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“I’'m a good man in a storm”.

(Arizona Robbins — Grey’s anatomy)

“Nem sempre se pode ter f&,
quando o chdo desaparece
embaixo dos seus pés.

Mas, nem sempre

a fraqueza que se sente

quer dizer que a gente ndo ¢ forte”.

(Palavras Repetidas — Gabriel O Pensador).
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1. INTRODUCAO

A contaminagdo do meio ambiente por petréleo e seus derivados tem se tornado
cada vez mais uma das principais causas de poluicdo ambiental. Atualmente o setor
petrolifero lidera o ranking das fontes energéticas mais utilizadas, sendo responsavel
por 40% da producédo da energia mundial (AZEVEDO, 2010). A grande quantidade de
petr6leo presente no meio ambiente, assim como sua circulagdo no mesmo, se deve ao
fato da rapida aceitacdo desse composto como fonte de energia a diversas invengdes,
desde o inicio da exploracédo petrolifera em meados do século XIX (PALA et al. 2006).

A producdo anual do petroleo atinge até trés bilhdes de toneladas por ano, sendo
que aproximadamente a metade € transportada por transportes maritimos
(MONTAGNOLLI, 2011). Contudo, com o aumento da sua exploragdo e
comercializagdo, bem como seus derivados, houve um acréscimo no numero de
vazamentos acidentais e rejeite indevido, tendo como consequéncia danos graves ao
meio ambiente, pois 0 contato com 0 mesmo pode provocar maleficios para os organismos
aquéticos, terrestres e consequentemente para toda a cadeia alimentar (SOUZA FILHO,
2006; PIROLLO, 2006). Estima-se que aproximadamente dois milhdes de toneladas sdo
perdidas em acidentes na manipulacéo de petroleo anualmente (READMAN et al. 1992).

Apesar de estar atrelado ao desenvolvimento e ao progresso, 0 petroleo e seus
derivados sdo extremamente nocivos a0 meio ambiente devido sua toxicidade elevada
por conta da alta taxa de compostos quimicos téxicos (FRANCO et al., 2004). Os
derivados desse 6leo estdo disseminados por todo 0 mundo, e seu uso intenso esta
intimamente relacionado ao descarte de hidrocarbonetos no ambiente (LOPES, 2014).

Os hidrocarbonetos de origem petrogénica estdo entre os poluentes mais
persistentes no ambiente, e além de toxicos ao meio ambiente, nos seres humanos e
animais aquaticos também apresentam propriedades mutagénicas e carcinogénicas.
Entretanto, a maior parte dos hidrocarbonetos derivados do petrleo é passivel de
biodegradacdo, porém, o processo de descontaminacdo ambiental pode ser lento e
gradual (TONINI; REZENDE; GRAVITOL, 2010).

A remocdo desse composto e dos seus derivados do ambiente geralmente é feita
mecanicamente por metodologias caras e complexas, que agem de forma lenta e
gradual, comumente ineficazes (ULRICI, 2010). Por isso, a contaminagdo ambiental por
esse 6leo e seus derivados tem sido alvo de pesquisas cientificas ha aproximadamente

40 anos, pois a poluicdo pelo petroleo e seus procedentes € corriqueira e pode ocorrer
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nas diferentes etapas de produgcdo do mesmo, tais como a exploracdo, o refino, o
transporte e o armazenamento (ATLAS, 1995).

Séo utilizadas diferentes metodologias na remediagdo de ambientes
contaminados, e um dos métodos bastante utilizado é a adi¢éo de surfactantes quimicos.
Os surfactantes fazem parte de uma classe de compostos quimicos que conseguem
diminuir a tensdo superficial da agua e possuem alta capacidade emulsificante,
utilizados largamente em variados setores industriais (NITSCKE; PASTORE, 2003). A
maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir de derivados
do petréleo, o que traz a tona a preocupacgdo ambiental aliada as legislacGes de controle
do meio ambiente, pois muitos destes compostos apresentam alta toxicidade e baixa
biodegradabilidade, necessitando de tratamento adicional apds sua aplicacéo, o que induz a
procura por surfactantes naturais como alternativa em relacdo aos produtos existentes
(PACHECO, 2008; PINTO; MARTINS; COSTA, 2009).

A tendéncia do uso de surfactantes naturais é levada pela necessidade de
produtos mais amenos, pela substituicdo de compostos ndo biodegradaveis e pela
especificidade que o produto natural pode oferecer. Varios desses compostos podem ser
sintetizados por organismos vivos, como exemplo 0s microrganismos, sendo esse
amplamente utilizado em biodegradacdo. Esses compostos surfactantes de origem
microbiana sdo chamados de biossurfactantes e consistem em subprodutos metabdlitos
sintetizados por bactérias e fungos (LIMA, 2007; PEIXOTO, 2008).

O uso aplicado de processos biotecnolégicos envolvendo microrganismos na
remediacdo de ambientes contaminados € uma vertente crescente, tendo em vista o
potencial que possui na solucdo de problemas ambientais causados por contaminantes.
(AHAD et al. 2000). Apesar dos conceitos da técnica serem recentes ou incomuns, a
aplicacdo das tecnologias de biorremediacdo foi introduzida em meados da década de
80, como um escape as alternativas convencionais, tais como escavagdo, bombeamento,
e entre outras (APRIL; FOGHT; CURRAH, 2000).

Aliado a isto, podemos destacar que o estado do Maranhdo, devido a variedade
de biomas que compdem seu territdrio, oferece uma riqueza e diversidade microbiana
que certamente pode contribuir na prospeccdo de bactérias e fungos com potencial
biodegradador de derivados de petréleo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a potencialidade de fungos isolados quanto & degradacdo de compostos
derivados do petroleo, em areas naturais e antropizadas de diferentes ecossistemas

maranhenses.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Petroleo

O petroleo é um dleo natural, constituido em sua maioria por uma mistura
complexa de hidrocarbonetos, incluindo alguns componentes organometalicos,
principalmente, abrangendo vanadio e zinco (MONTAGNOLLI, 2011). Quando
recolhido de areas distintas, esse 0leo difere bastante em sua composicdo e propriedades
fisico-quimicas (ATLAS, 1995; CERNIGLIA, 1997).

Assim como suas substancias associadas, o petrdleo esta presente no subsolo
terrestre de diferentes formas, seja como solidos, liquidos e/ou gases, que podem ser
separados por cromatografia de absorcdo em quatro fragOes: saturados, aromaticos,
resinas e asfalteno (KARLSEN; LARTER; 1991).

Os hidrocarbonetos mais encontrados sdo os saturados, quais ndo apresentam
duplas ligacdes e de acordo com suas categorias quimicas sao categorizados em alcanos
(parafinas), com cadeias ramificadas ou ndo, e cicloalcanos (naftenos), que podem
apresentar um ou mais anéis carbonico em sua formula. A maioria dos cicloalcanos
presentes no petréleo possui um radical alquil, formado pela retirada de um atomo de
hidrogénio de um hidrocarboneto saturado. Geralmente, existem mais hidrocarbonetos
aromaticos com esse radical em petroleo cru do que aromaticos ndo alquilados
(MATAR; HATCH, 1994).

