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RESUMO

A bioprospeccao ¢ definida como a localizagao, avaliagdo e exploragao dos recursos
naturais para fins comerciais. Existe grande diversidade de espécies microbianas,
com potencial biotecnolégico para aplicagdo na industria farmacéutica e agricola,
assim como na biorremediacdo para descontaminacdo ambiental. No decorrer dos
anos, milhdes de barris de petroderivados sdo produzidos todo o ano. Os acidentes
recorrentes com esse composto devido as atividades antropicas, acarretam uma
série de impactos ambientais negativos. Por isso, técnicas de tratamento sé&o
imprescindiveis para reverter o quadro de contaminacdo. A biorremediacao
caracteriza-se pela utilizagdo de organismos vivos, como bactérias, fungos e
plantas, que atenuam e reduzem a contaminagdo ambiental. Estes organismos sao
capazes de remover, imobilizar e degradar os poluentes em formas geralmente
menos téxicas ao ambiente. As plantas sdo fontes potenciais para isolamento de
novos micro-organismos de interesse biotecnoldgico, como Bactris gasipaes Kunth
(Arecaceae), planta nativa da Amazénia e de interesse comercial. O objetivo dessa
pesquisa foi avaliar o potencial biorremediador de fungos endofiticos isolados de B.
gasipaes. Para isso, foi realizado um screening dos isolados a partir do perfil
enzimatico (para as enzimas lacases e fenoloxidases). Posteriormente, foi realizada
a identificagcdo molecular dos micro-organismos duplo-positivos. Também foram
realizados testes de biodegradacao, por meio do preparo de frascos de Erlenmeyer,
contendo 50 mL de meio mineral e 2% de 6leo diesel (v/v) como unica fonte de
carbono. Os resultados demonstraram que 4 linhagens fungicas (CMRP 3596, 3920,
3923 e 3925) identificadas como Hypoxylon investiens, Fusarium sp. € Trichoderma
sp. apresentaram potencial biorremediador, no qual foi observado a produgao de
biomassa e redugdo do pH. As espécies Hypoxylon investiens (CMRP 3596),
Trichoderma sp. (CMRP 3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920) apresentaram,
respectivamente, maior produg¢ao de biomassa (6,382 g), eficiéncia para degradagao
(67,19%) e valor de pH (4,08) no intervalo de 14 dias em comparagao as outras
linhagens. Estes parémetros estdo relacionados ao processo de degradagédo de
poluentes. Portanto, estes fungos endofiticos podem ser aplicados em técnicas
biorremediadoras, promovendo a descontaminagdo ambiental.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Fungos endofiticos. Oleo diesel. Pupunha.
Contaminacado ambiental.



ABSTRACT

Bioprospecting is defined as the location, assessment and exploitation of natural
resources for commercial purposes. There is a great diversity of microbial species,
with biotechnological potential for application in the pharmaceutical and agricultural
industry, as well as in bioremediation for environmental decontamination. Over the
years, millions of barrels of oil products have been produced all year. Recurring
accidents with this compound due to anthropic activities, cause a series of negative
environmental impacts. Therefore, treatment techniques are essential to reverse the
contamination. Bioremediation is characterized by the use of living organisms, such
as bacteria, fungi and plants, which attenuate and reduce environmental
contamination. These organisms are able to remove, immobilizing and degrading
pollutants in compounds that are generally less toxic to the environment. Plants are
potential sources for isolating new microorganisms of biotechnological interest, such
as Bactris gasipaes Kunth (Arecaceae), plant native of the Amazon and of
commercial interest. The objective of this research was to evaluate the
bioremediation potential of endophytic fungi isolated from B. gasipaes. For that, a
screening of the isolates was carried out from the enzymatic profile (for the enzymes
laccases and phenoloxidases). Subsequently, the molecular identification of the
double-positive microorganisms realized. Biodegradation tests were also carried out
by preparing Erlenmeyer flasks, containing 50 mL of mineral medium and 2% diesel
oil (v/v) as the sole carbon source. The results showed that 4 fungal strains (CMRP
3596, 3920, 3923 and 3925) identified as Hypoxylon investiens, Fusarium sp. and
Trichoderma sp. have bioremediation potential, in which biomass production and pH
reduction were observed. The Hypoxylon investiens (CMRP 3596), Trichoderma sp.
(CMRP 3925) and Fusarium sp. (CMRP 3920) showed, respectively, higher biomass
(6,382 g), degradation efficiency (67,19%) and pH value (4,08) within 14 days
compared to other strains. These parameters are related to the pollutant degradation
process. Thus, these endophytic fungi can be applied in bioremediation techniques,
promoting environmental decontamination.

Keywords: Bioremediation. Endophytic fungi. Diesel oil. Pupunha. Environmental

contamination.
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1 INTRODUGAO GERAL

A bioprospeccgao se define como a localizagdo, avaliagédo e exploragao dos
recursos naturais de maneira legal, para fins comerciais, por exemplo, micro-
organismos com potencial biotecnoldgico (na industria agricola e farmacéutica) ou
para remocao de diferentes poluentes no ambiente (biorremediacdo). Os fungos
endofiticos, que residem no interior de plantas sem causar danos ao tecido vegetal,
mostram a capacidade de produzir varios metabdlitos secundarios bioativos.
Considerando a diversidade de plantas, € possivel o isolamento de um ou mais
espécies de enddfitos. Dessa forma, novos micro-organismos de interesse
biotecnoldgico sdo descobertos, assim como novos compostos (STROBEL; DAISY,
2003; SURYANARAYANAN et al., 2009).

Os fungos compdem um grupo diverso e bem adaptado, no qual se
evidencia alto potencial biotecnolégico. Com relagdo a questao ambiental, os fungos
sdo capazes de produzir enzimas para a degradacéo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs) e diversos estudos demonstram sua aplicacdo na
biorremediagdo. Estes organismos também estdo relacionados com a
biodiversidade, sobrevivéncia, propagacédo e produtividade de plantas, bem como
contribuem para disponibilidade de nutrientes no solo. A biorremediagdo, a vista
disso, € uma solugdo sustentavel e de baixo custo. Existem varios estudos que
apresentam a capacidade de fungos para biorremediagdo. As espécies do género
Exophiala sao descritas como potenciais biodegradadoras de hidrocarbonetos,
assim como Cladophialophora immunda, no qual utiliza o tolueno como fonte de
carbono e energia (BLASI et al.,, 2017; CECI et al.,, 2018; DELLARETTI, 2014;
ISOLA et al., 2013; SEYEDMOUSAVI et al., 2011; YAKOP; TAHA; SHIVANAND,
2019; ZHANG et al., 2018).

