo tem 40 anos e, apesar de todo este tempo, continua evoluindo com o
desenvolvimento de novas tecnologias. Pode ser definida atualmente, de forma mais
ampla, como a aplicacdo de processos biolégicos a conversdo, atenuacgao ou eliminacao
de contaminantes ambientais, incluindo ndo s os micro-organismos, mas também as
plantas, enzimas e a interacdo entre eles. Muitos autores definem a biorremediacao de
uma forma mais realistica como a resposta bioldgica ao abuso do ambiente (JACQUES
et al., 2006).

Biorremediacdo é um processo do qual se utilizam organismos na remocdo de
contaminantes toxicos do meio ambiente. E técnica bastante promissora, pois visa a
minimizagdo dos impactos antropicos e a re-estruturagdo dos habitats naturais. Essa
tecnologia tem sido alvo de inimeras pesquisas, pois oferece uma maior seguranga, uma
menor perturbacdo ao meio ambiente e também é uma ferramenta eficiente a custos
baixos. A biorremediacdo possui grande aplicabilidade e a otimizacdo do seu processo
depende das condices ambientais, do tipo de contaminante e da técnica empregada. E
uma inovadora que merece atencdo e incentivo nos processos de recuperagao ambiental
(CARNEIRO, 2010).

Existem varios métodos para retirada de substancias recalcitrantes do meio
ambiente. As opc¢des vao desde a construcdo de barreiras fisicas, lavagem ou ventilacdo
do solo contaminado, e sua destruicdo por incineracdo ou por biorremediacdo. Esta
ultima utiliza-se agentes bioldgicos, operando com menor custo e mais rapidamente
(MALAJOVICH, 2011). Figura 8.


http://www.cnpma.embrapa.br/unidade/index.php3?id=227&func=unid
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Figura 8: Estratégias de biorremediacéo.

Micro-organismos Micro-organismos Micro-organismos geneticamente
do ambiente selecionado modificados (em sistema fechado)
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Otimizag¢ao dos
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(estruturado solo, | — - <—— | Suplemento de nutrientes
pH, aceptores de
elétrons). i -
Meio Descontaminado

Fonte: Biotecnologia, 2011. Capitulo 11: Biotecnologia e meio ambiente.

Métodos usando barreiras fisicas e dispersantes quimicos para resolver o
problema de contaminacdo sdo muito caro e limitado em eficacia. Por isso tém
aumentado a expectativa para inovar tecnologias utilizadas na remocdo de
contaminantes de petroleo (BAO et al., 2012).

Até a data, muitos métodos fisicos e quimicos tém sido usados em todo 0 mundo
para remocao de petrdleo e seus derivados, porém muitos deles sdo muito caros para
serem aplicados a uma escala completa e em geral, movem apenas o contaminante de
um local para outro. Por isso 0s processos que utilizam a degradacdo natural, tornaram-
se, nos dias atuais, a ferramenta de escolha para remediagdo dos ambientes
contaminados por hidrocarboneto (KHAN et al., 2004; RAYNER et al.,2007; YANG et
al., 2009).

Outros autores (MARGESIN e SCHINNER, 2001; WANG et al., 2008),
também afirmam que a tecnologia de biorremediacdo, para limpar hidrocarbonetos
presentes no solo é considerada benéfica comparada com métodos fisicos e quimicos,
devido a sua eficacia de custo juntamente com baixo impacto ambiental.

Segundo Seabra, (2006) a biorremediacdo € um processo que utiliza organismos
(bactérias, fungos e vegetais), na degradacdo de determinados compostos que afetam o
ambiente. Na ultima década tém sido identificados e caracterizados diferentes espécies

de fungos filamentosos utilizados nos processos de biorremediacdo (OLIVEIRA e
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LEMOS, 2007), considerando sua capacidade de crescer sob condi¢cdes ambientais de
estresse (MOLLEA et al., 2005).

Baird (2002) definiu a biorremediagdo como “o uso de micro-0rganismos vivos
utilizados para degradar ou eliminar residuos ambientais”. Zobell (1946) afirmou que
certos micro-organismos eram capazes de utilizar hidrocarbonetos como fonte de
carbono. Ele também verificou que estes organismos estdo amplamente difundidos na
natureza e que a natureza do 6leo e as condi¢Ges ambientais eram altamente importantes
no seu comportamento.

A técnica de remediacdo microbiana tem desempenhado um importante papel no
tratamento de contaminantes de petrdleo. Comparado com os métodos convencionais,
que tém contado com trabalho humano, descontamina¢do microbiana tem a vantagem
de baixo custo e alta eficiéncia sem poluicdo secundaria (BEOLCHINI et al,. 2010;
BRODKORB e LEGGE, 1992; VOGEL, 1996; SOLANO-SERENA et al., 2004;
TOWNSEND et al., 2004; HII et al., 2009; MOHAJERI et al, 2010.; MURADO et al,
2011;WANG et al., 2011; WARDLAW et al,. 2011; R1ZZ0O, 2014).

Bao (2012) observou que os resultados dos experimentos nos locais de
laboratdrio e de campo demonstraram a viabilidade de biorremediacdo no tratamento
em campo do petréleo.

A biorremediacdo é uma tecnologia que pode ser utilizada nos mais variados
fins, como por exemplo: na remocdo de toxinas de pocos subterrdneos, na
descontaminacdo dos solos, em derrames quimicos, locais de lixo toxicos, derrames de
6leo, degradacdo de herbicidas, decomposicdo de substancias organicas e inorganicas,
desentupimento de bueiros entre outros (ANDRADE et al., 2010). A utilizacdo de
micro-organismos indigenas para degradar hidrocarbonetos de petréleo é importante e
tem sido bem documentada em ambientes terrestre e aquaticos (WANG et al., 2008).

A interacdo entre as bactérias e hidrocarbonetos tem sido pesquisada ha décadas
por um grande nimero de pesquisadores (BACHOON et al., 2001; SEI et al, 2003;
MCKEW et al, 2007; CHRISTOPH et al, 2009; OBAYORI et al., 2009).

Hao e Lu (2009) Nie et al.(2010) observaram em seus estudos que o tratamento
bioldgico de petréleo que ocorre no meio ambiente marinho € um processo complexo. A
extensdo de 6leo degradado é frequentemente limitada por fatores ambientais (ATLAS e
BARTHA, 1972). Como a condigdo experimental torna-se cada vez mais proximo do

ambiente marinho, fatores incluindo o estado fisico do 6leo, salinidade, pH, oxigénio
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dissolvido (OD), temperatura e competicdo com outras comunidades microbianas
podem tornar limitante a eficacia dos agentes de biorremediacdo (BAO, 2012).

Biorremediacdo € o principal mecanismo para limpar poluentes de petréleo sob
condicdo de atenuacédo natural (KRISTENSEN et al., 2010).

Varios sdo 0s micro-organismos responsaveis por diminuir a contaminagédo do
ambiente, tais como as bactérias, os fungos e as leveduras. Embora muitos destes
tenham a necessidade nutricional igual a nossa, outras metabolizam substancias como:
metais pesados, petréleo, enxofre, gas nitrogénio, xenobioticos, mercurio e até mesmo
0s PCBs (bifenilpoliclorados) (ABBAS, 2003; ANDRADE et al., 2010).

Para que a biorremediacdo seja eficiente é necessario que o poluente seja

transformado metabolicamente por algum micro-organismo, os produtos finais sejam
seguros e as condi¢cdes ambientais favorecam a atividade microbiana. O processo deve
ter uma relagéo custo/beneficio satisfatoria (MALAJOVICH, 2011).
Fatores ambientais, biodisponibilidade dos poluentes, propriedades intrinsecas
estruturais de composto individual determinam o grau e velocidade de degradacgéo
(LEAHY e COLWELL, 1990; OKOH, 2006; SCHERR et al,. 2007; EHLERS et al,
2010).

Alguns autores defendem que, para que ocorra a degradacdo se aplica uma
relagdo inversa entre 0 peso molecular e a degradabilidade de hidrocarbonetos
(PETERS et al., 2005; SETTI et al., 1993; SCHERR et al., 2012). A maioria dos
estudos concorda em uma sucessdo distinta da degradacdo microbiana dos grupos
estruturais, com ordem decrescente de biodegradacgéo: n-alcanos> i-alcanos> compostos
aromaticos de baixos pesos moleculares > aromaticos de alto peso molecular e alcanos
ciclicos (LEAHY e COLWELL, 1990; WANG e FINGAS, 2003). Esta sucessdo reflete
em progressivas alteracfes da composicdo do petréleo no campo da quimica, isto é, o
desenvolvimento de “impressdes digitais" de hidrocarbonetos (WANG e FINGAS,
2003; ROQUES et al., 1994).

A tabela 2 lista as principais classes de contaminantes, suas aplicacfes e eficacia

da aplicacdo da biorremediacéo.
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Tabela 2: Aplicabilidade da biorremediacdo na remocéo de derivados do

petroleo

Classe do
Contaminante

Frequéncia

Evidéncia de sucesso

Limitacdes

1. Hidrocarbonetos e derivados

Gasolina e 6leo

Muito frequente

Facil, biorremediacédo
aerdbia e anaerdbia.

Formacao de fase
livre e leve (LNAPL).

Poliaromaticos Comum Biorremediagéo Forte absorcdo em
(naftaleno e aerdbia sob condigoes superficie.
antraceno) especificas.
Alcool, acetona e Comum Fécil remediacéo
éster aerdbia e anaerobia.
Eter Comum Biorremediacgdo

aerdbia e anaerdbia
sob condicGes
especificas.

2. Halogenados alifaticos

Altamente clorados —
PCE, TCE

Muito frequente

Cometabolizado em
condi¢des anaerdbias
e aerobias em casos
especificos

Forma fase livre
densa (DNAPL).

Fracamente clorados
-VC

Muito frequente

Biorremediagéo
aerdbia em condicOes
especificas e
cometabolizado em
condi¢des anaerdbias.

Forma fase livre
densa (DNAPL).

3. Halogenados arométicos

Altamente clorados
(hexaclorobenzeno
Pentaclorofenol)

Comum

Biorremediagéo
aerobia sob condigoes
especificas e
cometabolizado em
condigdes anaerdbias.

Absorve em
superficie. Forma fase
liquida (NAPL) e
solida (NASP).

Fracamente clorados
—cloroe
diclobenzeno

Comum

Facil biorremediacédo
aerdbia.

Forma fase liquida
(NAPL).

4. BifenilasPolicloradas

Altamente clorados

Pouco frequente

Cometabolizado em
condigdes anaerdbias.

Absorve fortemente
em superficie.

Fracamente clorados

Pouco frequente

Biorremediagéo
aerdbias sob
condi¢des especificas.

Absorve fortemente
em superficie.

Nitroaromaticos Comum Biorremediagéo
aerdbia e anaerobia.
5. Metais
Cr, Cu, Ni, PB, Hg, Comum Processos Disponibilidade

Cd, Zn etc

microbianos afetam
sua solubilidade e
reatividade.

altamente variavel,
controlada pelas
condigdes quimicas.

Fonte: Adaptado de CETESB — GTZ, 2014
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A terra possui um vasto recurso genético capaz de solucionar problemas de
limpeza do meio ambiente (MADIGAN e MARTINKO, 2006).

Biorremediacéo de polui¢do causado por 6leo € uma forma eficiente de resolver
0 problema. O petréleo bruto é uma mistura complexa de hidrocarbonetos contendo n-
alcanos, alcanos ramificado, cicloalcanos, compostos aromaticos, isoprendides,
asfalteno e muitos outros. Diversos micro-organismos tém o potencial de usar diferentes
hidrocarbonetos como fonte de energia. Verificou-se que de70 géneros, existem mais do
que 200 tipos de micro-organismos, que pode oxidar um ou mais hidrocarbonetos de
petréleo (BAO et al., 2012).