Contudo, a maioria dos estudos acerca da composi¢do do petrdleo foi feita pelo
uso de técnicas como a espectrometria de massa e cromatografia gasosa, pois as mesmas
sdo capazes de detectar compostos de pesos moleculares muito altos (KILLOPS; AL-
JUBOORI, 1990). Entretanto, propde-se que tais técnicas sejam utilizadas mais
direcionadas, em associacao, a fim de uma melhor caracterizacdo do petroleo, pois a
composicdo do mesmo ainda ndo é absoluta e varia em cada local onde é encontrado
(MONTAGNOLLI, 2011).

Para diferenciar o petroleo, a industria petrolifera usa duas classificacdes: 6leo
convencional e 6leo ndo convencional (TESTA, 2000). Os 6leos convencionais podem
ser mais explorados, refinados e produzidos de maneira mais simplificada de acordo
com as técnicas de refino existentes, sem que sejam necessarias grandes adaptacdes. Em

contrapartida, os éleos considerados ndo convencionais, como 6leos muito pesados e



“tar sands” (combinagdo de argila, areia, agua, betume e 6leo) precisam de adaptagdes
especiais para a exploragdo e serem utilizados como recursos naturais (TISSOT;
WELTE, 1978). Porém, usualmente o petréleo é denominado de 6leo cru, ao se referir a
fragOes produzidas pelo refino, que basicamente consiste em uma destilagéo fracionada
em que diferentes fracOes sdo retiradas ao decorrer de uma coluna (MONTAGNOLLI,
2011).

O petrleo e seus derivados sdo uma grande fonte energética, e
consequentemente sdo utilizados potencialmente, mas durante a exploracgdo, producéo,
refino, transporte e estoque dos produtos gerados ha um numero significativo de perdas
e vazamentos acidentais (WARD et al. 2003). Estima-se que apenas a perda de 6leo cru
no meio ambiente seja de aproximadamente 200.000 toneladas por ano
(KVENVOLDEN; COOPER, 2003).

Com a geracdo de poluentes pela industria petrolifera, desde as etapas de
exploragdo até a distribuicdo dos produtos comercializaveis, tém crescido 0s
investimentos no que diz respeito a elaboracdo de processos preventivos aos
lancamentos inadequados de material no meio, bem como projetos relacionados ao
tratamento desses residuos. Além de remediar os danos ambientais, tais iniciativas
visam principalmente ampliar a margem de lucro, diminuindo os custos relacionados
como pagamento de multas pela industria e pela ma fama deixada (OLIVEIRA;
FRANCA, 2014).

2.1.1 Derivados do petroleo

Em sua forma natural o petroleo tem o uso limitado, entretanto, com o
processamento do 6leo cru através do refino é possivel obter uma gama de produtos e
derivados, com hidrocarbonetos de diferentes composicdes. No refino, o petrdleo cru é
convertido através de algumas etapas como a destilacdo, extracdo, catalise e purificacéo,
onde 0s componentes quimicos sao distintos por suas diferentes propriedades fisico-
quimicas, assim gerando produtos de composicoes diferentes (NRC, 1985).

Tais componentes sdo separados a partir do ponto de ebulicdo de cada um,
através do processo de destilacdo fracionada. Apds o fracionamento para a separacdo
dos componentes do petroleo, algumas das principais frac6es obtidas, por ordem de mas
leves a mais pesadas, sdo: fracdo gasosa, fracdo de gasolina e benzina, fracdo do
querosene de aviagdo (QAV), fragdo do 0Oleo diesel e Oleos lubrificantes, e o residuos.

Ainda de acordo com NRC (1985), os derivados do petrdleo ndo s6 apresentam

4



diferengas na composicdo como também podem causar efeitos ambientais distintos
quando liberados na atmosfera, no solo ou em corpos d’agua.

A gasolina é uma das fragdes mais leves do petréleo, tendo em sua composicdo
hidrocarbonetos menos pesados e baixas concentragdes de oxigenatos em comparacao a
outros combustiveis (FREUDENRICH, 2001). Composta por anéis aromaticos, alcenos
e saturados, formando cadeias que variam de 4 a 12 carbonos, na gasolina também estéo
presentes baixas concentragdes de compostos sulfurados, nitrogénio e metais,
responsaveis pela sua instabilidade (STREVA; PASA; SODRE 2011). A presenca de
metais e altas quantidades de alcenos colaboram para processos oxidativos, acelerando-
os e fazendo com que esse composto se torne mais denso (PEREIRA; PASA, 2005).

Quanto a composicdo do querosene, ha uma mistura complexa de
hidrocarbonetos com compostos que variam de 12 a 18 atomos de carbono e outros
constituintes, como enxofre, nitrogénio e oxigénio (NEWELL; CONNOR, 1998). No
Brasil ha a producéo de trés tipos de QAV: QAYV especial para a Marinha, QAV de uso
geral (QAV-1) e BR Jet Plus, acrescido com anticongelante e antifungicidas
(PETROBRAS, 2000).

Além de combustivel, assim como a gasolina, o0 querosene pode ser utilizado de
diferentes formas, mas ainda assim em determinados niveis pode ser toxico, mutagénico
e cancerigeno para os seres vivos em geral (PALMA — FLEMING et al. 2012).
Contudo, em casos de contaminacdo, a gasolina por ser mais leve pode ser tratada por
processos fisico-quimicos naturais de forma eficiente comparado ao querosene, que 0
processo de degradacao pode levar meses, devido sua baixa volatilidade (GOMES et al.
2009).

Outro tipo de derivado do petréleo é o 6leo diesel comercial, que também
apresenta em sua composicdo uma mistura complexa de hidrocarbonetos, dependendo
da origem do dleo cru usado no processo de destilagdo e das misturas anexadas a sua
formulacdo final. A partir de técnicas de cromatografia, HPLC, foi determinada a
abundancia de componentes aromaticos e saturados, como cicloalcanos e cadeias
ramificadas (PENET et al. 2004). Entretanto, a biodegradacdo desse composto €
bastante debatida, pois em solo a degradacdo € incompleta e sua baixa
biodegradabilidade é associada a limitacdes na transferéncia de hidrocarbonetos ou na
pouca quantidade de oxigénio no meio (GALLEGO et al. 2001).