Os fungos do género Aspergillus, Trichoderma, Fusarium, Rhizopus,
Penicillium, Cladosporium, Pleurotus, entre outros, também tem demonstrado
potencial para degradacdo de diferentes poluentes, como pesticidas e petroleo
(ISLAM, 2017; KUNWAR; RAJITHASRI, 2014; ROMERO-SILVA et al., 2019). A
interagdo entre micro-organismos do solo e plantas, para funcionamento dos
ecossistemas, dindmica e produtividade, tem despertado o interesse cientifico,

considerando a grande diversidade de micro-organismos (MELO; AZEVEDO, 2008).
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Neste contexto, as espécies microbianas tém uma extensa aplicagcdo: na area
agricola, da saude e da biorremediagao.

De acordo com a Agéncia Nacional do Petréleo (ANP, 2019) foram
produzidos 655.370.476 barris de derivados de petroleo em 2018, sendo que
66.188.961 barris de petroderivados foram produzidos no estado do Parana. Apesar
disso, podem ocorrer acidentes devido as atividades antropicas relacionadas com a
extracao, refinamento, transporte e armazenamento do petroleo.
Consequentemente, se evidencia diversos impactos ambientais, resultado da
contaminagao hidrica e do solo, esses efeitos toxicos podem ser observados nos
organismos, devido a interacdo de diferentes contaminantes com os componentes
celulares (ANAND; KUMARI; SINHA, 2019; CECI et al.,, 2018; MOHAMMADI-
SICHANI et al., 2017).

Existem diferentes técnicas de tratamento, como as fisicas e quimicas.
Porém, se tem dificuldades para eliminagao de hidrocarbonetos em virtude da baixa
solubilidade e caracteristicas hidrofébicas. A biorremediagdo, uma técnica bioldgica
de tratamento, baseada na utilizagdo de plantas e micro-organismos para reduzir a
contaminagcao ambiental vem recebendo destaque. Muitos estudos estdo sendo
realizados na area de biodegradagdao de hidrocarbonetos de petrdleo, os micro-
organismos mostram-se eficazes e detém potencial biorremediador. A capacidade
de degradacgao pelos micro-organismos esta associada com a produgao de enzimas,
resultando do processo de degradagdo compostos geralmente menos toxicos ao
ambiente (diéxido de carbono e agua). Além disso, neste processo devem ser
considerados fatores bidticos e abidticos, como: nutrientes, diversidade de micro-
organismos, disponibilidade dos contaminantes e condigdes fisicas do ambiente (pH,
temperatura e umidade) (AL-HAWASH et al., 2018; HUJSLOVA et al., 2019;
KARIGAR; RAO, 2011; MOHAMMADI-SICHANI et al., 2017).

O descobrimento de novas espécies microbianas para aplicagdo nas
técnicas biorremediadores é fundamental. As plantas mostram-se potenciais fontes
para isolamento de novos micro-organismos, como Bactris gasipaes (pupunheira),
planta nativa da Amazénia e de interesse comercial (frutos, caule e folhas) (CHISTE
et al., 2021; MESQUITA et al., 2019). Portanto, a aplicacédo destes micro-organismos
biorremediadores, permite a descontaminacdo ambiental, reducdo dos varios

impactos negativos, assim como, melhora a qualidade e saude dos ecossistemas.
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A hipdtese desta pesquisa afirma que espécies de fungos endofiticos
isolados de B. gasipaes, apresentam potencial biorremediador para
descontaminagdo ambiental. A presente pesquisa visa contribuir com novas
informagcdes sobre o potencial de fungos endofiticos para a biorremediagéao,
possibilitando sua aplicacdo para a descontaminagdo ambiental, tratamento de

efluentes industriais e de outras substancias toxicas.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial biorremediador de fungos endofiticos isolados de Bactris

gasipaes, Arecaceae, para degradagao do 6leo diesel.

1.1.2 Objetivos especificos

* Selecionar as linhagens fungicas com base no perfil enzimatico;

» Avaliar a degradacao de dleo diesel pelas linhagens fungicas de B. gasipaes
selecionadas;

* Analisar e identificar molecularmente os isolados mais promissores para

degradacéo;

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O PETROLEO

2.1.1 Importéncia econémica

De acordo com dados da Empresa de Pesquisa Energética (EPE) (2020) a
matriz energética brasileira € composta por 53,9% de fontes n&o renovaveis e 46,1%
de fontes renovaveis. O petréleo e seus derivados apresentam maior utilizacado e
representam 34,4% da matriz energética nacional com relagdo ao ano de 2019, e
cerca de 144.303. 10°® toneladas foram produzidas. O petréleo € constituido

principalmente por hidrocarbonetos e poucas quantidades de outros compostos
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organicos, que contém enxofre, oxigénio, nitrogénio e alguns metais. E um composto
de baixa densidade, viscoso e suas caracteristicas variam de acordo com o local de
onde é extraido (GLUYAS; SWARBRICK, 2004).

Os produtos derivados do petréleo sao exemplificados pelos combustiveis,
como a gasolina e o oleo diesel; lubrificantes; plasticos; gas liquefeito de petrdleo;
tecidos; cosméticos; entre outros (GERALDO; MARANHO, 2020). As maiores
porcentagens do consumo de energia foram de 32,7% e 30,4%, respectivamente,
referente aos setores de transportes e industrial. No setor de transportes a utilizagao
de petroderivados foi mais representativa, principalmente do 6leo diesel (41,9%) e
da gasolina (25,3%). Além disso, foi observado o aumento da produgao do petrdleo
no Brasil, de 2018 para 2019, equivalente a 198. 102 bbl/dia (7,6%) (EPE, 2020).

Além disso, verifica-se que o crescimento demografico, urbanizacéo e
industrializagdo no decorrer dos anos, esta diretamente associado ao aumento do
consumo de energia e da produgao de petréleo (TOLMASQUIM; GUERREIRO;
GORINI, 2007). A vista disso, a importancia do petréleo e seus derivados é notavel,
nos diferentes setores (transporte, industrial, residencial, agropecuaria, entre outros),

com relac&o aos aspectos econdmicos e sociais.