Jaques et al.(2006) observaram que os processos da biorremediacdo utilizam a
competéncia fisioldgica dos micro-organismos, nativos ou introduzidos, com potencial
degradador, associados muitas vezes a adicdo de nutrientes, principalmente Nitrogénio e
Fosforo.

Um estudo realizado pela CETESB (2011) observou que diversos processos
fisicos, quimicos e bioldgicos tém sido utilizados para descontaminagdo de 1275 areas
impactadas apenas no estado de Séo Paulo, como solo e aguas subterraneas, porém a
biorremediacgdo ainda é uma tecnologia pouco utilizada no Brasil.

Dentro da biorremediacédo existem alguns tipos de tratamento para biodegradar o
poluente, podendo ser:

“In situ” (Latim = no seu lugar de origem) — o tratamento é realizado no seu
préprio local de origem, ndo ha necessidade de remocédo do material. Isso evita custos e
disturbios ambientais associados ao movimento do material contaminado para o local de
tratamento (JACQUES et al., 2007; MARIANO, 2006).

“ad situ”— os residuos, solo, sdo levados a um local préximo a area impactada;

“ex situ” (Latim =fora do lugar de origem) — ocorre o transporte do residuo até
um local adequado para remediacgéo, distante da fonte poluidora. (ZHANG et al., 2000;
MENEGHETTI, 2007). E necessaria para evitar o alastramento do contaminante e é
muito utilizada em contaminacges de cursos de dgua e lencois freaticos (ALEXANDER,
1999 apud SANTOS et al., 2007). As técnicas de biorremediagdo “ex situ” produzem
um resultado mais rapido, pois sdo mais faceis de serem controladas e apresenta uma

maior versatilidade para o tratamento de varios tipos de contaminantes (ABBAS, 2003).

Entre os tipos acima citados algumas técnicas sao apresentadas, destacando-se:



Arruda, FVF. Biodiversidade de fungos filamentosos... 39

4.1 Biosparging— € uma técnica de Biorremediacéo in situ onde ocorre a injecao de ar
na zona ndo saturada, proporcionando o fornecimento de oxigénio aos micro-
organismos aerdbios para degradar os compostos organicos. Esta é uma tecnologia
considerada promissora, pois a disponibilidade de oxigénio molecular tem um grande
efeito na biodegradacdo de varios compostos (MARIANO, 2006; MENEGHETTI,
2007) (Figura 9).

Este processo tem como vantagem a minimizacdo da extracdo de vapores, a
utilizacdo de equipamentos de facil instalacdo e aquisicéo, a atuacdo em locais de dificil

acesso e 0 pequeno impacto na area contaminada (CETESB, 2014).

4.2 Bioventing — semelhante ao Biosparging ¢ uma técnica onde também se utiliza o
oxigénio para ativar a microbiota aerObia presente em regifes subterraneas para
degradar compostos organicos absorvidos no solo e em zonas ndo saturadas,
diferenciando da técnica de Biospargin, pois o fluxo de ar é fornecido em baixas taxas
para impedir a volatilizagdo de alguns contaminantes (KIRTLAND e AELION, 2000)
(Figura 10).
Figura 9: Biosparging
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Figura 10: Bioventing.
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4.3 Biorreatores — estratégia ex situ em que necessita da remocdo e transporte do

material contaminado para um local adequado, por ser tratar de um sistema fechado

apresenta um maior controle das condicGes abidticas e bioticas, podendo ser melhorado

com a adicdo de nutrientes, de micro-organismos, oxigénio e umidade adequados

(KHAN et al., 2004) (Figura 11).

Figura 11: Biorreatores.

Disponivel em: http://www.br.com.br/wps/portal. Acesso em novembro de 2014.

4.4 Atenuacdo natural ou Biorremediagdo intrinseca — técnica de Biorremediagéo in

situ de baixo custo, sem que haja acréscimo de nutrientes ou adequacdo de qualquer

condicdo ambiental. Os micro-organismos presentes no local passam a utilizar o
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composto organico poluente como fonte de carbono, reduzindo assim sua concentragdo
com o tempo (MENEGHETT]I, 2007). Depende de trés eventos:
v" Ocorréncia de biotransformacdo dos contaminantes por populacdes
indigenas;
v Sorcdo do contaminante com a matriz ou fases minerais que o tornam
compostos menos biodisponiveis e menos toxicos aos ecossistemas.
v" Perda da toxicidade por volatilizacéo ou diluicéo.

A remediacdo natural ndo se trata de uma alternativa sem nenhuma acdo de
tratamento, mas sim uma forma de minimizar os riscos para a saude humana e para o
meio ambiente (CORSEUIL e MARINS,1998 -apud MARIANO,2006).

A biorremediacdo passiva por ser uma técnica que depende exclusivamente dos
processos naturais, € uma técnica muito lenta, o que exige o uso conjunto de outras
técnicas e o monitoramento do local por um longo periodo de tempo (JACQUESN et
al., 2007).

4.5 Bioestimulacéo — semelhante a atenuacdo natural, a diferenca é que sdo adicionados
ao sistema nutrientes organicos e inorganicos que visam estimular a atividade
microbiana como Nitrogénio e Fosforo, para estabelecer relaces de C:N:P eficientes
para 0 aumento das populagdes microbianas, aumentando significativamente as taxas de
degradacdo dos contaminantes organico do ambiente (EVANS et al.,, 2004;
TRINDADE et al., 2005; JACQUES et al., 2006).

4.6 Bioaumentacdo — estratégia que ajuda a melhorar a capacidade de uma matriz
contaminada removendo os contaminantes por meio de adi¢do de uma linhagem isolada
ou de consércios microbianos. O inoculo utilizado pode ser do préprio local
contaminado (autéctone) ou de outros ambientes impactados (exdgeno) (FANTROUSSI
e AGATHOS, 2005). O bioaumento é um processo de importante utilizacdo em locais
contaminados, principalmente nagueles que ndo possuem ou possuem em pequenas
quantidades as popula¢fes de micro-organismos necessarios para que o processo de
biodegradacao ocorra (MARIANO, 2006).

Sendo assim todos os fatores bidticos e abioticos do sistema sdo responsaveis
pelo sucesso da biodegradacdo, podendo reduzir a mobilidade, a massa, os riscos do
contaminante no ambiente impactado (FRANKENBERGER e KARLSON, 2004,
HINCHEE et al., 1995).
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Para que o processo de biorremediacdo ocorra de forma eficiente, 0os micro-
organismos devem estar ativos e saudaveis. Para isso algumas medidas biocorretivas
devem ser adotadas; estas medidas visam aumentar a populagdo microbiana
proporcionando uma condicdo ambiental 6tima para o seu desenvolvimento. Essas
medidas podem ser aplicadas em condigdes aerobias (na presenca de oxigénio) ou
anaerobias (na auséncia de oxigénio) (ABBAS, 2003).

Os poluentes orgéanicos possuem uma estrutura quimica que influencia
diretamente na habilidade dos micro-organismos metabolizarem estas moléculas,
principalmente na biodegradacdo (MARIANO, 2006).

4.7 Compostagem — segundo Fernandes e Silva (1999), “a compostagem pode ser
definida como uma bioxidacdo aerObia exotérmica de um substrato organico
heterogéneo, no estado solido, caracterizado pela producdo de gas carbbnico, agua,

liberagdo de substancias minerais e formagao de matéria organica estavel”.

5. CONDICOES QUE PODEM INTERFERIR NOS PROCESSOS
BIODEGRADATIVOS

Quando o petroleo entra em contato com &gua do mar, varios processos fisico-
quimicos e bioldgicos sdo passiveis de ocorrer e a intensidade de cada um deles varia ao
longo do tempo, existem alguns processos que ocorrem com o petroleo, tais como:
espalhamento, evaporagdo, dissolucdo, dispersdo, emulsificacdo, fotoxidacéo,
sedimentacdo e biodegradacao do petréleo Clark (1989) e Marques Jr. (2002).

O sucesso da biorremediacdo esta ligado diretamente a uma ampla compreensao
das condicBes fisicas, quimicas, biologicas e de uma minuciosa avaliacdo da
aplicabilidade das técnicas “in situ” e “ex situ” (SANTOSet al., 2007).

Segundo Rosa eTriguis(2005); Pereira e Lemos (2005), apud Meneghetti(2007),
para que ocorra uma boa taxa de degradacédo alguns fatores devem ser considerados tais
como:

v Presenca do micro-organismo com capacidade metabdlica;

v" Disponibilidade do contaminante;

v' CondicGes ambientais adequadas para o crescimento e atividade
microbiana;

v Disponibilidade de nutrientes;
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Umidade;

Temperatura,

pH;

Concentracdo de minerais;
Potencial redox;

Natureza do contaminante;

AN N N N N

Caracteristicas fisicas e quimicas dos ambientes contaminados.

5.1 pH

O pH é um fator que influencia no desenvolvimento dos micro-organismos,
atuando como agente selecionador da microbiota. Em valores baixos, predominam
fungos filamentosos e leveduras. Bactérias heterotroficas, em geral, preferem valores de
pH proximos a neutralidade, o que corresponde a faixa entre 6,0 e 8,0 (GOMES, 2004).
No processo de degradacdo, € necessario que o pH seja compativel ao crescimento dos

micro-organismos.

5.2 Temperatura

A temperatura influencia no processo de biodegradacao pelo efeito que causa na
natureza fisica e quimica da fonte oleosa, bem como pela alteracdo na populagdo
microbiana. Geralmente, em baixas temperaturas, a viscosidade do 6leo aumenta o que
leva a um processo mais lento, devido a reducdo na atividade enzimatica. O aumento da
temperatura favorece a dissolugdo das substancias, facilitando a assimilagdo destes
compostos a acdo microbiana. Temperaturas ideais para a biodegradacéo estdo situadas
na faixa entre 20° e 35° C (LEAHY; COLWELL, 1990).

5.3 Nutrientes

Por ser composto principalmente de hidrocarbonetos que podem servir como
fonte de carbono, o 6leo diesel, torna-se eficiente para o desenvolvimento dos micro-
organismos. Entretanto, ha necessidade de outros nutrientes como, o nitrogénio e o
fosforo. O nitrogénio € indispensavel a sintese protéica, um constituinte essencial as
células, uma vez que € necessaria a formacdo de aminoacidos e &cidos nucléicos,
enquanto o fosforo € umas das pecas-chave do mecanismo de acumulo de energia a
nivel celular. As fontes de nitrogénio mais utilizadas nos protocolos de biorremediacao

sdo uréia, cloreto de amonio e nitrato de amdnio. Existe ambém uma demanda por
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micronutrientes, como: enxofre, ferro, magnésio, calcio e sodio. A disponibilidade
desses elementos varia em diferentes ambientes e eles podem ser adicionados para
estimular a biodegradagdo. No solo, o ajuste das relagdes C:N:P lista de figuras pode ser
facilmente efetuado pela adicédo de fertilizantes, porém, em ambiente aquatico, o ajuste
dessas relacdes oferece maiores problemas, pois deve ser efetuado de forma criteriosa
de modo a néo ser dissipado na interface 6leo-agua (ROSATO, 1997).

O oxigénio também €é necessario para o processo de biodegradacdo, pois 0s
passos iniciais no catabolismo dos hidrocarbonetos envolvem a oxidacdo dos mesmos
por oxigenases (FLOOGATE, 1984).

Por isso o estudo da biorremediacdo € de grande importancia ambiental,
econdmica e social, uma vez que 0 processo consiste em degradar substancias toxicas
do meio ambiente (CERQUEIRA E COSTA, 2006).