Outro tipo de derivado do petrdleo sdo os 6leos lubrificantes, capazes de tornar

maior a duracdo e a autonomia dos motores através da lubrificacdo. Estes se diferem a
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partir da origem ou do processo de producdo, podendo ser minerais, sintéticos e
semissintéticos. Os minerais sdo oriundos do refino, enquanto os sintéticos sdo
produzidos a partir de reagdes quimicas, enquanto os semissintéticos sao fabricados a
partir da mistura de dois ou mais tipos de 6leos (MMA, 2006). Tais 6leos sdo utilizados
desde a lubrificagdo de rolamentos até maquinario industrial (AMUND, 1996).

Os 6leos lubrificantes derivados do petroleo sdo constituidos de moléculas
contendo 18 a 40 atomos de carbono em conformacdes basicas de hidrocarbonetos,
além de atomos heterogéneos como enxofre, nitrogénio e oxigénio (MOURA et al.
2007). Cerca de 1% de todo petroleo consumido € usado na fabricacdo de lubrificantes
e o comportamento ambiental desses 6leos € a base para o desenvolvimento de novos
fluidos, a fim de produzirem lubrificantes biodegradaveis com menor impacto ambiental
e baixo custo (BARTS, 1998; GOYAN et al. 1998; EISENTRAEGER et al. 2002).

Apos periodos prolongados, o uso do 6leo lubrificante se torna inadequado, pois
costumam ficam cheios de subprodutos resultantes de uma deterioracdo parcial, como
compostos aromaticos polinucleares e oxigenados, resinas, aditivos, metais pesados e
demais contaminantes (MOURA et al. 2007). Nesses casos, microrganismos como
bactérias e fungos podem tornar o uso desses Oleos inviavel, pois esses organismos o
utilizam como fonte de nutrientes a partir de substancias orgéanicas, através da
biodegradacao desses residuos, ao metabolizar tais compostos (AHAD et al. 2000).

Embora alguns dos hidrocarbonetos do petréleo presentes nos ecossistemas se
originem de fontes naturais, a maior parte da contaminacdo ambiental é decorrente de
atividades antropogénicas, com alcance inestimavel (MARGENSIN; SCHINNER,
1997). Assim, o tratamento de ambientes contaminados ainda € desafiante, pois 0s
processos de descontaminacao ainda sdo caros, demorados e nem sempre sdo totalmente
eficazes (VASUDEVAN; RAJARAM, 2001).

2.2 Biorremediacéo de areas contaminadas por petrdleo e seus derivados
A biorremediacdo € um método efetivo onde substancias toxicas e poluentes
recalcitrantes sdo convertidos em produtos menos nocivos e ambientalmente benignos
através da acdo de microrganismos (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT,
2016). Uma das principais técnicas é a biodegradacdo, que consiste principalmente na
transformac&o e degradacédo de substancias poluentes do solo, da agua ou de sedimentos
através dos microrganismos (DEMNEROVA et al. 2005).



Apesar das técnicas de biodegradacdo empregar processos quimicos e fisicos, 0s
processos bioldgicos sdo mais destacados por conta do baixo custo e pela eficacia no
processo de degradacdo de petrdleo e outros contaminantes (FRANCO et al. 2004;
AZEVEDO, 2010; LOPES, 2014). Além disso, a biorremediacéo é categorizada em ex
situ e in situ. Os processos ex situ consistem em técnicas que envolvem a remocéo fisica
do material contaminado para que 0 mesmo possa ser tratado. Ja as técnicas in situ o
tratamento ocorre no proprio local contaminado (BOOPATHY, 2000).

A fim de aperfeicoar o processo de biorremediacdo, algumas técnicas e
estratégias foram desenvolvidas, entre as mais utilizadas estdo a bioaumentacdo e a
bioestimulacdo (RAHMAN et al. 2003). Uma delas é a bioaumentacdo, que consiste na
adicdo de microrganismos autéctones ou aloctones competentes, com condigdes
minimas oferecidas, como nutrientes, temperatura adequada e pH ideal (BANAT;
MAKKAR; CAMEOTRA, 1995). Ja a bioestimulacdo ¢ um processo onde ocorre a
adicdo de nutrientes organicos e inorganicos, visando estimular a atividade microbiana
(JACQUES et al. 2006).

Para que tais técnicas sejam bem sucedidas é preciso que 0S microrganismos
estejam em condices ambientais e fisiologicas favoraveis (ROSATO, 1997).
Atualmente, conhece-se uma variedade de microrganismos capazes de degradar
hidrocarbonetos utilizando seu metabolismo. Contudo, quanto aos mecanismos de
transformacéo desses substratos se faz necessaria a presenca de oxigénio para dar inicio
ao ataque enzimatico (ATLAS, 1995). Para isso, 0S microrganismos apresentam
distintas formas de degradacdo aos substratos em questdo, as bactérias utilizam como
ponto de partida a oxidacdo, enquanto os fungos usam a hidroxilacdo para iniciar o
processo de destoxificacdo (PEREIRA JR., 2009).

Desse modo, microrganismos como fungos filamentosos, leveduras, bactérias,
cianobactérias, algas e protozoarios sdo considerados bons agentes degradadores de
diversas substancias organicas presentes em efluentes e solos (URURAHY, 1998).
Esses microrganismos vém sendo apresentados como uma Otima alternativa aos
métodos de tratamento convencionais, pois sdo excelentes assimiladores de substancias
como fonte de carbono, sendo assim, cada vez mais empregados em processos de
remediacdo de areas ambientais (ROSATO, 1997; DIAS, 2000).

As populagdes maiores e mais ativas desses microrganismos degradadores se
encontram maiores e mais ativas nos locais contaminados. Amostras coletadas nestes

locais permitem o isolamento de microrganismos em laborat6rio, que com as devidas
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analises metodologicas comprovam a capacidade de degradacdo dos hidrocarbonetos
contaminantes (JACQUES et al.,, 2007). Variadas vias metabdlicas de degradacdo
desses compostos ja foram identificadas em microrganismos distintos, porém as mais
estudadas sdo do metabolismo aerdbico realizado por bactérias, e em especial, os fungos
(ARAUJO, 2014).

2.3 Os fungos e seu potencial biotecnoldgico

Os fungos se destacam por conta da morfologia robusta e sua diversa capacidade
metabo6lica (DESHMUKH; KHARDENAVIS; PUROHIT, 2016). Além de serem
decompositores e simbiontes essenciais nos ecossistemas aquaticos ou solos, possuem
um grande potencial na degradacao de diversos poluentes. A partir de uma variedade de
metabolitos extracelulares e sistemas enzimaticos intracelulares, como as peroxidases,
as lacases e o citocromo P450, esses microrganismos conseguem remover ou diminuir a
toxicidade em locais contaminados (ESPOSITO; AZEVEDO, 2004; SOTAO; CAMPOS;
COSTA, 2008).

A micorremediacdo € uma das vertentes da biorremediacdo, onde os fungos séo
utilizados na degradacdo de poluentes. Como biodegradadores naturais, os fungos
encontram as substancias essenciais para seu desenvolvimento na natureza, onde
geralmente se apresentam como moléculas insollveis, as quais necessitam,
primeiramente, serem degradadas em unidades mononuméricas sollveis antes de serem
incorporadas (PUTZKE; PUTZKE, 2002).