2.1.2 Impactos ambientais negativos da contaminagao por petroderivados

O petroleo e seus derivados, entretanto, apresentam em sua constituicao
substancias nocivas ao ambiente. Em consequéncia disso se observa a
contaminagao hidrica e do solo, associada a uma série de impactos ambientais
negativos (GERALDO; MARANHO, 2020). Existem varios estudos que demonstram
o desequilibrio ecologico ocasionado pela poluicdo, como a morte de diversos
organismos, alteragdes no seu ciclo de vida, toxicidade, entre outros. Segundo
Xianagang et al. (2020), compostos hidrocarbonados s&o classificados como
substancias neuro toxicas e cancerigenas. A perfuragdo, transporte e uso
inadequados destes compostos ocasionam a contaminagao do solo. Dessa forma, a
microbiota e o funcionamento do solo sdo afetados. Turner e Renegar (2017)
verificaram a toxicidade de hidrocarbonetos para os recifes de corais, nos quais se
observa efeitos variados que podem ou nao resultar na morte dos organismos.
Devido a contaminacado por petroleo de diferentes fontes, como regides urbanas

costeiras e rotas maritimas.
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O estudo de Sun et al. (2020) demonstrou os efeitos de hidrocarbonetos de
petréleo e de micro plasticos, separadamente e de forma combinada, para Tegillarca
granosa (molusco de sangue). Os autores verificaram alteragdes moleculares e
fisiolégicas neste molusco, que resultam na imunotoxicidade causada por estes
poluentes. Exemplificado pela reducdo da atividade fagocitica e da viabilidade
celular de hemdocitos (células do sistema circulatorio de invertebrados), além das
variagcdes na expressao de genes do sistema imunoldgico. Errington et al. (2018)
afirmam que as atividades antrépicas sao resultado da contaminagcdo do solo por
petroleo nas regides polares. Nos quais estudos em ilhas subantarticas
demonstraram maior sensibilidade e toxicidade pelos organismos, como minhocas e
gramineas, devido a contaminagdo de o6leo diesel no solo. lzdebska-Mucha e
Trzcinski (2008) verificaram alteracbes fisicas em solos argilosos coletados no
nordeste da Pol6nia contaminados por 6leo diesel. Nos quais foram observadas
alteragcbes no empacotamento das particulas de argila, assim como na redugao de
microagregados argilosos e da porosidade do solo.

O estudo de D’Costa et al. (2017) comprovou os efeitos genotoxicos e a
presenca de hidrocarbonetos de petroleo totais e metais tragco nas populagbes de
peixe-gato do mar (Arius arius). A poluicdo ambiental e a genotoxicidade foram
positivamente associadas, no qual foi observado maiores concentragcoes de
poluentes nos tecidos dos peixes coletados no local poluido. Oyibo et al. (2018)
também analisaram os hidrocarbonetos de petréleo totais, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e metais pesados em peixes. Os autores verificaram altas
concentracbes de poluentes como hexadecano, tetradecano, tetracosano,
acenafteno, naftaleno, metilnaftaleno e metais pesados como ferro, zinco e cobre,
nos organismos aquaticos. Evidencia-se, portanto, a bioacumulacdo destes
poluentes, que sdo potencialmente prejudiciais a saude humana em virtude do
consumo dos mesmos. Gospodarek et al. (2018) averiguaram o bioacumulo de
fenantreno e antraceno na biomassa umida de Porcellio scaber (piolho aspero
comum) em solo poluido com dleo diesel.

Cherr et al. (2017) relataram os efeitos de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAPs) derivados de petréleo sobre o desenvolvimento embrionario de
peixes teledsteos. Os autores observaram que os HAPs alteram a sinalizagdo nos
estagios iniciais de clivagem relacionada com a formagado do eixo dorsal-ventral.

Também evidenciaram o efeito cardiotoxico dos HAPs, no qual foi observado
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desenvolvimento anormal do coragdo, edema cardiaco e arritmia nos embrides de
peixes.

O estudo de Koleva-Valkova et al. (2020) apresentou o efeito de
petroderivados em Hordeum vulgare L. (cevada), no qual os autores observaram
reducdo em todos os parédmetros de crescimento, como area foliar, comprimento,
peso fresco e seco das folhas e raizes, em comparacdo ao controle (sem a
contaminagdo do solo por petroderivados). Silva et al. (1997) verificaram a
contaminacao por petroleo nos ecossistemas aquaticos da costa brasileira, foi
observado modificagbes na comunidade de plantas no manguezal, como
malformacéao de folhas e frutos, reducédo da serrapilheira € aumento do numero de
raizes aéreas. Também foi percebido o acumulo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos em bivalves, indicando contaminagdo recente neste ecossistema. Os
estudos conduzidos por Borowik et al. (2019) mostraram os efeitos toxicos do 6leo
diesel (OD) e petréleo em Elymus elongatus (grama de trigo alta), no qual o OD foi
consideravelmente mais toxico. Foi observada a redugdo dos taxa bacterianos e a
estimulacao da atividade enzimatica do solo ocasionado pela contaminacéo de 6leo
diesel. Em contrapartida, a presenga do petréleo no solo limitou a atividade
enzimatica e reduziu a diversidade em apenas alguns taxons bacterianos.

Os aspectos ecologicos, fisicos e quimicos do local, assim como o
desenvolvimento dos organismos (plantas e animais), s&o influenciados
negativamente devido a contaminagdo ambiental. Segundo Arellano et al. (2017), a
poluicdo por petrdleo reduz a diversidade e riqueza das espécies de plantas da
floresta tropical amazonica, com relagdo as areas nao contaminadas. Os autores
também relataram a diminuicdo do teor da clorofila das folhas em consequéncia da
contaminagao. De acordo com Wei et al. (2020) a poluicdo por 6leo interfere nas
propriedades fisicas (como a condutividade hidraulica), na disponibilidade e
infiltracdo de agua. Consequentemente, a redugédo da liberagdo de agua no solo
interfere diretamente no crescimento de plantas. Nos estudos realizados por
Wyszkowski et al. (2020) também foi verificado os efeitos da poluigdo por 6leo diesel
no solo, no qual ocorreu a reducao do teor de macroelementos nas partes aéreas
em Avena sativa L. (aveia-comum).

A contaminacao hidrica e do solo por hidrocarbonetos de petréleo relaciona-
se com sua ampla utilizagdo nos diversos setores, como industrial e agricola.