6. MICRO-ORGANISMOS AQUATICOS

Os micro-organismos podem ser encontrados praticamente em todos os lugares
no nosso planeta, eles contribuem enormemente para a manutencéo do equilibrio entre
0S seres Vivos e 0s compostos quimicos do nosso ambiente (QIN et al., 2012).

Micro-organismos haléfilos estdo adaptados as condicGes de elevada salinidade
e requerem certa concentracdo de NaCl para o seu crescimento 6timo que forma um
grupo altamente diverso pertencente Archaea, Bacteria e Eukarya (OREN, 2002).

Ulrich et al. (2009) afirmam que o teor de sal € o principal fator que afeta a
biorremediacdo processo de petréleo em solo. A salinidade é um fator principal que
afeta o crescimento microbiano (QIN et al., 2012).

Diks et al. (1994), verificaram que a inibicdo do crescimento microbiano
aumentou com o teor de sal mais elevado, enquanto que a degradacgdo do substrato foi
muito menos inibida pelo sal durante a degradacdo. Pesquisas mostraram que a inibicao
da decomposicdo organica foi geralmente encontrada com teor de sal aumentado em
diversos processos biolégicos de decomposicdo de petréleo (MILLE et al., 1991;
RHYKERD et al., 1995; ULRICH et al., 2009).

Os fungos sdo agora reconhecidos como uma parte integrante de comunidades
microbianas indigenas, como hal6filos eles podem crescer e se ajustar em toda a gama
de salinidade, a partir de &gua doce para solucBes quase saturada de NaCl (GUNDE-
CIMERMAN et al., 2009; ZALAR et al., 2005). Assim, algumas espécies fungicas
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como Debaryomyces hansenii, Hortaea werneckii, e Wallemiai chthyophaga foram
isolados de ambientes natural hipersalino (GUNDE-CIMERMAN et al., 2009).

De acordo com Nunes (2008), a presencga de substancias quimicas estranhas ao
ambiente natural provoca um desequilibrio fisico-quimico que, por sua vez, induzira
uma série de transformacdes nesse local até que seja atingida uma nova condicdo de
equilibrio. A biorremediacdo tem se mostrado como uma alternativa promissora na
descontaminacao do solo e da agua.

Entre as formas de biorremediacdo cabe destacar a utilizacdo de micro-
organismos que sobrevivem no aquatico ambiente contaminado, por ter sistemas
enziméticos capazes de digerir os poluentes alvos, ligeiramente diferentes de seus
substratos normais. Esta propriedade, denominada metabolismo gratuito, possibilitou a
descontaminacdo do Rio Savannah (Estados Unidos) de tricloroetileno (TCE), utilizado
como desengordurante na fabricacdo de componentes de armas. Despejado no solo, o
TCE contaminara as &guas subterréneas, causando um problema ambiental de grandes
proporcdes (MALAJOVICH, 2011).

7. ENZIMAS NOS PROCESSOS DE BIORREMEDIACAO

Os micro-organismos sintetizam indmeros compostos de importancia industrial,
tais como vitaminas, antibidticos e enzimas. Dentre esses metabolitos, as enzimas tém
sido utilizadas em diversos processos industriais, principalmente no processamento de
produtos alimenticios (celulases e xilanaes) e despoluicdo ambiental (fenoloxidades)
(Gray & William, 1975).

As enzimas oxigenases desempenham importante papel nas rotas de
catabolismos de hidrocarbonetos em condicdes aerdbias. Essas pertencem a dos
subgrupos: as monoxigenases e as dioxigenases.

As monoxigenases, uma classe de enzimas conhecidas como alcanohidroxilases
catalisam a oxidacdo das cadeias mais frageis dos hidrocarbonetos, os alcanos. A
hidroxilagdo ocorre nas regifes terminais, subterminais ou biterminais de compostos
alifaticos lineares e ramificados, aliciclicos, alquil-cicloalcanos ou terpenos, atuando na
clivagem das ligacdes (VAN BEILEN e WITHOLT, 2004; VAN BEILEN e
FUNHOFF, 2007).
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As dioxigenases sdo enzimas presentes em micro-organismos sendo
responsaveis pela biodegradacdo de hidrocarbonetos aromaéticos, o0s quais S&o
transformados pela insercdo de dois &tomos de oxigénio na molécula.

A introducdo de enzimas especificas, principalmente do grupo das dioxigenases
sdo importantes na fase inicial de oxidacdo do anel benzénico (GIBSON e
LANGWALDT, 2000).

Algumas enzimas podem ser extraidas facilmente dos tecidos ou dos 6rgdos de
seres Vvivos, a extracdo de enzimas de origem vegetal ou animal esta sujeita a
disponibilidade de terra e colheitas. Por isso, a tendéncia é substitui-las por outras de
origem microbiana que, por serem obtidas mediante processos fermentativos em grande
escala, garantem uma producéo regular de qualidade constante (MALAJOVICH, 2011).

Considerando que a biodiversidade microbiana ainda comeca a ser desvendada,
assim como a arte de alterar suas vias metabdlicas, existem grandes chances de se
encontrar enzimas com propriedades diferentes que possibilitem o desenho de processos
industriais inovadores.

As enzimas sdo insumos para outras industrias, especialmente as de alimentos e
bebidas, racdes, detergentes, analiticas e farmacéuticas. Estima-se que o mercado global
de enzimas podera alcancar, em 2013, um valor aproximado de US$ 7 bilhdes/ano.
Atualmente, o maior produtor € Novozyme, uma empresa pertencente ao grupo Novo
(Dinamarca), que responde por 47% do mercado. A empresa mantém em
funcionamento varios fermentadores de 80.000 I, contabiliza mais de 4.000 patentes e
dedica a quase totalidade de seu orcamento de pesquisa e desenvolvimento a otimizacao
de micro-organismos, produtos enzimaticos e tecnologia (MALAJOVICH, 2011).

Os micro-organismos podem crescer entre os fragmentos do substrato (dentro da
matriz) ou sobre a superficie, consumindo o substrato e secretando metabolitos, dentre
0s quais as enzimas (MITCHELL et al., 2006). O material sélido € insoluvel e age
como suporte fisico e como fonte de nutrientes, podera ser um substrato sélido natural,
como residuos da agricultura, ou um suporte inerte, como poliuretano ou resinas
poliméricas (FERNANDES, 2006 b).

Os fungos sdo de grandes importancias para 0s processos biotecnolégicos na
area ambiental, sendo utilizados na biorremediacdo de ambientes contaminados por
compostos quimicos estranhos, por terem a capacidade de produzir peroxidases e
fenoloxidases. Essas enzimas vém sendo avaliadas para tratamento enzimatico de
diferentes efluentes industriais (ALDERETE et al., 2009; PASSOS et al.,2009).
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O equilibrio ambiental esta ligado a diversos fatores, incluindo o balanco nas
cadeias alimentares, nas quais 0os microrganismos, principalmente os fungos, ocupam
papel de destaque como decompositores. Esses organismos se nutrem por absorcao,
sendo capazes de produzir enzimas que 0s tornam aptos a utilizar como fonte de
carbono e energia uma ampla gama de substratos, tanto de alto e baixo peso molecular.
O processo tecnoldgico de biorremediacdo utiliza sistemas bioldgicos para tratar a
poluicdo e restaurar a qualidade ambiental por meio da degradacdo ou absorcdo de
poluentes (SILVA e ESPOSITO, 2010).
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Resumo

Micro-organismos sdo relatados em diferentes ambientes,como em altas concentracfes
de sal. Esses sdo de grande interesse por possuirem grande potencial de utilizacdo
industrial, como as enzimas. As do grupo das fenoloxidases atuam sob compostos
poluentes recalcitrantes, removendo-os ou transformando-os em outros produtos menos
toxicos. O objetivo deste trabalho foi isolar e identificar micro-organismos de area
aquética e quantificar as enzimas lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP)
e lacase (Lac) por fungos filamentosos, em meio mineral contendo 6leo diesel, com o
propositos destas serem usadas em processos biotecnoldgicos, como a biorremediacéo.
Apbs o isolamento, os micro-organismos foram incubados em meio de cultura
especifico, os fungos filamentosos foram analisados quanto a seus aspectos
macroscopicos e microscépicos. Foram registrados 140 fungos filamentosos, desses,
foram identificadas 23 pertencentes ao género Aspergillus e 20 de Penicillium, e 97 de
outras espécies de fungos. Dos 4 fungos filamentosos testados, Aspergillus terreus foi o
que apresentou melhor resultado para a producdo de manganés peroxidase com
7668U/L na concentracdo de 3% de 6leo diesel. Para a producdo de lacase e lignina
peroxidase, foi observada uma melhor producgdo pelo fungo Aspergullus niger na
concentracdo de 5% (lacase) e de 3% (lignina peroxidase) quando produziram2070 U/L
e 128U/L respectivamente. O ambiente aquatico demonstrou ter uma microbiota capaz
de produzir enzimas a serem utilizados em processos de biorremediacdo, com
perspectivas para tratamentos de residuos e efluentes endlicos.

Palavras chave:lsolamento,fungos filamentosos, enzimas, fenoloxidases.
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Abstract

Micro-organisms are reported in different environments, such as high salt
concentrations. These are of great interest because they have great potential for
industrial use, such as enzymes. The phenoloxidases of the group operate under
compounds recalcitrant pollutants by removing them or turning them into other less
toxic products. The objective of this study was to isolate and identify aquatic area of
microorganisms and enzymes lignin peroxidase quantify (LiP), manganese peroxidase
(MnP) and laccase (Lac) by filamentous fungi in mineral medium containing diesel fuel,
with the purpose of these being used in biotechnological processes such as
bioremediation. After isolation, the microorganisms were incubated in culture medium
specific, filamentous fungi were analyzed for their macroscopic and microscopic
aspects. 140 filamentous fungi were recorded, of these, 23 were identified belonging to
the genus Aspergillus and Penicillium 20, and 97 other species of fungi. 4 of
filamentous fungi tested, Aspergillus terreus showed the best result for manganese
peroxidase production with 7668U / L at a concentration of 3% diesel fuel. For the
production of lignin peroxidase and laccase, better production was observed by
Aspergullus niger fungus at a concentration of 5% (laccase) and 3% (lignin peroxidase)
as produced 2070 U / L to 128U / L respectively. The aquatic environment
demonstrated a microbiota able to produce enzymes for use in bioremediation
processes, with prospects for waste and phenolic wastewater treatments.

Keywords: Isolation, filamentous fungi, enzymes, phenoloxidases.

1. INTRODUCAO

Ambientes com alta concentracédo de sal sdo muitas vezes povoados por diversas
comunidades microbianas que toleram ou necessitam deste tipo de ambiente. Micro-
organismos halotolerantes ou hal6filos podem ser isolados a partir de diferentes
ambientes salinos e podem pertencer a diferentes estirpes (Zhuang et al., 2010).

A vida microbiana pode ser encontrada em locais com diferentes concentragdes
de sal, ocorrendo tanto em agua doce como em ambientes marinhos podendo ou ndo
conter niveis de NaCl acima da saturacdo (Oren, 2002). Ravindran et al.(2012) afirmam
que os fungos podem tolerar o estresse de um ambiente aquatico e que a tolerancia ao
estresse € um mecanismo derivado de sua quantidade de componentes antioxidante.

O 6leo diesel é um combustivel derivado do petréleo, constituido basicamente
por hidrocarbonetos (Gangwar, 2012). A contaminagdo da &gua do mar por
hidrocarbonetos tem sido considerada uma preocupacdo constante, por se tornar uma
problematica ambiental cada vez mais grave. Mu-Tai Bao et al., (2012) relatam que 0s

frequentes acidentes de derramamento geram impactos incalculaveis para o0s
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ecossistemas marinhos. Por esta razdo, vem aumentando a atencdo para novas pesquisa
e estratégias de tecnologias ambientais a ser aplicada para a remediagdo. Entre essas
estratégias biotecnoldgicas, encontra-se a estimulacdo das comunidades microbianas
enddgenas, com o objetivo de acelerar os processos de degradacdo de poluentes
organicos (Beolchini et al., 2010).