Isso se justifica porque esses microrganismos absorvem 0s nutrientes atraves da
membrana plasmatica, como compostos de baixo peso molecular dissolvidos em agua, e
a partir de exoenzimas que sdo secretadas, reduzem o tamanho dessas moléculas que
atingem a solubilidade necessaria (BAATH; SODESTROM, 1980). Essas acOes
enzimaticas sdo realizadas quando ndo had a presenca de moléculas simples, onde o
sistema regulador de incorporacdo de nutrientes € induzido a formacao de enzimas para
moléculas mais complexa (PUTZKE; PUTZKE, 2002).

Assim como as plantas em geral, os fungos possuem duas classes de nutrientes
0S macronutrientes e 0s micronutrientes. Entre 0os micronutrientes citados na literatura,
estd o ferro, o cobre, 0 manganés, o zinco e o molibdénio (PUTZKE; PUTZKE, 2002).
A importéncia destes microelementos esta ligada a produgdo de enzimas, ativadas pela
presenca minima dos mesmos, ou por possuirem esses COMpPOStos em sua cComposicao.

Ja 0s macronutrientes sdo: carbono, hidrogénio, oxigénio, fosforo, potassio, nitrogénio,
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enxofre e magneésio, associados a processos bioquimicos importantes, no crescimento e
no desenvolvimento desses microrganismos (GARRET; AMY, 1978).

De todos os macroelementos citados, o carbono, além de ser o mais amplamente
utilizado, € o mais exigido por ser um elemento estrutural associado ao oxigénio,
hidrogénio e nitrogénio. Entre as fontes de carbono, a mais aproveitada € a glicose,
sendo o carboidrato mais usado nos estudos com fungos. Contudo, Varios géneros
fungicos conseguem utilizar outros compostos como fonte energética, como é o caso do
petréleo e seus derivados (HARTMAN; KEEN; LONG, 1972).

Dentro dos diversos tipos de substratos utilizados pelos fungos, Esses
organismos possuem destaques na degradacdo de hidrocarbonetos do petréleo, como
alcanos e outros aromaticos, a partir da sua atividade enzimética. (OLIVEIRA et al.,
2008). Os hidrocarbonetos sofrem alteracbes em toda sua estruturacdo molecular pela
biotransformacdo realizada a partir do metabolismo destes organismos (HARMS;
SCHLOSSER; WICK, 2011).

Isso se deve principalmente & natureza enzimatica extracelular de alguns fungos,
pois além da degradacdo dos substratos, essa atividade permite que esses microrganismos
tolerem diferentes concentracdes de substancias quimicas. Geralmente essas enzimas ndo
apresentam natureza especifica, permitindo que as mesmas possam agir numa gama diversa
de compostos quimicos (CERNIGLIA, 1997; BENNET; FAISON, 1997; AZEVEDO,
2010).

As enzimas sdo largamente conhecidas por catalizarem reacdes nos sistemas
biologicos, atuando em substratos e condigdes especificas, como temperatura e pH.
Diante disso, a utilizacdo de enzimas produzidas por microrganismos € considerada uma
opc¢do vantajosa a técnicas de degradagdo, pois sdo apresentam uma producdo relativamente
facil, pois podem ser obtidas de origem natural a partir de uma variedade de
microrganismos. Comumente se vé em dados da literatura a descri¢cdo que da producédo de
enzimas a partir de fungos, por vezes, considerada mais eficaz em relagdo aos outros
microrganismos (SILVA; LOPES; SILVEIRA, 2009; OMURA, 1992; BRAVO et al. 2000;
SOARES et al. 2000).

Dentre os processos de biodegradagéo de solos contaminadas por hidrocarbonetos, os
fungos filamentosos se mostram como uns dos principais biodegradadores por conta de
alguns atributos, como seu crescimento micelial, que proporciona vantagem adaptativa em
relacdo a colonizacdo do substrato (VIEIRA, 2009). Assim como os fungos de solo, os

fungos endofiticos também sdo destaque em estudos de remediacdo de ambientes



contaminados por derivados do petroleo. Os endofiticos sdo microrganismos que vivem
uma parte ou todo seu ciclo de vida no interior de plantas, harmoniosamente, ao contrario
dos fitopatégenos (AZEVEDO, 1999).

As propriedades desses fungos vém tomando espago na literatura, pois auxiliam na
resisténcia dos vegetais em que hospedam a patdgenos, ataques de herbivoros, através da
producdo de alcaldides, enzimas, antibidticos e outras substancias que protegem e
auxiliam a planta em condigdes de estresse. Como recompensa, €sses microrganismos
recebem nutrientes e protecdo da planta hospedeira (AZEVEDO et al., 2000;
OLIVEIRA, 2009).

Varios géneros fungicos vém sendo descritos na literatura pela capacidade de
degradar hidrocarbonetos. Alguns isolados de plantas e solos contaminados sao
corriqueiramente citados em estudos de despoluicdo ambiental em areas contaminadas
por hidrocarbonetos policiclicos e 6leo diesel, como exemplo, os géneros Aspergillus,
Fusarium e Penicillium (BARBIERI, 1998; LIMA et al., 2006).

Por fim, a capacidade de degradacao dos fungos ndo se limita a hidrocarbonetos.
Eles também possuem a capacidade biodegradante em ambientes contaminados por
outros compostos, como metais pesados, defensivos agricolas, corantes e demais

compostos nocivos, como os radioativos (AZEVEDO et al., 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a potencialidade de fungos isolados quanto a degradacdo de compostos
derivados do petrdleo, em areas naturais e antropizadas de diferentes ecossistemas

maranhenses.

3.2 Especificos

Selecionar isolados fungicos representativos de diferentes areas do estado do
Maranh&o nas colecGes micoldgicas da UFMA,;
Realizar a identificacdo destes isolados através de caracteres morfolégicos;
Avaliar o potencial de degradacdo in vitro de derivados de petroleo pelos isolados
selecionados;
Comparar as frequéncias de isolados com potencial de biodegradacao entre os
diferentes locais de origem;
Comparar o potencial de biodegradacdo de isolados originarios de ambientes
naturais com os de ambientes antropizados;
Indicar isolados com potencial de biodegradacdo de petroleo para trabalhos

futuros mais avancados de degradacédo do petroleo e seus derivados;
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Resumo: O petroleo é uma das fontes energéticas mais utilizadas, responsavel por 40%
da producdo da energia mundial, sendo também uma das principais causas de
contaminacdo ambiental do solo e da &gua. Para a remediacdo dos ambientes
contaminados faz-se 0 uso de vérias técnicas, onde destaca-se a biorremediacdo. O
objetivo do presente estudo foi avaliar o potencial de fungos isolados no estado do
Maranhdo na biodegradacdo de derivados do petrdleo. Os fungos foram submetidos a
testes de biodegrabilidade in vitro em tubos de ensaio contendo meio de cultura
especifico para o teste, o derivado petrogénico e o indicador de degradacéo, o redox 2,6-
diclorofeno-indofenol. Com os resultados obtidos a partir dos dados colorimétricos,
nossos dados sugerem que os fungos isolados no Maranhdo apresentam potencial de
biodegradacdo de derivados de petroleo. Contudo, se faz necessario estudos
complementares que possam caracterizar e quantificar a biodegradacdo do petroleo por
estes fungos em cada area.