Consequentemente, se observam alteracbes na bioquimica e das propriedades
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fisico-quimicas do solo. O petréleo, além disso, reduz o crescimento e
desenvolvimento de plantas; impossibilita a entrada de oxigénio nos ambientes
marinhos e; é responsavel por danos a saude humana por causa da inalagao,
ingestdo ou contato com a pele, como nefrotoxicidade e neurotoxicidade (AHMED;
FAKHURUDDIN, 2018). Os estudos de David et al. (2019) evidenciaram a relagéo
da poluigdo ambiental por petrdleo e da reducao da plasticidade cerebral de criangas
que vivem em areas poluidas no estado de Rivers, Nigéria. Foi observado diversos
transtornos, como ansiedade, déficit de atencdo, humor, espectro de autismo, entre
outros, refletindo diretamente na sociabilidade e desempenho académico. Sintomas
como dores de cabeca, nauseas, doencgas respiratorias, tonturas, erupgcdes cutaneas

e irritacdes, foram observadas nas criangas expostas a poluigao por petréleo.

2.2 PRINCIPAIS TECNICAS REMEDIADORAS PARA DESCONTAMINACAO
AMBIENTAL

Para atenuar e reduzir os impactos negativos resultantes da contaminagcao
ambiental, técnicas remediadoras mostram-se fundamentais e devem ser utilizadas
de acordo com o quadro de contaminagao, tipo do contaminante e das condi¢cbes
ambientais. Estas técnicas podem ser aplicadas no proprio local de contaminagéao (in
situ) ou o tratamento de contaminantes é realizado em outro local (ex situ), no qual a
remocgé&o dos contaminantes se faz necessaria (CARNEIRO; GARIGLIO, 2010).

2.2.1 Extragéo de Vapores no Solo (SVE)

A extragao de vapores no solo (Figura 1) também denominada de ventilagao
do solo ou extracdo a vacuo, € uma técnica de remediacéo in situ. A sua utilizagao
permite a reducdo de compostos volateis que compdem o petroleo, que ficam
adsorvidos no solo na zona nao saturada (regido do solo com a presenca de ar
atmosférico, agua, vapor de agua, no espacgo entre as particulas). O principio da
técnica baseia-se na aplicagdo de vacuo no solo, causando um gradiente de presséo
negativa, consequentemente ocorre a movimentagdo dos vapores até o local de
extracdo. Esta técnica é mais eficaz para tratamento de solos contaminados com
compostos volateis e semivolateis (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010; EPA,
1994).
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FIGURA 1 - TECNICA DE EXTRACAO DE VAPORES DO SOLO (SVE).
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FONTE: adaptado de EPA, 1994.

O estudo de Labianca et al. (2020) demonstrou que a aplicacdo da técnica
de extracdo de vapores do solo (SVE) reduz compostos organicos volateis de
petroleo, com eficacia de 73% apds 4 anos de tratamento. Al-Maamari et al. (2009)
verificaram que a aplicagcdo da SVE em conjunto com outras técnicas, permite a
remediagdo de hidrocarbonetos totais de petréleo (HTP) de dleo diesel. Os autores
evidenciaram a reducao de 25-50 ppm para 0,5 ppm de HTP no lencol freatico. Park
et al. (2005) observaram que a utilizagdo da SVE com aplicagdo de ar quente,
promove a reducao de 95% de HTP de solo contaminado por 6leo diesel. Yang et al.
(2017) evidenciaram taxas de remocado de 89,8%, 71,3% e 29,7% para,
respectivamente, benzeno, tolueno e etilbenzeno, com a aplicacdo da SVE. Yu et al.
(2019) também verificaram a remocéo de 93,4% de poluentes (n-alcanos) com o

emprego desta técnica.

2.2.2 Técnica de aeragao (Air Sparging - AS)

A técnica de aeragao (Figura 2), também chamada de decapagem de ar in

situ ou volatilizacdo in situ, é utilizada para o tratamento do lencgol freatico
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contaminado com compostos volateis presentes na constituicdo do petréleo. Nesta
técnica é realizada a aplicacdo de ar sem contaminantes na subsuperficie da zona
saturada do solo. Dessa forma, é possivel a mudanga de fase dos hidrocarbonetos
do estado dissolvido para a fase de vapor. Além disso, esta técnica pode ser
utilizada juntamente com a SVE. A técnica de aeragdo € recomendada para
tratamento de compostos leves da gasolina, como benzeno, etilbenzeno, tolueno e

xileno (EPA, 1994).
FIGURA 2 — TECNICA DE AERAGAO (AIR SPARGING).
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O estudo de Yao et al. (2020) mostrou a remogédo de benzeno com a
aplicacao da técnica de aeracéao (air sparging), controlado pela distribuicdo do fluxo
de ar em aquiferos. Neriah e Paster (2019) evidenciaram que com a aplicacao de ar
pulsado ocorre a remediacdo mais eficaz do tolueno presente na agua, com duragao
de 5 minutos da pulsagcdo do ar. Abdellah et al. (2018) aplicaram a técnica de
TiO2/UV aprimorado por aplicagdo de ar (air sparging), no qual os autores relataram
a descoloragdao completa de azul de metileno a uma concentragdo de 10 ppm. O
estudo de Al-Maamari et al. (2009) também averiguou a remogao de poluentes

(benzeno e HTP) com a aplicagao da técnica de aeragao e SVE.

2.2.3 Oxidacdo Quimica
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A técnica de oxidagao quimica (Figura 3) é utilizada para decomposi¢ao de
contaminantes do petréleo in situ, no qual a redugdo destes é evidenciada em um
curto intervalo de tempo. Nesta técnica realiza-se a aplicagdo de oxidantes que
interagem com os contaminantes da subsuperficie. Em consequéncia disso, estes
oxidantes quimicos convertem compostos organicos em dioxido de carbono e agua,
geralmente com reducgao irreversivel destes contaminantes presentes no solo e no
lengol freatico (EPA, 2004; EPA, 2012).

FIGURA 3 — TECNICA DE OXIDAGAO QUIMICA.
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Pogo de injegdo

A técnica é aconselhada para o tratamento de pequenas areas, devido a
concentracdo da massa de petréleo. O estudo de Zhang et al. (2020a) demonstrou a
degradacado de hidrocarbonetos totais de petroleo com a aplicagdo da técnica de
oxidagao quimica, com a utilizagdo de ativadores BC-nVZ| e nZVI. Xu et al. (2011)
observaram a remocéao de 29% de 6leo isolante de cabo no solo contaminado com a
aplicacao de permanganato. Usman et al. (2012) observaram a degradacado de
hidrocarbonetos no solo de 80% e 90%, respectivamente, com a aplicagdo de

magnetita catalisada como Fenton e persulfato ativado. Apul et al. (2016) relataram
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reducdo de 20 a 90% de HTP no solo com a utilizagdo da técnica de oxidagao
quimica, utilizando percarbonato de sodio, perdxido de hidrogénio, persulfato de
sodio, didxido de cloro, permanganato de sddio e 0zbénio. Chen et al. (2015) também
evidenciaram a remocgao de 48% a 93% de Oleo diesel no solo com aplicagao de

persulfato, permanganato e peréxido de hidrogénio, apos 120 dias.