Nie et al.(2010) demonstraram que o tratamento biolégico de petréleo é um
processo que pode ser realizado por micro-organismos. Beolchini et al. (2010)
observaram a biorremediacdo de sedimentos marinhos contaminados por
hidrocarbonetos sendo utilizando micro-organismos nesse tratamento.

A importéncia dos fungos em processos biotecnoldgicos na area ambiental,
visando a biorremediacdo de ambientes contaminados por compostos xenobidticos tem
sido ressaltada devido a capacidade desses organismos em produzirem peroxidases e
fenoloxidases (Alderetei, 2009; Passos et al., 2009).

Dentre as varias técnicas que vém sendo aplicadas com o objetivo de acelerar o
processo de biodegradacdo de contaminantes, a introducdo de enzimas especificas,
como as pertencentes ao grupo das fenoloxidases, sdo essencialmente importantes. A
esse grupo pertence o complexo enzimatico degradador da lignina, que consiste de
lignina peroxidase, manganés peroxidase e lacases (Gibson e Langwaldt, 2000; Silva,
2004).

O uso das enzimas permite o processo de degradacdo sobre diferentes condicdes
bioldgicas. Fenodis podem ser oxidados por certas enzimas empregando perdxido de
hidrogénio (Singh, 2006). Vérias técnicas vém sendo aplicadas com o objetivo de
acelerar o processo de biodegradacdo de contaminantes em solos, comopor exemplo a
adicdo de nutrientes e oxigénio ou a introducdo de enzimas (Gibson e Langwaldt, 2000).
O objetivo desse trabalho foi avaliar a diversidade de fungos presentes em ambiente
aquatico e avaliar a capacidade desses em produzir enzimas do grupo das fenoloxidases
para aplicacdo na biorremediacdo do meio ambiente.

Obijetivo: isolar e identificar fungos filamentoso de ambientes aquaticos e testar

quanto a producdo enzimatica
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Coleta do material

Foram coletadas amostras de agua marinha (ponto 1 e ponto 2) e dulcicola, do
rio Ipojuca (ponto 3), de uma é&rea situada no Complexo Portuario de Suape —
Pernambuco (Figura 1), proximo a empresa Termopernambuco S/A, (19°3' S de Lat. e
42°46'W de Long.), no més de janeiro de 2012. Um total de 60 Litros foi coletado de
cada ponto de coleta, estas amostras foram armazenadas em recipientes plasticos
esterilizados e levadas ao laboratério de Microbiologia Ambiental e Industrial do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. As amostras
foram mantidas em camara fria a -4 °C. No local de coleta ndo foi observado nenhuma

contaminacdo por 6leo diesel, caracterizando assim uma area sem contaminacao.

2.2 Caracteristicas da agua nos Pontos de Coleta

A &4gua coletada nos trés diferentes pontos, foram caracterizados “in loco”
quanto a temperatura, pH, oxigénio dissolvido, salinidade e presenca de micro-
organismos (unidades formadoras de col6nias - UFC). Os resultados foram expressos

pela média dos trés valores para cada ponto.

Figura 1: Local de coleta da 4gua para isolamento dos micro-organismos; (A)(B) vista
aerea do local da coleta.

2.3 Isolamento de fungos

O isolamento de fungos foi realizado através de duas metodologias:
1) Isolamento em meio s6lido. De cada ponto coletado cerca de 200 mL foi filtrado em

membrana Millipore de 0,45um, e em seguida, as membranas foram transferidas para
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microplacas contendo os meios de cultura Bushnell Haas Agar e Agar Marine, ambos
acrescidos de0,5% Tetraciclina e Cloranfenicol. As placas foram incubadas a
temperatura de 30°C,por cinco dias. Ap6s o periodo de incubagdo as colnias de fungos
filamentosos foram isoladas e transferidas para placas e Petri contendo Agar Sabouraud.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

2) Isolamento em meio liquido: O isolamento foi realizado utilizando-se frascos de
Erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo cada 44,5 mL os meios liquidos,
“Marine”, Malte e “Bushnell Haas — BH”, adicionados de 0,5% dos mesmos
antibidticos, 5mL da agua do mar sem prévia filtracdo em Millipore e 0,5mL de 6leo
diesel. Os frascos foram incubados a 28 +2°C, sob condicdo estatica. Os experimentos
foram realizados em triplicata. Ap6s o periodo de 7 dias aliquotas de 10uL foram
coletadas e transferidas para placas de Petri contendo Agar Sabouraud, acrescidos dos
antibioticos Tetraciclina e Cloranfenicol (0,5%) incubadas por 5 dias a temperatura de
30°C. Em seguida, as colbnias dos fungos filamentosos foram transferidas para o

mesmo meio e as leveduras para 0 meio de Agar Extrato de Levedura.

2.4 ldentificacdo

2.4.1 Fungos

As colbnias de fungos filamentosos crescidos foram transferidas para placas
contendo os meios Czapek (CZ), Yeast Extrato Agar (CYA), Extrato de Malte (MEA) e
Agar Sabouraud (SAB) para promover a esporulagdo. As culturas fungicas foram
mantidas a 30°C durantes sete dias. Apds esse periodo, foram analisados seus aspectos

macroscopicos e microscopicos.

2.5 CaracterizacOes enzimatica

Foram utilizados 4fungos filamentosos, por apresentarem menor tempo de
cultivo, dois isolados do meio por incorporacdo do oOleo diesel (Aspergillus niger e
Aspergullus terreus) e dois do meio sem incorporacdo (Aspergillus awamori e
Penicillium sp), estes foram inoculados em meio mineral liquido Bushnnell Haas,
utilizando o o6leo diesel como unica fonte de carbono em diferentes concentracoes (1%;

3% e 5%). As amostras utilizadas foram cultivadas sob condicGes estaticas por um
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periodo de 7 dias a 30°C. Apobs esse tempo o liquido (meio de cultura contendo os
micro-organismos) foi filtrado, separado do liquido metabdlito, e utilizado para
determinar a producdo das enzimas lacase-LaC, lignina peroxidase-LiP e manganés
peroxidase-MnP, através da verificacdo em espectofotdmetro da oxidacdo do ABTS

(420 nm), alcool veratrilico (310 nm) e vermelho de fenol (610 nm), respectivamente.

2.5.1 Atividade da lacase (Lac)

A atividade da lacase foi determinada seguindo a metodologia descrita por
Buswell et al. (1995), na qual se usa 0.1mL de tampdo acetato de sodio a 0.1M (pH
5.0), 0.8mL de uma solugédo de ABTS (2.2-azino-bis-etilbentiazolina) a 0.03% (m/v) e
0.1mL do extrato enzimético, fazendo-se a leitura da absorbancia a 450nm.

2.5.2 Atividade da lignina peroxidase (LiP)

A atividade enzimética foi avaliada pela oxidacdo do alcool veratrilico de acordo
com a metodologia determinada por Buswell et al. (1995). A mistura continha 1mL de
tampdo tartarato de sodio 125mM (pH3.0), 500uL de alcool veratrilico 10mM, 500uL
de perdxido de hidrogénio 2 mM e 500uL de extrato enzimatico.Com a adicdo do

peroxido de hidrogénio a reacéo, fez a leitura a 310nm.

2.5.3 Atividade da Manganés Peroxidase (MnP)

Seguindo a metodologia descrita por Bonugli-Santos et al. (2010), a mistura
reativa continha meio de cultivo 500uL, vermelho de fenol 100uL, lactato de sodio
250mM 100uL, albumina bovina 0,5% 200uL, sulfato de manganés 2mM 0,5uL e
peroxido de hidrogénio 2mM 0,5 uL preparado em tampéo succinato de sodio 20mM,
(pH 4,0). As reacdes ocorreram a 30°C, durante 5 minutos e foram interrompidas pela
adicao de NaOH 2N 40uL. A leitura foi feita a 610nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracteristicas da agua do mar

A coleta da agua do mar foi realizada no periodo de estiagem (janeiro de 2012),
porém houve uma condicdo atipica com a pluviosidade (14mm), segundo a Agencia
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Pernambucana de Aguas e Climas - APAC, no dia anterior a coleta divergindo das
condicBes encontradas por esse periodo, que geralmente é de 40 °C. Foi observada uma
temperatura em torno dos 34,36 °C nos 3 pontos de coleta. O valor de O, encontrado nos
pontosl e 2 (dgua do mar) foram semelhantes, porém no ponto 3 (Rio Ipojuca) o valor
mostrou-se um pouco menor de oxigenacdo. O pH em todos os pontos foi neutro ou
bésico (Tabela 1), observou-se uma maior de unidades formadoras de colénias no ponto
3, que correspondia &gua do rio, uma agua com o teor de sal mais baixa em relacdo aos

pontos 1 e 2.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas da &gua do mar

UFC/mL pH Oxigénio Temperatura Salinidade
(mg/L) (°C) (%00)
Pontol 75 8,19 4,82 34,30 36,45
Ponto 2 96 8,13 4,17 35,20 37,18
Ponto 3 105 7,78 2,98 33,60 25,51

3.2 Isolamento e identificagcdo dos micro-organismos
3.2.1 Fungos

Um total de 187 fungos foi isolado, sendo destes 47 do tipo levedura e 140
filamentosos. Em relacdo ao isolamento de fungos filamentosos por pontos (1, 2 e 3),
foi observado um maior nimero de col6nias isoladas no meio mineral Bushnell Haas,
destacando-se o ponto 2 com 20 isolados, seguido do ponto 1 com 15 isolados (Figura
2).
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Figura 2: Total dos fungos filamentosos por pontos de coleta e meios utilizados

no isolamento
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Meios utilizados no isolamento
Entre os meios utilizados com adicdo de Oleo diesel, o meio Malte OD,

apresentou 55 ao total, sendo 21 leveduras e 34 filamentosos (Tabela 2). E em menor

quantidade no meio BH contendo 6leo diesel, 6 leveduras e 5 filamentosos. Tabela 3.

Tabela 2: Total dos fungos isolados no meio de cultura Malte contendo dleo diesel

Malte OD
Filamentoso Levedura
Ponto 1 4 0
Ponto 2 16 1
Ponto3 14 20

Total55

Das 140 linhagens de fungos filamentosos isolados procedentes de dgua do mar,
foram identificadas 23 linhagens pertencentes ao género Aspergillus (16,43%) e 20
linhagens de Penicillium,(14,29%) e 97 (69,28%) de outras espécies de fungos (Figura
3).
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Figura 3: Fungos filamentosos isolados de aguas (Aspergillus terreus (A); A. niger (B);
Penicillium (C) sp. Amostras cultivadas em meio Agar Sabouraud

A taxonomia cléssica é baseada em observacdes de caracteristicas microscopicas
e macroscopicas de estruturas fangicas. Neste tipo de identificacdo é observado o
desenvolvimento de caracteristicas fenotipicas e producdo de esporos (Harish et al.,
2005).

Santos (2010) pesquisou potencial de ecossistemas marinhos com aplicacGes
biotecnoldgicas, avaliando a diversidade de fungos e seu potencial na biorremediacéo de
poluentes ambientais contaminados. Em 2008, Gomes et al,, pesquisaram a diversidade
de fungos em &gua e solo das praias de Casa Amarela e Bairro Novo, Olinda-PE, e
dentre os 20 géneros isolados, Aspergillus e Penicillium foram os mais frequentes, A.
flavus, A. terreus, A. niger, A. janus,A. japonicas, A. niger A. sydowii, A. terréus foram

alguns representantes do género Aspergillus.