Palavras-chave: microrganismos, biorremediacdo, gasolina, éleo diesel, querosene.
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Abstract: Petroleum is one of the most widely used energy sources, responsible for
40% of the world's energy production, and is also a major cause of environmental
contamination by petroleum and its products. For the remediation of the contaminated
environments is used several techniques, where the bioremediation is emphasized. The
objective of the present study was to evaluate the potential of isolated fungi in the state
of Maranh&o in the biodegradation of petroleum products. The fungi were submitted to
in vitro biodegradability tests in test tubes containing the specific medium for the
analysis, the petrogenic derivative and the degradation indicator, the redox, 2,6-
dichlorophen-indophenol. With the results obtained from the colorimetric data, our data
suggest that many isolated fungi in Maranhao have potential for the biodegradation of
petroleum derivatives. However, further studies are needed to better characterize fungal

diversity in each area.

Keywords: microorganisms, bioremediation, gasoline, diesel, kerosene

1. Introducéo

Os produtos a base de petréleo e seus derivados constituem a principal fonte
energética para o ramo industrial e para vida diaria, responsavel por 40% da producéo
de energia mundial (Das & Chadran 2011). Contudo, com o desenvolvimento da cadeia
de producéo petrolifera, aumentaram os impactos ambientais. Muitas fontes de petréleo
sd0 necessarias para atender a demanda mundial, processos como o refino,
armazenamento e transporte do 6leo sdo constantemente necessarios e corriqueiros
(Kvenvolden & Cooper 2003). Com o aumento da sua exploracdo e comercializagéo,

houve um aumento significativo do derramamento acidental e do rejeite indevido,
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considerados uma das principais causas de polui¢cdo do solo e da agua (Souza-Filho
2006).

Além de ter uma mistura de hidrocarbonetos em sua composicdo, o petroleo
também € composto de outros componentes organicos, como metais e demais quimicos
toxicos, que sdo dificeis de degradar (Medina-Bellver et al. 2005). Os produtos de
origem petrogénica estdo entre 0s poluentes mais persistentes no meio ambiente, e além
de téxicos ao meio ambiente, podem apresentar propriedades mutagénicas e
carcinogénicas (Ulrici 2010). A maior parte dos hidrocarbonetos derivados do petréleo é
passivel de degradacdo a partir de técnicas de remediacdo, porém, o processo de
descontaminacéo pode ser lento, gradual, caro e ineficaz (Tonini et al. 2010).

Como alternativa, surge a biorremediacdo, definida como o uso de
microrganismos no processo de desintoxicacao e remocéo de poluentes atraves das suas
diversas capacidades metabdlicas (Ahad et al. 2000). Além disso, a biorremediacao
representa um dos principais métodos efetivos na remocéo de hidrocarbonetos poluentes
de ambientes contaminados, tendo em vista que alguns microrganismos sdo capazes de
0 petroleo e seus derivados como fonte energética (April et al. 2000).

Entre os principais microrganismos utilizados em processos de degradacdo do
6leo, estdo os fungos, que se destacam por sua morfologia robusta e sua alta capacidade
metabolica (Deshmukh et al. 2016; Marchand et al. 2017). Isolados fungicos de plantas
ou de solos contaminados sdo regularmente citados em pesquisas que visam a
despoluicdo ambiental, por conta da sua capacidade de degradar hidrocarbonetos
policiclicos e 6leos, como os fungos do género Aspergillus, Penicillium e Fusarium

(Novotny et al. 2004; Marco-Urrea et al. 2015).
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Desse modo, esse trabalho tem como objetivo avaliar a potencialidade de fungos
isolados de diferentes ecossistemas maranhenses quanto a degradacdo de compostos
derivados do petréleo, em areas naturais e antropizadas.

2. Material e Métodos

2.1 Local de estudo e material bioldgico

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Ecologia Vegetal do Departamento de
Biologia e no Laboratorio de Micologia do Nucleo de Imunologia Bésica e Aplicada —
NIBA, ambos localizados na Cidade Universitaria Dom Delgado, Universidade Federal
do Maranhéo.

Os isolados fungicos utilizados foram disponibilizados pela micoteca do NIBA e
pela colecdo de fungos do Grupo de Pesquisa em Diversidade e Ecologia Microbiana —
GPDEM/UFMA, resultantes de pesquisas prévias. Os isolados foram selecionados de
acordo com a sua origem (diferentes areas do estado do Maranhdo), de maneira que
representassem ambientes distintos, variando de areas muito ou pouco impactadas
(tabela).

Desse modo, foram utilizados fungos provenientes do Cerrado maranhense,
coletados no Parque Nacional da Chapada das Mesas e no Complexo Turistico da Pedra
Caida, ambos localizados na regido do municipio de Carolina. Além do Cerrado, regides
da Ilha de Upaon-Acu naturais ou fortemente impactadas pela acdo antrépica também
foram representadas, como a Laguna da Jansen e regifes adjacentes ao Aterro Sanitario
da Ribeira.

2.2 Selecéo de isolados fungicos

Foram selecionados 30 isolados de fungos para serem submetidos a testes de
biodegrabilidade in vitro em tubos de ensaio contendo o meio especifico para o teste, 0

derivado petrogénico e o indicador de degradacéo.
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2.3 Derivados do petroleo

Os derivados de petréleo utilizados nos ensaios de biodegradacdo foram: gasolina
comum, 6leo diesel B S10, 6leo lubrificante automotivo sintético 5W-30 e querosene. A
gasolina e o Oleo diesel foram analisados, certificados e cedidos pelo Laboratorio de
Anélise e Pesquisa em Quimica Analitica de Petroleo e Biocombustiveis, LAPQAP —
UFMA. Ja o 6leo lubrificante automotivo e o querosene foram obtidos comercialmente.

Apesar de ndo ser um derivado do petréleo, o 6leo lubrificante automotivo sintético
foi incluido nos testes por sua maior vida Util, alta taxa de uso e, consequentemente,

seus impactos causados ao meio ambiente.