2.2.4 Bioventilagao (Bioventing)

A técnica de bioventilagdo (Figura 4) € aplicada in situ, no qual ocorre a
aplicacao de ar ou oxigénio na zona nao saturada do solo. Dessa forma, micro-
organismos autoctones sdo estimulados e realizam a biodegradacdo de compostos
organicos adsorvidos no solo. E possivel a adicdo de nutrientes para estimular a
atividade microbiana. Esta técnica mostra-se eficaz para o tratamento de areas
contaminadas por petroderivados, como gasolina, querosene e 6leo diesel (EPA,
1994).

FIGURA 4 — TECNICA DE BIOVENTILACAO (BIOVENTING).
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O estudo de Frutos et al. (2010) mostrou a reducao de 93% de fenantreno

no solo com a aplicagao da técnica de bioventilagdo, apdés 7 meses de tratamento.
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Xiao e Zytner et al. (2019) verificaram a degradagéo de hidrocarbonetos de gasolina
no solo com a utilizac&do da bioventilagdo. Os autores relataram o aumento das taxas
de degradacao de 0,079/dia para 0,194/dia durante 300 dias. Mosco e Zytner (2017)
também evidenciaram a remocédo da gasolina apés 30 dias com o emprego da
bioventilagdo no solo. Anekwe e Isa (2020) observaram a degradagao de 60 a 75%
de HTP no solo contaminado com petréleo com a aplicagcéo da bioventilacdo e agua

de esgoto, apos 4 semanas.

2.2.5 Técnica de bioespargimento (Biosparging)

A técnica de bioespargimento (Biosparging) (Figura 5) é aplicada in situ, no
qual ar ou oxigénio e nutrientes (quando necessario) sao aplicados na zona saturada
do solo. Dessa maneira, os micro-organismos indigenas sao estimulados para
biodegradagdo de compostos organicos. Esta técnica pode ser utilizada para
reducao das concentragdes de contaminantes presentes na composi¢ao do petroleo,
que estdo dissolvidos no lencgol freatico e adsorvidos no solo abaixo do lencol
freatico (EPA, 1994).

O estudo de Ahmadnezhad et al. (2021) demonstrou a reducado de 92% de
tolueno, etilbenzeno e benzeno de aguas subterrdneas com a aplicacdo de
bioespargimento (biosparging) combinado com barreiras reativas permeaveis
(BRPs). Kao et al. (2008) averiguaram a remoc&o superior a 70% de benzeno,
tolueno, etilbenzeno e xileno apés 10 meses. Os autores também relataram a
presenca de espécies biorremediadoras, sendo elas Candidauts magnetobacterium,
Flavobacteriales bacterium e Bacteroidetes bacterium. Hatzinger e Lippincott (2019)
evidenciaram a remocao de 99,7% de n-nitrosodimetilamina com a utilizagédo de
bioespargimento por meio da aplicagdo de ar e propano, para tratamento de um
aquifero contaminado. Stokes (2011) também averiguou a redugdo de
pentaclorofenol em &guas subterrdneas, assim como relataram o aumento da

ocorréncia de bactérias do género Burkholderia com aplicagao de nutrientes.

FIGURA 5 — TECNICA DE BIOESPARGIMENTO (BIOSPARGING).
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2.2.6 Biopilhas

A técnica de biopilhas (Figura 6) é realizada ex situ e permite a redugao de
contaminantes em solos escavados por meio da biodegradacdo. Os solos sao
agrupados em montes (pilhas) para estimular a atividade microbiana por meio da
utilizacdo de nutrientes, ar, minerais e aumentando a umidade do solo. Como
resultado s&o observados o crescimento microbiano e a degradagdo de
contaminantes. Esta técnica é indicada para compostos volateis e mais leves, como
a gasolina. Outros compostos como 6leo diesel, lubrificantes e querosene, requerem
maior tempo para degradacgao (EPA, 1994).

O estudo de Gomez e Sartaj (2014) evidenciaram a remocgao de 74% a 82%
de hidrocarbonetos de petroleo em solo contaminado, no qual a presenca de
consorcios microbianos (constituidos por bactérias nativas do Canada) e adubo
(maduro) na técnica de biopilha permitiu maior remogao apés 94 dias. De acordo
com Olivia (2021), a técnica de biopilhas combinada com a adicdo de
vermicompostos permite a descontaminacgao residual, melhora as propriedades do
solo e reduz a toxicidade. Jabbar et al. (2018) evidenciaram a remoc¢ao de 75% de
hidrocarbonetos de petrdleo do solo contaminado por 6leo diesel na presenca de

bactérias, a partir da aplicacédo de biopilhas durante 35 dias. Jabbar et al. (2019)
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também afirmam que a técnica de biopilhas ¢é ecologicamente correta,
economicamente viavel e possibilita o tratamento do solo contaminado por dleo

diesel.

FIGURA 6 — TECNICA DE BIOPILHAS.
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2.2.7 Técnica de tratamento de terra (Landfarming)

A técnica de tratamento de terra (Landfarming) (Figura 7), também
conhecida como tratamento de terra ou aplicagéo de terra, € empregada ex situ para
reducao de contaminantes (adsorvidos no solo) por meio da biodegradagcdo. O
principio desta técnica é colocar uma camada fina de solo contaminado escavado na
superficie do solo. Desta forma, ocorre a estimulacdo da atividade microbiana
aerdbia, através da adicdao de minerais, nutrientes, umidade ou pela aeracdo do
solo. Esta técnica é utilizada para tratamento de areas contaminadas por compostos
de menor peso molecular, como a gasolina (EPA, 1994).

O estudo Omosiowho et al. (2014) mostrou a degradagédo de
hidrocarbonetos totais de petrdleo com a aplicacdo da técnica de tratamento de terra
(landfarming) apos 5 semanas. Mmom e Deekor (2010) evidenciaram a redugao de
82% e 50,54% de hidrocarbonetos totais de petréleo do solo contaminado com a

utilizagao desta técnica. Brown et al. (2017) também averiguaram a remogéao de 53%
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de hidrocarbonetos de petréleo do solo apds 16 semanas. O estudo de Okonofua et
al. (2021) também demonstrou a diminuicdo de 98% de hidrocarbonetos totais de
petroleo em solo contaminado por petroleo, com adicdo de esterco de vaca e

fertilizantes (nitrogénio, fosforo e potassio).