Tabela 3: quantidade de fungos filamentosos identificados por ponto de coleta

Amostras Agua do mar*  Agua do rio**
Aspergillus aculeatus 8 0
A. flavus 5 1
A. japonicus 3 0
A. awamori 2 0
A. niger 1 1
A. terreus 0 1
A. tamarii 0 1
Total 19 4

*Ponto 1 e 2; **Ponto 3
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3.3 Potencial lignolitico dos fungos filamentosos

Dos 4 fungos filamentosos testados frente a produgdo das enzimas o fungo
Aspergullus terreus foi o que apresentou melhor resultado para a producdo de manganés
peroxidase com 7668U/L na concentracdo de 3% de Oleo diesel, seguido pelo A.
awamori com 6950U/L na concentracéo de 1%.

Para a producéo de lacase foi observada uma melhor produgéo pelo fungo A.
niger na concentracdo de 5%, porém foi observada uma melhor produgdo nas trés
concentracdes pelo fungo A. awamori, cuja producéo foi 1660U/L, 1650U/L e 1240U/L
respectivamente.

A producdo de lignina peroxidase foi melhor apresentada pelo A.niger, seguido
pelo Penicillium sp. nas concentracdes de 3% e 1% quando produziram 128U/L e
102U/L respectivamente (Tabela4).

Tabela 4: Valores de producéo das trés enzimas pelos fungos filamentosos testados

Aspergillus niger Aspergullus terreus  Aspergillus awamori Penicillium sp.
OD MnP Lac LiP  MnP Lac LiP MnP Lac  LiP MnP Lac LiP
1% 3434 200 52 0 0 0 6950 1600 28 5496 440 102
3% 6916 430 128 7668 570 96 5678 1550 30 5344 910 46
5% 5104 2070 52 5910 72044 6336 1240 82 6296 480 42

OD: 6leo diesel; MnP: Manganes Peroxidase; Lac: Lacase; LiP: Lignina Peroxidase

Chakroun et al. (2010) observaram que a lacase produzida pelo fungo
Trichoderma atroviride era capaz de oxidar compostos aromaticos.

Segundo Wesenberg et al. (2003) a lignina peroxidase pode ser utilizada para
mineralizar compostos aromaticos, como o0s hidrocarbonetos. Baptista et al. (2011)
observaram que o fungo Penicillium commune apresentou maior producdo para a
enzima, atingindo valores de 2.500 U/L para lignina.

Em 2010, Maciel obteve valores para lignina peroxidase pelos fungos,
Paecilomyces sp. (94 U/L%9), Penicillium sp. 100 U/L+22), Aspergillus sp. (100
U/L£14) e Penicillium sp. (144 U/L+13), seguindo a mesma metodologia descrita no
presente trabalho.

Clemente et al. (2001) investigaram a degradacdo de hidrocarbonetos por treze

fungos deuteromicetos ligninoliticos e constataram que o grau de degradacéo varia de
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acordo as enzimas ligninoliticas. Moreira (2006) relata em seu trabalho realizado com
Psilocybe castanella produziu uma alta atividade ligninolitica, provavelmente em
resposta a concentragdo do poluente organico, hexaclorobenzeno. Anastasi et al.,
(2009), observaram uma producéo de lipase por Basidiomycetes de 19U/L.

Silva et.al., (2004) estudaram oito linhagens fungicas usados na biorremediagéo
foram isoladas de solos agricolas sob cultivo de arroz, aonde as maiores atividades
enziméticas detectadas estiveram relacionadas a producdo de lignina peroxidase. O
nivel méximo detectado foi de 6.079 U/L * (linhagem P11SA4F), seguida de 3,332 U/L
"1 (linhagem P11SA4F). Nenhum dos fungos testados pode ser comparado em producéo
de LiP ao Ganoderm sp linhagem GASI3.4 (18,851U L™), considerado controle.

Anastasi et al., (2009), em seu estudo, observaram uma producdo de LiP por
Basidiomycetes em torno de 19 U/L. A producdo de lignina peroxidase para 0s ensaios
dos fungos crescidos em culturas puras pode ser observada pelo Penicillium
communecom maior producdo enzimatica, atingindo 2.515 U/L (ARRUDA, 2011).

O maximo de atividade de LiP encontrada foi de 20umol/L em 24 horas de
incubacdo. A atividade de LiP detectada, 3,58U/L, foi maior que a atividade detectada
por (Zhao et.al., 1996; Arora et.al., 2002), que detectaram apenas 0,173U/g e 1U/mL
respectivamente de outros fungos de podrid&o branca da madeira.

Em trabalho realizado por Baptista (2014) para enzima manganés peroxidase no
para 0 meio Sabouraud foi maior do que para 0 meio com adicdo de milhocina,
respectivamente 4U/L e 3U/L, no periodo de 24h houve a mesma producéo para os dois
meios de 2U/L, em 48h e 72 ocorreram a producdo enzimatica. Os resultados foram
diretamente proporcionais ao aumento das horas, sendo que para a enzima manganés
houve os melhores resultados para o meio contendo a milhocina no valor de 4U/L.

Regina e Broett (2009) obtiveram valores maximos de atividade de manganés
peroxidase em torno de 1400U/L ™ para Lentinus edodes cultivado em meio liquido &
base de infusdo de bagaco de mandioca e dextrose. Entretanto, os mesmos autores
também observaram a influéncia do substrato na expressdo da enzima.

Gloeophyllum striatum e Coriolopsis byrsina sdo excelentes produtores de
manganés peroxidase, tendo produzido 67,1 U/mL (21 dias em bagaco de cana) e
590,3U/mL (28 dias em palha de arroz), respectivamente se comparados com o0s de
Nske et al.(2002), com Nematoloma frowardii que produziu 1,5U/mL apés 11 dias de

fermentacdo em lascas de madeira como substrato, e Phanerochaetechrysosporium, um



Arruda, FVF. Biodiversidade de fungos filamentosos... 69

fungo bastante estudado por sua capacidade de producdo de ligninases (Fujian et
al.,2001).

Maciel et al. (2010) analisaram a producdo de manganés peroxidase foi de
60U/L+8 produzidos por Penicilliums p., cerca de 56U/L+6 gerados por Curvularia
lunata e 51 U/L+4 por Paecilomyces sp.

Resultados semelhantes foram obtidos por Gomes et al., (2009), realizando
descoloracdo de corantes, utilizando arroz como substrato, onde obtiveram 0,6 U/ mL
de manganés peroxidase. Contudo, resultados superiores foram observados por Anastasi
et al. (2009) em testes de degradacdo usando basidiomicetos mostrando que houve
producdo de Manganes Peroxidase em torno de 124 U/L.

Os fungos Penicillium sp. (290U/L+28) e Curvularia luneta (210U/L+17), se
destacam estatisticamente em comparacdo a producdo da enzima lacase em comparagédo
pelos demais fungos (Maciel et al., 2010). Em trabalho realizado por Quarantino et al.
(2008), a producdo de lacase por Paecilomyces sp variou de 0,024 U/mL e 2,04U/mL.

Em meio caldo Sabouraud acrescido de 6leo diesel, tendo a glicose como
controle e 6leo diesel como indutor da atividade enzimatica, Baptista et al. (2011)
encontraram para lacase, atividades variando de 4,35 U/L a 4,62 U/L, destacando a mais
alta producdo para os fungos Cunninghamella echinulatae Penicillium commune, com
4,62 U/L para ambos.

As funcgdes biologicas da lacase nos micro-organismos ainda nao estdo muito
claras. Em fungos ha relatos sobre sua participacdo no rapido crescimento celular,
esporulacdo (Gianfreda et al., 1999) e degradacdo de lignina (Eggert et al., 1996)
Baptista et al, (2011) observaram uma producdo de lacase em meio liquido Sabouraud,
contendo 6leo diesel, para o fungo Penicillium commune, atingindo 1.947U/L
De acordo com Rothschild et al. (2002) a atividade da Lipase e da Lacase tem sua
producdo relatada por alguns fungos da podriddo branca. Arruda (2011), utilizando éleo
diesel como substrato conseguiu obter o valor 2.594 U/L Cunninghamella echinulata.

4. CONCLUSOES

Observou-se nesse trabalho que em relacdo ao isolamento de fungos
filamentosos por pontos de coletas, um maior numero de col6nias foram isoladas no
meio mineral Bushnell Haas, destacando-se o ponto 2, seguido do ponto 1, dentre os
meios com adigdo de 6leo diesel, 0 que apresentou maior nimero de isolados foi 0 meio

Malte OD. Das linhagens de fungos filamentosos isolados de ambiente aquatico foi
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observado um maior numero os pertencentes aos dos géneros Aspergillus. Esses micro-
organismos apresentam-se como produtores das enzimas do sistema lignolitico, sendo
possiveis suas aplicacbes em processos biotecnoldgicos como a aplicagdo dessas

enzimas na remocao de petroderivados e aguas contaminadas.
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Resumo

Durante seu processamento, transporte e armazenamento do 6leo diesel, que é um
produto carcinogénico com odor forte, podem ocorrer vazamentos acidentalis,
ocasionando sérios problemas ao meio ambiente. Diante disto, o desenvolvimento de
biotecnologias para a recuperacdo de ambientes poluidos torna-se cada vez mais
necessario. Consorcios sdo formados por populacdo de espécies que, em sinergismo, sao
potencialmente aplicados na biodegradacdo de poluentes derivados do petroleo.
Objetivou-se nesse estudo encontrar micro-organismos, como os fungos filamentoso,
capazes de mineralizar os compostos quimicos presentes no 6leo diesel. Utilizou-se
fungos filamentoso em culturas isoladas e mistas para avaliar a degradacdo de
compostas presentes no 6leo diesel. Os resultados demonstram que o fungo Penicillium
commune obteve valor de degradacdo de 80% para o Nonadecano. Aspergillus. flavus
linhagens, 10, 13, 46 e 59 degradaram 40% (Tetradecano), 45% (Tridecano), 35%
(Nonadecano) e 80% (Tetradecano) respectivamente. Quando em cultura mista
(consorcio) Penicillium commune, Aspergillus flavus 59, Aspergillus tamarii 122,
associados apresentaram valores de degradacdo proximos a 50%, de todos os
constituintes do 6leo diesel. O teste de toxicicidade avaliou que os subprodutos gerados
pelo ensaio de biorremediacdo ndo foram tdxicos. Os resultados demostram a
eficiéncias da utilizacdo de fungos filamentosos na biorremediacédo de areas impactadas.

Palavras chave: Biotecnologia, biorremediacao, consdcio fungico, 6leo diesel

Abstract

During processing, transportation and storage of diesel oil, which is a carcinogenic
product with a strong smell, accidental leaks can occur, causing serious problems to the
environment. Hence, the development of biotechnologies for remediation of polluted
environments becomes increasingly necessary. Consortia are formed by species
population that, in synergy, are potentially applied in biodegradation of petroleum
pollutants. This study aimed to find micro-organisms, such as filamentous fungi, able to
mineralize the chemical compounds present in diesel oil. Was used in filamentous fungi
isolated and mixed cultures to assess the degradation of compound present in the diesel
fuel. The results show that the fungus Penicillium Commune obtained 80% degradation
value for nonadecane. Aspergillus.flavus strains 10, 13, 46 and 59 have degraded 40%
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(tetradecane), 45% (tridecane), 35% (nonadecane) and 80% (tetradecane), respectively.
In mixed culture (consortium) Penicillium commune, Aspergillus flavus 59 and 122
Aspergillus tamarii associated degradation showed values close to 50% of all diesel fuel
components. The toxicicidade test evaluated the products generated by bioremediation
trial were not toxic. The results demonstrate the efficiency of the use of filamentous
fungi in bioremediation of impacted areas.