2.4 Avaliacao do potencial de biodegradacéo por indicador redox DCPIP

Para avaliar o potencial de degradacdo dos petroderivados foi utilizado a
colorimetria aplicada a estudos de biodegradacdo a partir do indicador redox, 2,6-
diclorofeno-indofenol, o DCPIP. Tal técnica se fundamenta na mudanca de cor do
indicador quando reduzido. Quando o indicador DCPIP esta oxidado apresenta a
coloracdo azul, e quando esta reduzido € incolor. A alteracdo na coloracdo desse
composto deve-se a uma mudanca na ligacdo dupla entre nitrogénio e carbono para uma
ligacdo simples, reduzindo o composto e modificando a coloracéo, de azul para incolor
(Figura 1) (Bidoia et al. 2010).

Para este trabalho foi elaborada uma escala de intensidade azul proporcionado pelo
indicador DCPIP em comparacgdo com o tratamento controle (Figura 2), sendo possivel
diferenciar quatro niveis: nivel 0 (sem degradacdo aparente, intensidade do corante igual
ao controle), nivel 1 (baixa degradacdo, intensidade do corante levemente alterada em
relacdo ao controle), nivel 2 (degradacédo intermediaria, intensidade do corante bastante
alterada em relacdo ao controle) e nivel 3 (degradacdo elevada, corante totalmente

oxidado, meio incolor).
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2.5 Ensaios de biodegradacao

2.5.1 Meio de cultura
O meio de cultura para os ensaios de biodegradacdo foi o meio mineral Agar
Bushnell-Haas adaptado, ou meio BH (MgSOs 0,2 g L-1, KH2POs4 1,0 g L-1,
K2HPO4sH20 1,0 g L-1, KNOs 1,0 g L-1, FeClz 0,05 g L-1, CaCl; 0,2 g L-1). Segundo
Mariano (2006), tal meio é indicado em ensaios de biodegradacdo de hidrocarbonetos
por microrganismos, onde o crescimento destes microrganismos evidencia a utilizagdo
destes compostos como Unica fonte de carbono.
2.5.2 Composicao dos tubos de ensaios
Cada isolado foi submetido a cinco tratamentos, os quatros derivados de petrdleo
citados, além de um tratamento controle, onde no lugar do derivado de petroleo foi
adicionada agua destilada. Desse modo, 0s tubos eram compostos da seguinte forma:
3,5 mL de Meio BH adaptado; 1,0 mL de DCPIP; 0,5 mL do derivado (gasolina/6leo
automotivo/éleo diesel/querosene), salvo 0s controles negativos que ao invés do
derivado possuiam 0,5mL de &gua destilada. A cada tubo foram adicionados dois discos

de micélio de 5 mm de diametro de cada isolado de fungo testado.

2.6 Delineamento experimental e analises de dados

O experimento foi conduzido em esquema fatorial, utilizando 33 isolados fangicos
com cinco tratamentos, sendo quatro derivados de petr6leo e um tratamento controle,
em triplicata. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e os dados
categéricos (degradacdo e ndo-degradacdo) foram comparados através de testes ndo
paramétricos. Foi calculada ainda a frequéncia de isolados com potencial biodegradador
para cada regiao.

3. Resultados
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Os resultados demonstram que muitos fungos isolados no Maranh&o apresentam
potencial de biodegradacdo de derivados de petroleo. Dos 30 isolados testados, 25
apresentaram resultados satisfatorios. A Figura 2 ilustra alguns resultados obtidos nos
ensaios com o meio BH e o indicador DCPIP. Quando comparados ao tratamento
controle do experimento, a maioria dos fungos apresentaram algum nivel de degradacéo
j& nas primeiras 24h, pois aparentemente consomem o petr6leo provocam a
descoloracdo do meio devido a reducdo do indicador. Mais da metade dos fungos
testados apresentacdo moderada ou elevada biodegradacdo de 6leo de motor e gasolina
(Figura 3). Este numero diminuiu quando estes foram testados frente a Oleo diesel e
querosene, respectivamente.

Na Tabela 1, encontram-se os resultados individuais de cada isolado. Para a
avaliacdo dos resultados, estes foram ainda separados por local de origem e pelo tipo de
ambiente: natural, quando isolados de locais onde ndo ha interferéncia acentuada do
homem, e antropizado, quando ha impacto ambiental direto ou indireto pela acéo
humana.

Dentre os fungos analisados, oito deles apresentaram destaque pelo elevado
nivel de degradacéo frente aos quatro derivados de petroleo (Tab 1). Destes oito, dois
sdo isolados do Aterro Sanitario da Ribeira, dois do solo as margens da Lagoa da
Jansen, ambientes fortemente impactados, e quatro isolados de plantas de cerrado do

Parque Nacional da Chapada das Mesas.

4. Discusséo
Sendo o0s microrganismos, em especial os fungos, importantes agentes no
processo de desintoxicagdo e remogdo de poluentes através das suas diversas

capacidades metabdlicas, este trabalho teve o objetivo de avaliar e selecionar isolados
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fungicos de diferentes areas e ambientes do estado do Maranhdo com potencial de
biodegradacdo de derivados de petrdleo, através de ensaios in vitro utilizando indicador
redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP).

O método do indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) apresentou- se
eficiente e em tempo menor foi capaz de selecionar microrganismos com habilidades
para degradar os hidrocarbonetos de petrdleo e derivados. Os hidrocarbonetos sdo
substratos que requerem um aceptor de elétrons para a oxidacdo de um estagio inicial
até sua forma reduzida. E é essa reacdo redox que € indicada na mudanca de coloragdo
do indicador DCPIP, de azul (oxidado) a incolor (reduzido), o que pode acontecer entre
24 e 48 horas (Marchand et al. 2017). Em comparacdo com os controles negativos de
cada isolado fungico, percebeu-se que a coloracdo dos tratamentos com derivados de
petréleo era bem mais clara, indicando que em tais tratamentos houve atividade e
crescimento microbiano, ou seja, infere-se que esses microrganismos utilizaram esses
derivados como substrato.

No inicio do processo de biodegradacéo, os hidrocarbonetos sdo utilizados pelos
microrganismos como fonte de energia (doadores de elétrons), enquanto 0s nutrientes
(oxigénio molecular, nitratos, sulfatos ou ion férrico) sdo necessarios como receptores
de elétrons para a atividade microbiana. Ao final do processo os hidrocarbonetos sdo
transformados em metabdlitos, tais como acidos organicos e/ou CO3,* levando a uma
diminuicdo do teor de hidrocarbonetos saturados (Cruz & Marsaioli, 2012).