FIGURA 7 — TECNICA DE TRATAMENTO DE TERRA (LANDFARMING).
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2.2.8 Bioestimulagao

A bioestimulacdo € uma técnica utilizada in situ, que visa estimular a
atividade microbiana para a degradacéo de contaminantes, por meio da aplicagéo de
nutrientes ou aceptores finais de elétrons. As condicdoes ambientais sdo importantes
para melhores resultados na remoc¢ao de contaminantes. Logo, é necessario
melhorar a aeracéo do solo, umidade e pH (BAPTISTA et al., 2003; DELLA-FLORA
et al., 2020).

O estudo de Al-Kind e Abed (2016) comprovou a degradagao de 90% de
alcanos com a utilizacédo da técnica de bioestimulagao, a partir da aplicagao de lodo
de esgoto, farelo de soja e palha de trigo, com a finalidade de estimular a
biodegradagao de 6leo. Nwankwegu et al. (2016) verificaram que a bioestimulagéo
com adubo permite a biorremediacdo de solos contaminados por 6leo diesel. Os

autores também identificaram as espécies Bacillus nealsoni, Micrococcus luteus,
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Aspergillus awamori e Fusarium proliferatum neste processo de biorremediagao.
Bezza e Chirwa (2016) confirmaram que a aplicagao de biossurfactantes e nutrientes
promove a degradacao de 86,5% de HTPs depois de 45 dias. Roy et al. (2018)
constataram que a adicdo de fosfato e nitrato aumentou a degradacédo e a
atenuacdo de HTP durante a biorremediacdo do solo por petréleo. Bosco et al.
(2019) também evidenciaram que a bioestimulacdo com aplicagdo de glicose

permite a degradacgéo de 65% a 70% de 6leo diesel no solo apos 34 dias.

2.2.9 Fitorremediagao

A técnica de fitorremediacdo utiliza plantas para o tratamento de areas
impactadas com diferentes tipos de contaminantes. Geralmente técnicas
fitorremediadoras sao aplicadas in situ e a hidroponia permite sua aplicacédo ex situ.
Os contaminantes organicos que podem ser tratados sao: hidrocarbonetos de
petroleo, 6leo cru, compostos clorados, explosivos, pesticidas, entre outros. E, os
contaminantes inorganicos para realizar o tratamento geralmente s&o: sais, metais
pesados, materiais radioativos e metaldides. A fitorremediagdo possui diferentes
estratégias (Figura 8) que permite a reducao, extracao, estabilizagdo, degradacao,
assimilagao e volatilizagdo, dos contaminantes conforme o tipo do composto e do
meio afetado (ITRC, 2009; MEJIA et al., 2014; PILON-SMITS, 2005).

O estudo de Nwaichi et al. (2021) demonstrou a degradagdo de 80% de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e 66% de hidrocarbonetos totais de petroleo,
a partir da aplicacéo da fitorremediacdo em solo contaminado por petréleo. Nero
(2020) também evidenciou a reducgéo de 78,8% e 51,1% de hidrocarbonetos totais
de petrdleo, respectivamente, pelas espécies Jatropha curcas (pinhdo-manso) e
Vetiveria zizanioides (capim vetiver) em solo contaminado por hidrocarbonetos, apés
16 semanas. Ojo e Sridhar (2020) verificaram o potencial fitorremediador de Nauclea
diderrichii (bilinga) para a fitoextracdo de metais pesados no solo. O estudo de
Hammami (2018) comprovou que Silybum marianum (cardo de leite) apresenta
potencial para aplicagdo na fitorremediacdo. Os autores evidenciaram o bioacumulo
de cadmio e 6leo diesel na planta, em solo contaminado. Steliga e Kluk (2020)
também constataram que Festuca arundinacea (festuca alta) apresenta capacidade
para remocao de chumbo, niquel, cadmio e HTPs em solo contaminado apds 6

meses.
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FIGURA 8 — TECNICA DE FITORREMEDIAGAO.
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Os circulos, semicirculos e quadrados representam, respectivamente, os poluentes, poluentes
degradados e poluentes imobilizados. FONTE: adaptado de PILON-SMITS, 2005.

2.2.12 Atenuacéao Natural (Monitorada)

A atenuacdo natural, também chamada de remediacdo passiva ou
intrinseca, € uma técnica que permite a reducdo dos contaminantes sem a
intervencdo humana. Mas a eficacia ndo € garantida de acordo com os objetivos
definidos e o tempo determinado para remediacdo, pois varia conforme a area
contaminada. Para verificagao da eficiéncia do processo de atenuacao natural, por
esta razdo, € necessario o monitoramento. Nesta técnica existem muitos processos
envolvidos, como dilui¢do, dispersao, sorcao, volatilizagao e transformacgdes bidticas
e abidticas (EPA, 2004; WIEDEMEIER et al., 1999).

O estudo de Lv et al. (2018) averiguou reducao de 60% de hidrocarbonetos
de petrdleo em aguas subterraneas depois de 4 anos, com a aplicacédo da
atenuacao natural. McKew et al. (2007) demonstraram o potencial de biodegradagéo

de comunidades de micro-organismos marinhos. Os autores relataram a degradagao
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de 99% e 84%, respectivamente, para alcanos de baixo e alto peso molecular. Guo
et al. (2020) constataram que a atenuagdo natural possibilita a biodegradacéo de
hidrocarbonetos de petréleo em areas contaminadas. Abena et al. (2019) também
verificaram a degradacdo de 48% de hidrocarbonetos totais de petréleo em solo
contaminado. O estudo de Maric et al. (2018) comprovou o processo de atenuagéo
natural em aguas subterraneas contaminadas por querosene. Os autores também

evidenciaram processos de biodegradagao sem qualquer estimulagao antropica.

2.3 BIORREMEDIAGAO MICROBIANA

A biorremediagdo é processo pelo qual plantas ou micro-organismos,
geralmente bactérias e fungos, reduzem a contaminacdo ambiental. Estes
organismos convertem os contaminantes geralmente em compostos menos nocivos,
como didéxido de carbono e agua. Isso é possivel devido a variedade de vias
metabdlicas, regulagdo génica e produgédo enzimatica, que permitem a sobrevivéncia
e degradagao de poluentes por estes micro-organismos (LOSS; YU, 2018).