Keywords: Biotechnology, Bioremediation, Consdcio fungal, diesel

1. INTRODUCAO

O oleo diesel é um produto possivelmente carcinogénico e volatil, limpido,
isento de material em suspensdo e com odor forte e caracteristico. Pode ser irritante aos
olhos causando vermelhiddo, dor e lacrimejamento pode também causar danos ao trato
gastrointestinal, sistema nervoso central e pulmdes, dano ao figado e rins, se ingerido,
efeitos narcoticos se inalado tontura, vertigens e perda de consciéncia. Porém esse
composto € bastante utilizado para movimentar automoveis e maquinas de grande porte,
entre outras aplicacdes (Gangwar, 2012). Durante seu processamento, transporte e
armazenamento podem ocorrer vazamentos acidentais, ocasionando sérios problemas ao
meio ambiente. Diante disto, o desenvolvimento de biotecnologias para a recuperagao
de ambientes poluidos torna-se cada vez mais necessario. No caso de 6leos, como a
gasolina e o Oleo diesel, os hidrocarbonetos monoaromaticos, benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (BTEX) sdo mutagénicos e carcinogénicos (Souza, 2010).

Em caso de grandes derramamentos o produto pode ser perigoso para 0 meio
ambiente devido a possivel formacdo de uma pelicula do produto na superficie da agua
diminuindo os niveis de oxigénio dissolvido (Gangwar, 2012).

A maior parte dos componentes do petréleo, de 60% a 90%, é biodegradavel.
Entretanto, o restante (10% a 40%), em estado bruto ou refinado, se encontra de forma
recalcitrante, ou seja, de dificil degradacdo pela sua grande estabilidade, tanto a foto-
oxidacdo quanto a oxidacdo quimica. Mesmo tratando-se de uma porcéo menor, deve-se
ressaltar que isto representa toneladas de poluentes impactando ecossistemas e sendo
bioacumulados e biomagnificados na cadeia trofica. O destino destes compostos apos
um derrame ira depender da interacdo entre varios fatores, podendo-se destacar a

degradacéo microbiana (Crapez et al., 2002).
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A biorremediagdo baseia-se no processo de degradacdo do poluente por agéo
microbiana (bactérias, leveduras e fungos filamentosos) sendo considerada uma
estratégia ecologicamente viavel, de alta eficiéncia e de baixo custo (Cruz, 2012).

A complexidade dos compostos presentes no petréleo e seus derivados torna-se
necessario a utilizacdo de consorcios, com micro-organismos de diferentes géneros e
espécies. A maior eficicia dos consércios com relagdo as culturas puras € evidenciada,
provavelmente, pela ocorréncia do cometabolismo, fendbmeno no qual, alguns micro-
organismos sdo considerados primarios, sendo responsaveis pelo ataque inicial ao
poluente, produzindo compostos intermediarios que serdo em seguida assimilados por
outros géneros e espécies diferentes, denominados micro-organismos secundarios
(Jacques et al. 2007).

Objetivo: Avaliacdo do potencial oxidativo de fungos de ambientes aquaticos
além de avaliar o gradiente de aclimatacao de utilizando 6leo diesel e selecionar fungos

com posterior aplicacdo na Biorremediacéo.

2. MATERIAL E METODO

2.1 Oleo diesel
O 6leo diesel utilizado neste trabalho foi gentilmente cedido pela Petrobras
Transporte S.A. — TRANSPETRO/SUAPE, PE.

2.2 Micro-organismos

Os fungos filamentosos utilizados nesse trabalho foram isolados do ambiente
aquatico do complexo portuario de Suape, Pernambuco, Brasil. A manutencdo das
linhagens foi realizada através de repiques em placas de Petri contendo 0 meio Agar
Sabouraud - SAB. O periodo e a temperatura de incubagdo tiveram um tempo médio de
36horas em temperatura de 30°C. Apds esse tempo de incubacdo, as placas foram

reservadas em refrigerador com temperatura de 4°C até os ensaios subsequentes.

2.3 Teste de oxidagao

Para avaliar a viabilidade das culturas e a comprovacdo da capacidade
degradadora, utilizou-se a técnica do indicador redox 2,4-diclorofenol-indofenol —
DCPIP (Hanson et al., 1993) adaptada para frascos Erlenmeyer por Gomes et al.,
(2004). Cada frasco continha o 45mLdo meio Bushnell Haas — BH, pH7,0; 3 blocos de
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gelose (8mm de diametro) do micro-organismo (um total de 187); 0,5mL do 6leo diesel
e 0,5mL do indicador redox DCPIP. Todos os ensaios foram realizados em triplicata,
além dos controles negativo (abiotico - indicador, 6leo diesel e meio BH) e controle
positivo (bidtico — fungo filamentoso, glicose, indicador e meio BH) a 30°C, em

condicdo estatica, por um periodo de até 7 dias.

2.4 Aclimatacao

As linhagens que apresentaram um melhor resultado para o teste qualitativo
passaram por um periodo de adaptacdo ao poluente. A aclimatacdo foi realizada em
frascos de Erlenmeyer (500mL), contendo100 mL do meio mineral Bushnell-Haas, 3
blocos de gelose (8mm de didmetro) de cada cultura e concentragdes crescentes de dleo
diesel (1%, 5%, 7% e 10%) como fonte de carbono.

2.5 Biomassa e pH

A biomassa foi avaliada através do método de peso seco, obtido pela diferenca
do peso final pelo inicial, apds filtragem de 20mL do meio de cultivo, a amostra foi
centrifugada, lavada com detergente para retirada do 6leo, e em seguida filtrada. A
massa de células foi pesada em membrana filtrante de porosidade (@) 0,45um para
avaliacdo do crescimento microbiano por gravimetria (g/L). A analise do pH do meio
durante o experimento foi realizada utilizando o potencidometro digital DIGIMED
modelo DM-1.

2.6 Toxicidade

Para cada concentracdo foram retiradas aliquotas no qual se avaliou a eficiéncia
do residuo gerado do material biodegradado seguindo o método utilizado por de Tiquia
et a. (1996) e quantificacdo da degradacdo por andlise cromatografica. Nesses ensaios
foram utilizadas sementes de pepino (Cucumis sativus) que foram previamente
desinfestados com hipoclorito de s6dio e &gua destilada. Dez sementes foram
distribuidas de forma equidistantes em placas de Petri forradas com papel de filtro duplo
esterilizados e posteriormente impregnados com 5mL do liquido residual. Placas
controle contendo 5mL de agua destilada esterilizada, além de uma placa contendo 5mL
de 6leo diesel foi realizado, as placas mantiveram-se a 25° C durante sete dias. Apos
esse periodo, foram avaliados os percentuais de germinagdo, crescimento da raiz e

indice de germinac&o, de acordo com as equacdes abaixo:
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e Percentual de germinacdo (% G) = Média de sementes testes germinadas x 100
Média de sementes germinadas no controle

e Crescimento da raiz (% CR) = Média do crescimento da raiz das sementes x 100
Média do crescimento das raizes no controle

e Indice de germinacdo (IG) = (Germ. da semente) x (% Crescimento da raiz)
100

2.7 Analises da degradacéo dos constituintes do 6leo diesel

Ao final dos ensaios, nas concentragdes de 5% e 10%, foi determinada a
degradacéo do poluente por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(CG-EM modelo SHIMADZU@). Inicialmente as fases aquosas e oleosas das amostras
foram separadas através de trés extracdes consecutivas com diclorometano em funis de
separacdo, filtradas em papel de filtro e em seguida injetadas no cromatdgrafo gasoso
acoplado a espectometria de massa (CG-EM).

2.8 Formacao do consdrcio

O consdrcio microbiano foi formado com base nos resultados obtidos durante as
aclimatacOes das culturas. Os fungos filamentosos que apresentaram melhores valores
de degradacdo dos constituintes do Oleo diesel. Foram realizados em frascos de
Erlenmeyer (500mL), contendo100 mLdo meio mineral Bushnell-Haas, 3 blocos de
gelose (8mm de didmetro) de cada cultura e 6leo diesel como fonte de carbono. Todo o
material foi mantido a 30° C sob condig@es estaticas durante 7 dias.

2.9 Teste de Antagonismo

O teste de antagonismo foi realizado utilizando-se placas de Petri contendo meio
Agar Sabouraud. Cada micro-organismo foi repicado em forma de tapete e apds seu
crescimento foram retirados blocos de gelose e colocados frente a outro micro-
organsimo. A leitura foi realizada a cada 24 horas e considerou-se como inibic¢&o

qualquer tamanho de halo produzido.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1.1Selecdo de micro-organismos

3.1.2 Fungos filamentosos e leveduras

Foi observado que de um total de 140 fungos filamentos e 47 leveduras testadas
quanto a sua capacidade de biodegradar o oOleo diesel, 20% dos fungos filamentos
apresentaram oxidacdo em até 48 horas (Figural) e as leveduras mostraram uma

oxidagdo de 2% em um tempo de até 24 horas.

Figura 1: Oxidacéo biologica do indicador 2,4-diclorofenol-indofenol para os fungos

filamentosos
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Desses fungos filamentosos testados, 23 foram do género Aspergillus e dois do
género Penicillium. Das 23 linhagens de Aspergillus testadas, oito mudaram
intensamente de cor 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 ndo apresentaram
mudanga do corante (Tabela 1). Para o género Penicillum, observou uma descoloracao
de 17 e 66 horas por Penicillum aurantiogrissum e Penicillium commune,
respectivamente.

Maciel et al., (2010) estudando Aspergillus tamarii, tanto isolado como em consécio
mostrou uma degradacao de lubrificantes automotivos limpos e usados.

Neto (2010) verificou a ocorréncia da oxidacdo bioldgica em todas as amostras
testadas com variagdo entre 24 a 72 horas para mudanga de cor do indicador DCPIP.
Dentre as 5 linhagens de fungos testadas todas apresentaram um bom potencial de
degradacéo para o 6leo cru, por terem mostrado acdo positiva em até 72 horas. Contudo o
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fungo filamentoso P. commune mostrou ser mais promissor por ter apresentado resultado
positivo em menos de 24 horas.

Cavalcanti (2012) observou a potencialidade de degradacdo de 6leo diesel por
uma levedura, utilizando o mesmo indicado (DCPIP), nesse ensaio foi observada a
mudanca de coloracao apos 12 horas.

Silva (2012) empregando a técnica do indicador DCPIP para investigar o
potencial de fungos em degradar o dleo diesel, selecionou dois fungos por promoverem
a descoloracdo do meio de cultivo em até 24 horas. Melo (2011) empregando a mesma
técnica em ensaios com petroleo, selecionou trés fungos filamentosos que descoloriram

0 meio de cultivo em até 24 horas.

3.2 Teste de Antagonismo e aclimatacao

Foram selecionados dez fungos filamentos que apresentaram menor tempo para
o teste de oxidacdo bioldgica, e entre eles observou-se que todos foram capazes de
interagir entre si, demonstrando assim néo existir problemas com suas interacfes. Todos
0s micro-organismos testados foram capazes de degradar constituintes do 6leo diesel
nas concentracbes testadas. Penicillium commune, apresentou percentuais de
degradacdo entre 60% e 80%, Penicillium aurantiogrisesum mostrou degradacdo de
50%. As linhagens de Aspergillus aculeatus (03 e 38) apresentam picos préximos a
30% e 45% de degradacao de Oleo diesel, respectivamente. A linhagem A. niger (107)
obteve resultados de degradacdo semelhantes a 30%.

A linhagem A. flavus (10, 13, 46 e 59) apresentou picos que chegaram em torno
de 40%, 45%, 35% e 80% respectivamente. A. tamarii (122) teve degradacdo de 50%

da fonte oleosa (Figura 2).
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Figura 2: Indices de degradagdo de dleo diesel por Aspergillus flavus (59) na
porcentagem de 5%.
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Souza (2008), aclimatando fungos em 24% de dleo diesel verificou uma
reducdo de 70% a 80% para os hidrocarbonetos alifaticos e Miranda (2007) utilizando
leveduras em processos de degradacdo de 6leo diesel na concentracdo de 12%, obteve
valores de degradacao entre 21,4% e 93%.