Com os dados colorimétricos obtidos, é possivel também inferir sobre a
biodegrabilidade dos diferentes derivados, com base nas sua composi¢cdo quimica. Em
geral, nos ensaios que possuiam Oleo lubrificante automotivo sintético, foi possivel
perceber que a descoloragdo aconteceu de forma rapida e efetiva. Isso pode ser

explicado pelo fato de que tal 6leo ndo é um derivado do petréleo, e sim resultado de
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reacbes quimicas e adicdo de aditivos, apesar de indiretamente possuir reagentes
derivados do petrleo em sua fabricacdo (Poletto, 2010). Um exemplo disso € a
presenca de Polibutenos na composicdo desse tipo de 6leo, que séo produzidos a partir
da polimerizacdo do isobuteno. Esses compostos sdo bastante importantes para a
melhora da viscosidade, porém, sdo menos resistentes a oxidacdo (Silva, 2011). Além
disso, a composicao desse tipo de 6leo, obtida pela transformacdo de hidrocarbonetos de
baixo peso molecular a partir de reacGes quimicas de polimerizacdo de insumos
provenientes da industria petroquimica, é considerada mais leve em comparagdo aos
produtos de origem mineral, 0 que pode explicar a biodegradacdo obtida nos ensaios in
vitro.

A gasolina foi o segundo composto que descoloriu mais rapido, o que pode ser
explicado por suas concentracfes baixas de oxigenatos e a presenca de hidrocarbonetos
de cadeia leve (Streva et al. 2011), facilitando a oxidacdo pelos fungos. Além disso, na
sua composicdo estdo presente uma grande quantidade de alcenos, e esses compostos
sdo facilmente biodegradados, pois ativam enzimas, chamadas monooxigenases, que
apos serem carboxiladas, ativam o metabolismo dos microrganismos (Ensign 2001).

Ja o 6leo diesel é mais denso que a gasolina, com cadeias de hidrocarbonetos
mais pesadas (Montagnolli 2011). O diesel, em relagdo a gasolina, apresenta moléculas
com tamanhos maiores de cadeias, 0 que confere na maior massa especifica (Mariano
2006). Isso pode explicar a baixa taxa de degradacdo, pois os fungos tém preferéncia
por moléculas simples e de baixo peso molecular. Moléculas com peso maiores
requerem a atividade de enzimas, até que se atinja a solubilidade necessaria para
absorcéo, o que pode ser mais demorado (Putzke & Putzke 2002).

O querosene também é mais denso que a gasolina, apresentando em sua

composi¢cdo uma mistura complexa de hidrocarbonetos e outros constituintes, como
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metais pesados e oxigenatos. Trabalhos como Montagnolli (2011) e Cruz (2012),
afirmam que para melhores resultados na degradacdo desse composto é indicado o uso
de biossurfactantes ou o uso de consércios microbianos.

Com relagdo aos locais amostrados, percebe-se uma leve diferenca na
biodegradacdo dos derivados de petréleo entre os isolados fungicos da llha de Upaon-
Acu, S80 Luis, MA e os isolados de Carolina, MA. Estes ultimos, de ambiente
tipicamente de cerrado, apresentaram niveis de degradacdo mais homogéneos entre 0s
quatro produtos testados, ou seja, degradacdo discretamente menor de 6leo sintético e
gasolina e maior de 6leo diesel e querosene quando comparados aos demais locais (Fig.
3). Estes dados sugerem que a diversidade fungica dos dois ambientes pode influenciar
e ser determinante na prospeccdo de microrganismos de interesse, ja que a
biodegradacao total do petréleo tanto em laboratorio quanto em ambientes naturais, nao
pode ser realizada por uma Unica espéecie microbiana, uma vez que os poluentes séo
constituidos por varios tipos de hidrocarbonetos e nenhum micro-organismo € capaz de
degradar sozinho todos os componentes presentes no ambiente contaminado. (Pereira &
Freitas, 2012).

Foi possivel observar também que fungos isolados de areas com intensa
atividade humana, em geral, apresentaram niveis de biodegradacdo maior para Gleo
sintético e gasolina. Entretanto, alguns fungos do género Aspergillus oriundos dessas
localidades demonstraram ter potencial para degradar todos os compostos utilizados.
Soares et al. (2011) ressalta que fungos desse género sdo bons agentes biodegradadores
frente a ambientes contaminados por hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS),
compostos fendlicos, benzenos, e demais derivados do petrdleo. Além disso,
microrganismos presentes em ambientes impactados auxiliam na selegéo das linhagens

habeis na degradacdo desses compostos (Morais 2005).
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Microrganismos capazes de degradar hidrocarbonetos podem ser encontrados
também em areas menos impactadas, ou até mesmo em locais onde nunca houve contato
com contaminantes (Morais 2005). Os fungos endofiticos isolados de éareas naturais,
com menos efeito antrépico, foram mais eficientes para degradar querosene e dleo
diesel. Contudo, quatro desses fungos apresentaram potencial biodegradador para todos
0s compostos testados. Os microrganismos endofiticos vivem dentro das plantas sem
causar danos aparentes e auxiliam na sobrevivéncia do vegetal, fornecendo substancias
que a protegem em troca de nutrientes (Azevedo et al. 2000). Quando expostos a
condicdes de estresse, esses vegetais estimulam tais microrganismos a defenderem de
agentes toxicos, como os hidrocarbonetos, utilizados como fonte de carbono por esses
endofitos (Siciliano et al. 2001).

Além disso, a discrepancia de degradacdo dos compostos por area pode ser
explicada pelo fato de que, embora uma gama de contaminantes possa ser metabolizada
pelos mesmos microrganismos, alguns sdo degradados mais facilmente que outros (Dua
et al. 2002). A atividade metabolica na degradacdo pode variar entre 0s
microrganismos e, em muitos casos, a degradacdo s6 € efetiva quando a estrutura
molecular do composto permite a acdo de enzimas habeis, apresentando uma relacdo de
especificidade. Este processo é mais provavel quando a estrutura quimica do
xenobiotico € semelhante a moléculas naturalmente incorporada por esses
microrganismos (Gaylard et al. 2005).

No caso dos hidrocarbonetos de petrdleo, por apresentarem composicoes
distintas, a maioria ndo é metabolizada da mesma forma. A velocidade da degradacdo
pode estar ligada a varios fatores, como a concentra¢do do contaminante e a eficacia da

atividade metabolica dos microrganismos (Andrade et al.2010). Nesse contexto, a
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juncdo de microrganismos habéis pode catalisar a degradacdo do contaminante,
reforcando a importéncia do uso de consorcios microbianos (Aradjo 2009).

Para Mariano et al. (2008), os consorcios microbianos sdo bastante indicados
para estudos in situ, entretanto, para o uso desses consorcios se faz necessario o
conhecimento da capacidade individual de biodegradagdo dos isolados a serem
utilizados, a fim de que haja um sinergismo na degradacdo. Para isso, testes rapidos
como o teste de colorimetria utilizando DCPIP s&o utilizados para a obtencdo desses
dados (Oliveira 2009). Sendo assim, a partir dos dados colorimétricos obtidos, foi
possivel inferir a capacidade individual de biodegradacdo de cada isolado fungico
utilizado, podendo assim, utiliza-los em consorcio em futuros ensaios de biodegradacgéo.