O potencial bacteriano para biorremediacdo associa-se com a capacidade
de utilizacdo de poluentes como fonte de carbono. Por isso, € necessaria a selegao
destes micro-organismos para o tratamento bem-sucedido de ambientes
contaminados (KHALID et al., 2021). O estudo de Golani e Hajela (2020)
demonstrou o potencial de degradacao de oleo diesel por Staphylococcus argenteus
MG2. Esta nova linhagem demonstrou taxas de degradagédo acima de 90%, quando
realizada a bioestimulacdo com fertilizantes e adubo. Aguelmous et al. (2018)
verificaram taxas de degradagcdo acima de 71% de polifendis totais em lodo de
petréleo devido a intensa atividade bacteriana. Gielnik et al. (2019) observaram o
potencial de espécies bacterianas para degradacdo de hidrocarbonetos totais de
petréleo (HTP) e remocdo de Oleo diesel, principalmente pelas espécies de
Rhodococcuus.

As espécies Stenotrophomonas, Pseudomonas, Bordetella, Brucella,
Bacillus, Achromobacter, Advenella, Klebsiella, Mesorhizobium, Mycobacterium,
Ochrobactrum, Pusilimonas e Raoultella, foram responsaveis de biodegradagéo
completa de HAP de alto peso molecular de petréleo, com relagéo a utilizagado da
técnica de compostagem, conforme a pesquisa de Obi et al. (2020). O estudo de

Nwankwegu e Onwosi (2017) mostrou a remogao de HTP de gasolina no solo por
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Micrococcus luteus, no qual deteve a maior porcentagem de degradacgao (71,10%).
Adeleye et al. (2018) também evidenciaram o potencial de degradag&o de 6leo de
motor usado por espécies de Klebsiella, Pseudomonas e Bacillus. Mathew e
Abraham (2020) mostraram a capacidade de remocéo de 6leo diesel por bactérias,
quando bioestimuladas, no qual a taxa de degradagéao foi de 87%.

O potencial biorremediador de fungos foi demonstrado por varias pesquisas.
Benguenab e Chibani (2020) observaram degradacdo de petréleo por fungos
filamentosos (Purpureocillium lilacinum e Aspergillus ustus). Becarelli et al. (2019)
averiguaram a capacidade de Lambertella sp. para oxidacdo do 6leo diesel. Os
autores também relataram a producao de lacases extracelulares e Mn-perodixidases
na presenga de contaminagdo. Kheirkhah et al. (2020) também observaram o
potencial biorremediador de fungos (Schizophyllum commune) para n-hexadecano,
apo6s um periodo de 120 dias. O estudo de Ezekoye et al. (2018) permitiu verificar a
diversidade de fungos presentes em solos contaminados com petréleo. O potencial
de biorremediag¢ao foi observado por meio da redugao da concentragao HTP. Os
autores identificaram espécies pertencentes aos géneros Candida, Asperqillus,
Phoma, Cladosporium, Cladophialophora, Scopulariopsis, Bipolaris, Gliocladium,
Paecilomyces, Trichophyton, Rhodotorula e Acremonium, nos quais as espeécies de
Candida e Aspergillus apresentaram maior frequéncia de ocorréncia. A habilidade de
degradacgao de oleo diesel por Aspergillus fumigatus foi demonstrada por Naama e
Alhusainy (2018), no qual os autores observaram uma taxa de degradacdo de
69,50% em 28 dias.

O estudo de Essabri et al. (2019) também comprovou a degradagéo de
hidrocarbonetos de petroleo e produgcdo de biomassa por Aspergillus niger,
Penicillium ochrochloron e Trichoderma viridae. Hernandez-Adame et al. (2021)
observaram a degradacao de HTP por A. niger, A. fumigatus, A. terreus e A. flavus
apo6s 90 dias. Al-Zaban et al. (2020) também relataram a capacidade de
biodegradacgao de petroleo por fungos rizosféricos (Asperqgillus flavus e Trichoderma
harzianum). Maamar et al. (2020) verificaram o potencial de Penicillium polonicum,
P. chrysogenum e P. cyclopium, para biorremediacdo de petrdleo. Mohammadi-
Sichani et al. (2017) confirmou a habilidade de remocdo de hidrocarbonetos por
Pleurotus ostreatus em solo contaminado. Nkereuwem et al. (2020) verificaram que
a presenga de Glomus clarum (fungo micorrizico arbuscular) no solo contaminado

com petroleo associa-se com o aumento da degradacdo e remogao de HTP. A
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comunidade microbiana proveniente de residuos solidos maturados mostra-se
promissora para biodegradacdo de hidrocarbonetos de éleo diesel e gasolina de
acordo com a pesquisa de Leal et al. (2018). No qual os autores relataram a
prevaléncia de fungos sobre as bactérias.

As leveduras negras sdo fungos ascomicetos pertencentes a ordem
Chaetothyriales (VOGLMAYR et al.,, 2010). Estes micro-organismos sao
caracterizados pela presengca de melanina na parede celular e reproducao
assexuada por brotamento multilateral. Estas leveduras sido encontradas em
ambientes oligotréficos e resistem a condigbes ambientais adversas (radiagédo UV,
temperaturas elevadas e estresse osmatico) (STERFLINGER, 2006). No decorrer
dos anos, varios estudos foram realizados com relacdo ao potencial biorremediador
destes micro-organismos e novas especies foram descobertas. Assim como,
analises genbmicas foram realizadas para detecgdo de genes associados com a
tolerancia a polui¢cao e biodegradagao de poluentes. O estudo de Prenafeta-Boldu et
al. (2004) demonstrou a metabolizagdo de BTEX por Cladophialophora sp. De Hoog
et al. (2006) isolaram uma nova espécie de Exophiala xenobiotica a partir do solo
contaminado por hidrocarbonetos (naftaleno, xileno, etil-benzeno, tolueno e
benzeno). Badali et al. (2011) também descreveu uma nova espécie,
Cladophialophora psammophila, no qual apresentou tolerancia e crescimento em
meio contendo tolueno e alquilbenzeno. Uma nova espécie de E. sideris isolada de
ambientes poluidos por arsénio e alquilbenzenos foi descrita por Seyedmousaavi et
al. (2011). O estudo de Isola et al. (2013) apresentou a capacidade de degradagao
de tolueno por espécies de Exophiala. Poynter et al. (2015) verificaram a
biodegradagdo de hidrocarbonetos por Cladophialophora, Scedosporium e
Exophiala. Blasi et al. (2016) também verificaram a habilidade de C. immunda e E.
mesophila, em utilizar tolueno como unica fonte de carbono. Blasi et al. (2017)
evidenciaram nas analises gendmicas e transcriptomicas de C. immunda, a ativagéo
de genes (como pcuC) relacionados com a biodegradagao de tolueno. Zhang et al.
(2019) também descobriram uma nova espécie de E. macquariensis em ambientes
sub-antarticos contaminados por hidrocarbonetos. |de-Pérez et al. (2020) verificaram
a capacidade de remoc¢ao de hidrocarbonetos aromaticos por uma nova espécie de
Exophiala. O estudo de Radwan e Ruiz (2021) apresentou analises genémicas de
leveduras negras, os autores evidenciaram genes relacionados com a adaptacao e

degradacédo de hidrocarbonetos; sendo que as espécies Exophiala oligosperma,
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Baudoinia panamericana e Cyphellophora europaea possuiram mais genes para
enzimas hidrolases e de degradacdo de poluentes. Portanto, as ferramentas de
Biologia Molecular (identificagdo molecular, genémica e transcriptdbmica) permitem
melhor elucidagcéo do potencial biorremediador e descobrir novas espécies de micro-
organismos em ambientes impactados pela polui¢ao.