Em trabalho realizado por Melo (2011), foi analisado o potencial de degradacéo
do petroleo na concentracdo de 10%, por uma bactéria e um fungo filamentoso, nesse
estudo observaram-se percentuais de degradacédo de 32,43% e 66,05% respectivamente.

Experimentos de degradacdo de hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, que
compde o petréleo e seus derivados, demonstraram que os fungos degradam mais
facilmente os compostos alifaticos e com menor eficiéncia a fragdo aromatica, por ser a

fracdo mais recalcitrante (Miranda, 2007).

3.3 Biomassa e pH

Todos os micro-organismos foram capazes de produzir biomassa nas diferentes
concentracdes testadas. O fungo filamentoso, Penicilluim aurantiogrise apresentou,
0,9¢g/L de biomassa, seguido do Penicilluim commune com 0,3g/L, ambos em 5% de
fonte oleosa.

Aspergillus aculeatus (03 e 38) e a linhagem A. niger(107) apresentaram pH
entre 6,0 e 7,0 e producdo de biomassa 0,01g. A linhagem A. flavus (10, 13, 46 e 59)

apresentaram valores de pH variando entre 3,0 e 3,5 e uma biomassa de até 0,13g o qual
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foi inferior a 35% com pH abaixo de 4 e biomassa proxima de 0,1g. A. tamarii (122)
teve pH 5,1 e biomassa 0,07g.

Como observado nos resultados obtidos, todas a linhagens pertencentes do grupo
A. flavus tiveram um padrdo quanto ao pH, todos se mantiveram proximos de 3,0 e

crescimento micelial entre 0,099 e 0,1g. (Tabela 1).

Tabela 1: valores de biomassa e pH dos fungos filamentosos no teste de aclimatagdo na

concentracdo de 5% de Gleo diesel

Biomassa g/L pH

Penicilluim aurantiogrise 0,90 3,5
Penicilluim commune 0,30 3,5
Aspergillus aculeatus 03 0,01 6,0
A. aculeatus 38 0,01 6,5
A.niger 107 0,01 6,5

A. flavus 10 0,13 3,5

A flavus 13 0,09 3,5

A. flavus 46 0,10 3,0

A. flavus 59 0,12 3,0

A. tamarii 122 0,07 55

Cruz et al., (2010) sugerem que as variac@es nos valores de biomassa durante 0s
ensaios de degradacdo devem-se provavelmente a um periodo de adaptacdo as
condicBes adversas, ja que a fonte oleosa apresenta toxicidade a producdo de
metabolitos &cidos.

Pereira (2009) e Leahy e Colwell (1990), afirmam que a faixa de pH mais favoravel
ao crescimento da maioria dos micro-organismos envolvidos em processos de
biodegradacdo situa-se entre 6.0 e 8.0, sendo os fungos mais tolerantes a condicdes
acidas. Outros autores, Rao (2005) e Aislabie et al., (2006) sugerem que a acidez pode
ser justificada pela producdo de acidos organicos e uma maior atividade microbiana,

indicativos indiretos da biodegradacéo.

3.4 Degradacgdo em consorcio

Com base nos resultados dos ensaios anteriores, os fungos filamentosos foram
selecionados para a formagdo do consocio.

Os fungos (P. commune, A. flavus 59, A. tamarii 122), associados apresentaram

valores de degradacdo dos constituintes do petroderivado proximos a 50%, em 5% oleo
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diesel, quando apresentados na concentracdo de 10%,0s percentuais de degradacédo
foram inferiores a 20% (Figura 3).

Figura 3: Degradacao microbiana do consorcio
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Cruz (2012), utilizando um consorcio misto em ensaios de degradacdo de
querosene em concentracdes de 4% e 10%, verificou percentuais de degradacdo
inferiores a 5%. Arruda (2011) em ensaios de degradacdo de dleo diesel, utilizando
Penicillium commune, Aspergillus terreus e Cunninghamella echinulata mostrou que
estes quando testados isolados demonstraram bons degradadores, porém quando
utilizados em consorcio diante da mesma fonte oleosa e em outras condicdes de cultivo

suas interagdes ndo foram téo eficientes no processo de degradagao.

3.5 Eliminacao da fitoxicidade do éleo diesel

Ao final dos ensaios de aclimatacdo nas concentracdes 1%, 5% e 10%, foram
realizados testes de fitotoxicidade, estes revelaram indices de germinacéo entre 60% e
100%, indicando que os micro-organismos além de serem capazes de degradar o 0leo
diesel, também reduziram sua toxicidade (Figura 4). Na concentracdo de 1% e 10% os
resultados demonstram que o fungo P. commune reduziu a toxicidade do 6leo diesel em
100%. Estes resultados foram semelhantes aos de Cruz (2009), que em ensaios de
fitotoxicidade do material residual de oOleo diesel e gasolina biodegradados por um

fungo, verificaram indices de germinacdo de 100%.
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Maciel et al. (2010) analisando a fitotoxicidade do material residual proveniente
da degradacdo do querosene por uma espécie de Penicillium, também observou indices
de germinacdo de 100%, indicando que este fungo reduziu significativamente a
toxicidade do querosene. Segundo o autor referéncia parra esse ensaio, Tiquia et al.
(1996), quando o indice de germinacdo é superior a 80%, é um indicio que a toxicidade
do composto desapareceu. Rivera-Cruz e Trujillo-Narcia (2004), afirmam que o’
crescimento vegetal reduzido, germinacdo inibida e morte vegetal indicam o grau de

toxicidade de poluentes.

Figura 4: Imagens do teste de fitotoxicidade. A — Controle positivo; B — Controle

negativo; C — Tratamento com residuo

4. CONCLUSOES

Os micro-organismos testados apresentaram eficiéncia na biorremediacdo da
contaminacdo por Oleo diesel. Quando em cultura isolada apresentaram indices de
degradacéo proximos ao total para alguns constituintes do oleo diesel, porém quando
em culturas mistas, em consorcio, os indices foram semelhantes, com indices chegando
a metade da degradacdo para todos os constituintes do 6leo diesel, demonstrando assim
a importancia dessa pesquisa para o0 tratamento biotecnoldgico como a biorremediacdo
de ambientes impactados por petroderivados, utilizando consércios fungicos.
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Resumo

O 6leo diesel é o principal petroderivado comercializado no mercado brasileiro, A
obtencdo, 0 armazenamento, 0 transporte e 0 uso sdo considerados oscontaminantes
principais do meio ambiente. Biorremediagdo ¢ uma tecnologia para tratar
locaiscontaminados mediante o uso de agentes biologicos capazes de modificar ou
decomporpoluentes alvos. A biodegradacdo do Oleo requer a acdo de consorcios
microbianos por ser, bioquimicamente, extremamente complexa. O objetivo dessa
pesquisa visa estudar a degradacdo do Oleo diesel por micro-organismos em
umconsécio. Foram utilizados a bactéria Bacillus sp, levedura L24 e o fungo
filamentoso, Aspergillus tamariina formacdo de dois consdrcios, verificou-se que o
consércio 1 (Bacillus sp + Aspergillus tamarii) observou uma degradacdo dos
compostos do 6leo diesel, superior a 20%, o consécio 2 (L24 + Aspergillus tamarii)
apresentou um indice de degradacdo proximo aos 30%. Os resultados. A toxicicidade
dos residuos tratados apresentou indice de germinacdo entre 89,60% e
90,80%conso6ciole 2, respectivamente, o que demonstra que o residuo proveniente do
tratamento ndo foram toxicos, potencializando o uso dos mesmos em processos de

biorremediacéo.

Palavras chave: Consocio misto, biorremediacgéo, levedura, bactéria
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Abstract

The diesel and the main petroderivado marketed in Brazil, obtaining, storage,
transportation and use are considered the main contaminants of the environment.
Bioremediation is a technology for treating contaminated sites by the use of biological
agents capable of modifying or decomposing target contaminants. Oil biodegradation
requires the action of microbial consortia to be biochemically extremely complex. The
objective of this research aims to study the diesel oil degradation by microorganisms in
consortium. Bacillus sp bacterium was used, yeast and filamentous fungi L24 in the
formation of two consortia, it was found that the consortium 1 (Bacillus sp Aspergillus
tamarii +) observed the degradation of diesel compounds, more than 20%, the
consortium 2 (L24 + Aspergillus tamarii) presented a degradation rate close to 30%.
The results. The treated waste toxicicidade showed germination rates between 89.60%
and 90.80% consortium 1 and 2, which shows that the residue from the treatment were

nontoxic, increasing their use in bioremediation processes.

Keywords: mixed Consortium; bioremediation; yeast; bacteria

1. INTRODUCAO

A forte industrializacdo e o desenvolvimento econémico experimentados pelo
Brasil principalmente a partir da década de 70 exigiram grande estruturacdo de toda a
cadeia produtiva dos derivados do petréleo, desde novas descobertas de campos de
petréleo passando pela formacédo de varios polos petroquimicos e o aumento das redes
de distribuicdo, a ponta dessa cadeia [1]. O 6leo diesel e o principal petroderivado
comercializado no mercado brasileiro, utilizado no transporte de cargas e de
passageiros, em embarcacgdes, na industria, na geracdo de energia, nas maquinas para
construcdo civil, nas maquinas agricolas e locomotivas [2].

A obtencdo, o armazenamento, 0 transporte e o uso do petréleo e de seus
derivados fizeram com que os hidrocarbonetos de petroleo sejam considerados os
contaminantes principais do meio ambiente [3]. Diante de toda essa estrutura logistica
de producdo e comercializacdo do petroleo e de seus derivados, as preocupacoes
relacionadas ao potencial de contaminacdo, principalmente por vazamentos, vém

crescendo [4].
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A biorremediacdo configura-se como uma das técnicas menos impactantes de
remediacdo do por contaminantes de hidrocarbonetos, Entretanto, esta técnica requer o
acompanhamento de alguns fatores capazes de influenciar na atividade microbioldgica
responsavel pela degradacdo, um desses fatores que merece destaque € a
biodisponibilidade dos contaminantes [5].

Biorremediacgdo pode ser considerada como uma tecnologia para tratar locais
contaminados mediante o uso de agentes bioldgicos capazes de modificar ou depor
poluentes alvos [6]. Derivados do petréleo constituem uma mistura complexa de muitas
diferentes classes de hidrocarbonetos. Assim um Unico organismo ndo é capaz de
degradar completamente uma area contaminada. Portanto, é interessante 0 uso de um
consércio microbiano com véarias amostras, para promover uma biorremediacdo mais
efetiva. Ndo existe uma unica espécie microbiana com capacidade metabdlica de
degradar todos os constituintes do 6leo diesel. A biodegradacdo do éleo requer a acédo
de consdrcios microbianos por ser, bioquimicamente, extremamente complexa [7].

O objetivo dessa pesquisa usou estudar a degradagdo do dleo diesel por micro-

organismos em consocio

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Oleo diesel

O combustivel, 6leo diesel, utilizado foi cedido gentilmente pela Empresa
Petrobras Transporte S.A. —- TRANSPETRO/SUAPE.