Contudo, se faz necessario outros estudos que possam caracterizar melhor a
diversidade de fungos em cada &rea. pois pouco se sabe sobre os microrganismos do
estado do Maranh@o e sua potencialidade de degradacdo. Sendo assim, destaca-se a
importancia de se conhecer melhor o potencial biotecnolégico da microbiodiversidade
do estado, a fim de se obter informacdes que consolidem estudos de degradacdo de
derivados de petroleo.

5. Concluséo

A maioria dos fungos representa organismos robustos, que apresentam
tolerancia significativa a altas concentracdes de poluentes, e por isso tém sido
amplamente estudados desde meados dos anos 80, porém, ainda se sabe muito pouco
sobre sua diversidade e fisiologia. A pesquisa e 0 uso de microrganismos isolados de
diferentes localidades com graus diferentes de antropizacdo € uma estratégia importante
para selecdo de agentes biodegradadores destas areas. Os estudos em biorremediacao
visam uma série de beneficios para 0 meio ambiente, tendo em vista que ha variados

poluentes e que 0 uso dos microrganismos sdo mais eficazes, baratos e especificos.
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H& uma grande diversidade de microrganismos a ser descoberta nos
ecossistemas, e a busca por eles é imprescindivel para novas perspectivas a frente de
processos de recuperacdo ambiental. Porém, o empenho cientifico ndo solucionara
sozinho todos os problemas ou revertera todos os danos causados. E necessério que 0s
conceitos da biorremediacdo seja trabalhado em ambito social e cultural, a fim de
sensibilizar a sociedade como um todo. A remediagdo de areas contaminadas é essencial
pois, além do efeito visual e protetor, em geral, € uma exigéncia legal e um

compromisso social que precisam ser concretizados.
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Figura 1 Reacédo do indicador 2,6-diclorofenol-indofenol como aceptor de elétrons. Adaptado de BIDOIA et al.

2010.

Figura 2 Reacdo do isolado M4 frente aos diferentes derivados de petréleo: (A) 6leo sintético, (B) gasolina, (C) 6leo

diesel e (D) querosene



Figura 3: Percentual de fungos com diferentes niveis de biodegradacdo in vitro de
derivados de petroleo, onde 0 = sem degradacdo aparente, intensidade do corante igual
ao controle, 1 = baixa degradacdo, intensidade do corante levemente alterada em relacéo
ao controle, 2 = degradacdo intermedidaria, intensidade do corante bastante alterada em
relacdo ao controle) e 3 = degradacdo elevada, corante totalmente oxidado, meio

incolor. (A) Oleo Sintético para Motor, (B) Gasolina (C) Oleo Diesel e (D) Querosene.
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Figura 4: Niveis médios de biodegradacdo de derivados de petréleo onde 0 = sem
degradacdo aparente, intensidade do corante igual ao controle, 1 = baixa degradacéo,
intensidade do corante levemente alterada em relacdo ao controle, 2 = degradacéo
intermedidria, intensidade do corante bastante alterada em relacdo ao controle) e 3 =
degradacdo elevada, corante totalmente oxidado, meio incolor. (A) geral, (B) Lagoa da
Jansen, Sdo Luis, MA (C) Aterro da Ribeira, Sdo Luis, MA (D) Carolina, MA e (E)

Igarapé do Sabino, Séo Luis, MA.
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Figura 5: Niveis médios de biodegradacdo de derivados de petréleo onde 0 = sem
degradacédo aparente, intensidade do corante igual ao controle, 1 = baixa degradacéo,
intensidade do corante levemente alterada em relagdo ao controle, 2 = degradacao
intermediéria, intensidade do corante bastante alterada em relacdo ao controle) e 3 =
degradacéo elevada, corante totalmente oxidado, meio incolor. (A) Fungos isolados de

ambientes naturais (B) Fungos isolados de ambientes impactados pela acdo humana.



Tabela 1: Niveis de biodegradacdo de derivados de petréleo por fungos isolados no estado do Maranhéo, onde 0 = sem degradacdo aparente,
intensidade do corante igual ao controle, 1 = baixa degradacdo, intensidade do corante levemente alterada em relagcdo ao controle, 2 = degradacéo
intermediéria, intensidade do corante bastante alterada em relacdo ao controle) e 3 = degradacéo elevada, corante totalmente oxidado, meio
incolor. ID = identificacdo; ND = ndo determinado.

Nivel de biodegradacao

Isolado Origem Tipo de ID Oleo sintético  Gasolina  Oleo Querosene
Ambiente diesel
Mo01 Lagoa da Jansen / Antropizado Tricoderma koningi 3 3 2 1,66
solo
MO02 Lagoa da Jansen / Antropizado Aspergillus tamarii 3 2 1 0
solo
MO04 Aterro da Ribeira Antropizado A. fumigatus 3 2 1 0
/chorume
MO05 Aterro da Ribeira Antropizado A. terreus 2 2 0 0
/chorume
MO06 Aterro da Ribeira Antropizado A. niger 3 2 1,66 1,33
/chorume
MOQ7 Aterro da Ribeira Antropizado A. flavus 3 3 3 1,66
/chorume
M08 Lagoa da Jansen / Antropizado A. fumigatus 3 3 0 0
solo
M09 Lagoa da Jansen / Antropizado A. niger 3 3 2 0
solo
M10 Aterro da Ribeira Antropizado A. niger 3 3 2 0
/chorume
M11 Pedra Caida / Antropizado ND 3 2 1,33 1
enddfito
M12 Pedra Caida / Antropizado ND 2,66 2,33 1 0
enddfito
M13 Pedra Caida / Antropizado ND 3 2 1,33 0
endéfito
M14 Igarapé do Sabino / Natural Scytalydium lignicola 1 0,33 0,33 0



endofito

M15 PNCM / endofito Natural ND 3 2 3 1,66
M16 PNCM / endofito Natural ND 3 3 3 3
M17 PNCM / endofito Natural ND 3 1 3 2
M18 Igarapé do Sabino / Natural A. japonicus 2 1,66 0 0
enddfito
M21 Pedra Caida / Antropizado ND 2 2 2 0
enddfito
M22 PNCM / endoéfito Natural ND 3 2,66 3 2,66
M23 Pedra Caida / Antropizado ND 1 1 1 1
endofito
M24 PNCM / endofito Natural ND 2 1 1 0
M25 Igarapé do Sabino / Natural A. tamarii 3 1,66 3 0,66
endofito
M28 Igarapé do Sabino / Natural Chaetomium globosum 3 3 0,66 0
endofito
M29 Igarapé do Sabino / Natural Trichoderma sp. 2 1 1 0
endofito
M30 Igarapé do Sabino / Natural Aspergillus niger 2 2 1 0,66
endofito
MEDIA 2,58 2,06 1,53 0,69
VARIANCIA 0,3935 0,5782 1,0052 0,8409

DESVIO PADRAO 0,6273 0,7604 1,0026 0,9170
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