2.2 Micro-organismos

As linhagens utilizadas foram isoladas de amostras de &gua do mar e Rio,
coletadas as margens da empresa Termopernambuco S/A, no Complexo Industrial e
Portuario de Suape — PE. A manutencéo das linhagens foi realizada através de repiques
em placas de Petri contendo o meio Agar Sabouraud - SAB. O periodo e a temperatura
de incubacéo tiveram um tempo médio de 36horas em temperatura de 30°C. Apos esse
tempo de incubacdo, as placas foram reservadas em refrigerador com temperatura de

4°C até 0s ensaios subsequentes.
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2.3 Teste de degradacdo em consocio

A avaliacdo da biodegradabilidade de cada composto que constitui o éleo diesel
foi realizada por comparacdo entre 0s picos dos compostos encontrados no controle com
os testes. Foram utilizados a bactéria Bacillus sp, a levedura codificada como L24 e o
fungo filamentoso Aspergillus tamarii, na formagdo dos consodrcios (1-Bacillus SP
Aspergillus tamarii, e 0 consorcio 2- levedura L24 +Aspergillus tamarii). Em frascos de
Erlenmeyer de 500mL, adicionou-se 100 mL do meio mineral Bushnell-Haas - BH, 3
blocos de gelose (8mm) para os fungos e 20% da suspensdo (3,0 x 10°) para bactéria e
5% oOleo diesel. Em paralelo foi realizado um controle positivo, com o BH + glicose +
micro-organismo e outro abidtico. Todo o material foi mantido sob condigdo estatica a
35°C e 30°C, por sete dias.

2.4 Teste do residuo gerado

Para se avaliar a presenca ou auséncia da toxicidade do subproduto gerado dos
testes de degradacdo empregou-se a técnica no qual se utiliza espécie de vegetal e avalia
a sua germinacédo [8] Utilizou-se sementes de Cucumis sativus (pepino), em placas de
Petri forradas com papel de filtro esterilizados e posteriormente impregnados com 5mL
do liquido residual e placas controle contendo o mesmo volume de &gua destilada
esterilizada (controle positivo) e 6leo diesel (controle negativo), todos mantiveram-se a
25° C durante sete dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Especificacbes da amostra de 6leo diesel

O oleo diesel foi caracterizado quanto aos parametros presentes na tabela a
sequir



% Degradacio
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Tabela 1: Especificacdes do dleo diesel trabalhado.

PARAMETRO
Massa especifica a 20/4°C (kg/m3) 837
Aparéncia limpido/isento de impurezas
Ponto de fulgor (C°) 63
Destilacdo inicial e final (C°) 175,3 - 341,9
Tipo D
Cor (ASTM) L 1,5
Enxofre total (% m/m) 0,18
C (% m/m) 85,9
H (% m/m) 13,1
N (% m/m) < 0,3

3.2 Teste de degradacéo em consdrcio

A avaliacdo da biodegradacdo por cromatografia gasosa, verificou-se que o
consorcio 1(Bacillus sp + Aspergillus tamarii) observou uma degradacao dos compostos
do 6leo diesel, superior a 20% (Figura 1A), ja o0 consocio 2 (L24 + Aspergillus tamarii)
apresentou um indice de degradacdo proximo aos 20% (Figura 1B). Os resultados entre
os dois consorcios mostraram-se semelhantes, pois os valores de degradacdo dos
componentes do 6leo diesel foram proximos.

Figura 1: Percentuais de degradacédo do 6leo diesel do consércio 1 (A) e 2 (B)
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Em estudos utilizando 4gua do mar, [9] conseguiram uma reducéo na fracdo dos
hidrocarbonetos de 35 % em 28 dias de experimento. Em estudo obtido em 2007,

trabalhando com consocio bacteriano, também se verificou degradacdo de
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hidrocarbonetos [7]. A utilizacdo de comunidades mistas pode apresentar maior
degradabilidade das substancias toxicas, em funcdo da maior interatividade de
diferentes micro-organismos com compostos especificos [10]. [11] descreve eficiéncias
de 60 % na reducao de hidrocarbonetos.

Em 2012, [12] observou uma degradacéo, por consécio de fungos e bactérias, de
20,75 % dos compostos do 6leo diesel, e em estudos realizados em 2001, informam que
bactérias capazes de degradar dleo diesel, sdo responsaveis pela degradacdo dos n-
Alcanos [13]. Em trabalhando realizado com consorcio misto avaliou-se uma

degradacéo de 60% dos constituintes do dleo diesel [14].

3.3 Teste do residuo gerado

A toxicicidade dos residuos tratados apresentou indice de germinacdo de
89,60%, consdciole o consécio 2 de 90,80% (Tabela 2), o que demonstra que 0s
residuos provenientes do tratamento ndo foram tdxicos. Os ensaios de fitotoxicidade nas
placas de controle com 0leo diesel ndo apresentaram germinagdo, 0 que comprova a
toxicidade dos petroderivados, e nas placas de controle com agua destilada

apresentaram crescimento de todas as sementes (Tabela 2).

Tabela 2: Resultados do ensaio de fitotoxicidade com 6leo diesel.
Controle Controle

Parémetros Consorcio 1~ Consorcio 2xx (1) ()
Germinacéo (%) 100 100 100 0
Crescimento Raiz (%) 89,60 90,80 100 0
indice Germinacéo 89,60 90,80 100 0

« Consocio 1: bactéria + fungo «« consércio 2: levedura + fungo

4. CONCLUSOES

Comunidades microbianas em atuagcdo conjuntas apresentaram uma alternativa
frente aos problemas causados por contaminagdo de 6leo diesel, diminuindo o efeito
toxico desse composto. Foi observada a eficiéncia de consércios microbianos entre

fungo filamentosos e bactéria ou fungo filamento e levedura, quando esses apresentaram
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degradacéo para todos os constituintes presentes no 6leo diesel, alem de reduzirem suas

toxicidade.

5. AGRADECIMETOS
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9. CONCLUSOES GERAIS

e O ambiente marinho estudado demonstrou ser um local favoravel a isolamento
de fungos, uma vez que foram isolados mais de 100 desses micro-organismos;

e Dos fungos filamentosos isolados e identificados foi observada uma
predominancia do género Aspergillus, seguido do género Penicilium;

e Os fungos testados quanto a sua capacidade de produzirem enzimas mostraram-
se eficientes, para a producdo enzimética dos grupos das fenoloxidases,
Manganes Peroxidase, Lacase e Lignina Peroxidase;

e Os micro-organismos testados quanto a biodegradacdo, demonstram eficiéncia
ao degradarem os compostos presentes no 6leo diesel;

e Os residuos gerados durante o processo de biodegradacdo demonstraram ndo
serem toxicos, comprovando assim a eficiéncia desse processo de

descontaminacdo ambiental.
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ANEXO
Tabelal.OcorrénciasenvolvendopetroleoederivadosnoBrasil(1960-2012)
Fonte/Causa Data Local/areas atingidas Vol.vazado
estimado
Transporte maritimo dez/1960 Costa do Espirito Santo 66.530 m3 de
Explosdo do navio SinclairPetrolore préximo da Ilha de Trindade petroleo
Transporte maritimo ago/1974 Canal de SaoSebastido(SP) 6.000 m2 de
colisdodo navio TakimyiaMarucom rocha praias e costdes/ Ubatuba petroleo
Transporte maritimo mar/1975 Baia de Guanabara (RJ) 6.000 m2 de
colisdodo navio Tarik lbnZyiadcom rocha praias e costoes, petréleo
Transporte maritimo Canal de S.Sebastido (SP) 6.000 m2 de
colisdo do navio Brazilian Marinac/ rocha submersa  jan/1978 praias e costdes petréleo
Rompimentode oleodutoBertioga out/1983 Canal de Bertioga (SP) 2.500 m2 de
Linha S. Sebastido-Cubatio mangue, praias e costfes petroleo
Rompimentode oleoduto -Vila Soco fev/1984 Cubatdo (SP) N&o estimado
LinhaCubat&o/Santos mangue/mortos e feridos de gasolina
Terminal deArmazenamento jun/1984  Centro urbano de S. Sebastido N&o estimado
Incéndio noCorrego do Outeiro um obito, panico, praias
_ Transporte maritimo _ mar/1985 S. Sebastidao(SP) 2.500 m3 de
colisdodo navio Marina“compier do terminal praias e costdes litoral norte petréleo
Refinaria deCubatéo jul/1985 Cubatéo (SP) 500 m3 de oleo
Explosdo em tanque de armazenamento Rio Cubatédo combustivel
Transporte maritimo jan/1987 Baia da Guanabara (RJ) 12 md de 6leo
Vazamento de embarcacéo perto daREDUC lubrificante
Transporte maritimo ago/90 Baia da Guanabara (RJ) 20 m?
Navio HortaBarbosa/Terminal TORGUA de petroleo
Transporte maritimo - Petroleiro Theomana set/1991 Bacia deCampos(RJ) 2.150 mé de
ndo apurada alto mar petréleo
Rompimentode oleoduto —Costdo do Navio mai/1994 Sdo Sebastido (SP) 2.700 m3 de
linha S&o Sebastido/Cubatéo Vegetacao, praias e costdes petroleo
Rompimentode oleoduto mar/1997 Baia da Guanabara (RJ) 2.700/2.800 m3 de
LinhaREDUC/Ilha d’Agua manguezal bunker MF 180
Transporte maritimo jul/1998 Porto de Santos 40 m3 de bunker
colisdoentrenavios Smyrni e ElizabethRickmers MF 180
Rompimentode oleoduto ago/1999 Manaus (AM) 3elms3dedleo
Refinaria deManaus -REMAN Igarapés eRio Negro combustivel
Exploracao eProducdo dePetrdleo nov/1999 Carmépolis (SE) N&o estimado
Sonda emcampo terrestre Rio Iriri/pesca de petroleo
Rompimentode oleoduto jan/2000 Baia da Guanabara (RJ) 1.300 m3 de
Refinaria Duque de Caxias- Ilha d’Agua Praia/costdo/mangue/pesca Oleo MF 180
Transporte maritimo/monobéia™ mar/2000 Tramandai (RS) 18 m3 de
Falha transferéncia de petroleiro para terminal mar/praia/pesca petréleo
Refinaria doParana jul/2000 Parana 4.000 m3 de 6leo
Falha interna Rios Barigui e Iguacu
Rompimentode oleoduto fev/2001 Mato Grosso 4 .000 m3 dedleo
Corrego Caninana diesel
Exploracéo eProducao d;Petr()Ieo mar/2001 Bacia deCampos(RJ) 1.200 m3 diesel
Plataforma P36 alto mar e 350 m3 petréleo
Exploragdo eProducéo dePetroleo abr/2001 Bacia deCampos(RJ) 124.000 m3 de
Plataforma P7 alto mar petroleo
Transporte maritimo out/2001 Baia de Paranagua (PR) 5.000 m3 de nafta
encalhedonavio Norma em banco de areia um 6bito/fauna
Aparecimento de manchas de petroleotipo arabe, ago/2001 Litoral norte da Bahia Nao estimado

origem ndo identificada, naBahia

30 km de praias
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Transporte maritimo dez/2001 Canal de S. Sebastido Né&o estimado
Exploséo do navio Alina P, estava fundeado Um 6bbito (peguena guantia)
Transporte maritimo jun/2003 Praias, costdes, mangue
Falha transferéncia do navio Nortic Marita para terminal e lagoacosteira de S. Sebastidoa = 25 m3 de petroleo
Canal de S. Sebastido (SP) Ubatuba
Rompimentode oleoduto fev/2004 ~ Guaecd — S. Sebastido (SP) 300 m? de petroleo
Linha S. Sebastido-Cubatéo Vegetacao, rio, praia
Transporte m9ritimo nov/2004 Porto Paranagua (PR) 4079,23 ton metanol
Exploséo do navio Vicufa'no pier do terminal praias,costdes, mangue,fauna 285 ton bunker
Transporte maritimo nov/2005 Rio Negro (AM) Né&o estimado
Naufragio de barcaca proximo de Manaus Oleo combustivel
Transporte maritimo jan/2008 Baia de S. Francisco (SC) 116.000 L de

Fonte: CETESB