A espécie E. sideris demonstrou capacidade para degradagao de
hidrocarbonetos aromaticos e outros compostos. Verifica-se que estas leveduras
biorremediadoras sado frequentemente encontradas em sitios de contaminacao
(SEYEDMOUSAVI et al., 2011). A espécie E. xenobiotica foi detectada em tanques
de gasolina de carros. Apesar da relagdao filogenética associadas com cepas
patogénicas, € fundamental a selegdo de linhagens nao patogénicas para aplicagéo
na biorremediacdo, evitando riscos a saude humana (GAYLARDE et al., 2005;
ISOLA et al., 2013). O estudo realizado por Isola et al. (2013) demonstrou a
degradacdo de tolueno pelas espécies E. xenobiotica e E. mesophila.
Consequentemente, as concentracdes de tolueno foram reduzidas de 0,1 a 0,47 %.
Além disso, a producao de biomassa foi observada, relacionada intimamente com a
degradacao de contaminantes.

Os fungos séo capazes de crescer na presenga de contaminantes, tais como
tolueno, hexadecano e bifenil policlorado 126. Além disso, utilizam os contaminantes
como fonte de carbono e energia. Por isso, se tem o interesse biotecnologico para
aplicagdo como biorremediadoras, por exemplo, as espécies Exophiala mesophila e
Cladophialophora immunda, principalmente para descontaminagéo do solo (BLASI et
al., 2016). O estudo de Zhang et al. (2018) descreveu uma nova espécie de levedura
negra, E. macquariensis, isolada do solo da Antartica contaminado por
hidrocarbonetos. Muitos estudos tém mostrado a capacidade destes micro-
organismos na degradagao de benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno. Além disso,
foi evidenciada a capacidade de biodegradagéo de tolueno em baixas temperaturas
por E. macquariensis, utilizando hidrocarbonetos como unica fonte de carbono a 10
°C.

O estudo conduzido por Kottb et al. (2019) demonstrou a eficacia de 56,08 %
na degradacao de antraceno por Cladosporium sp. apés duas semanas. Este fungo
foi isolado do Golfo de Suez, uma area acometida pela contaminagao por petréleo,
ocasionada pelo transporte desse composto, producdo de petroderivados, assim

como emissodes resultantes da combustdo em refinarias e navegacdes. Kwaiji et al.
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(2020) também constataram o potencial de Cladosporium spp. para degradagao de
hidrocarbonetos. Cocarta et al. (2019) afirma que solos contaminados anteriormente
por hidrocarbonetos, mostram fontes potenciais para o isolamento de espécies
microbianas hidrocarbonoclasticas. A adaptagdo prévia ao sitio de contaminagéo,
desse modo, favorece a sobrevivéncia e o processo de degradacgédo (completa ou
parcial) em altas concentragdes de hidrocarbonetos.

Os fungos conseguem degradar os contaminantes devido a produgéo de
enzimas, tais como lignina peroxidase, manganés peroxidase, lacases, lipases,
monoxigenases, dioxigenases, citocromo P450 e epdxido hidrolase. Dessa forma, é
possivel a biodegradagcéo de diferentes hidrocarbonetos (SRIVASTAVA; KUMAR,
2019). As enzimas extracelulares fungicas, consequentemente, desempenham um
papel fundamental na biodegradagdo, uma vez que convertem os metabdlitos em
compostos menos toxicos. Portanto, considerando o potencial biorremediador
fungico, é possivel o tratamento do solo contaminado por compostos orgénicos ou
inorganicos, sedimentos e aguas contaminadas por hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAP) (CHAURASIA; BHARATI; MANI, 2019). Neste contexto, novos
micro-organismos capazes de degradar diferentes contaminantes sé&o
constantemente identificados. A tolerancia e adaptabilidade destes micro-
organismos a poluigao é evidenciada pela utilizagao de diferentes tipos de poluentes
como fonte de carbono e energia (DACCO et al., 2020).

Existem varias enzimas que ja foram descritas associadas com a
biodegradagao (Figura 9) e os mecanismos enzimaticos vém sendo estudados mais
frequentemente, como hidrolases e 6xido redutases. O processo de biorremediagao,
a vista disso, depende da acédo enzimatica sobre os contaminantes e converté-los
em compostos menos prejudiciais ao ambiente. A eficacia deste processo, contudo,
depende das condi¢gdes ambientais (pH, temperatura, acidos organicos, teor de
nutrientes, disponibilidade de oxigénio, umidade), relacionado diretamente com o
crescimento e atividade microbiana. Para o aumento das taxas de degradagao €
necessario a realizagdo da manipulagdo das condicbes ambientais, otimizando o
crescimento e a atividade dos micro-organismos (KARIGAR; RAO, 2011; KOSHLAF,;
BALL, 2017; LIU et al., 2017). Chen et al. (2020) afirmam que a matéria orgénica do
solo influencia nas taxas de degradagao de solos contaminados por combustiveis,

como Oleo diesel. Os autores também relataram a prevaléncia das espécies
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bacterianas (Gordonia spp. e Rhodococcus erythropolis) e fungicas (Fusarium

oxysporum e Aspergillus versicolor) para degradagéo.
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Em A, destaca-se a via de degradagao de hidrocarbonetos alifaticos (n-alcanos) através da oxidagao
monoterminal, biterminal e subterminal, obtendo como produto acidos carboxilicos e produto final 3
NADH, FADH2, 1 GTP, CO2, oxaloacetato e agua (Ciclo de Krebs). Em B, destaca-se a via de
degradacgédo de hidrocarbonetos aromaticos através da orto e meta-clivagem a partir de catecol,
obtendo como produto final acetato, succinato, acetaldeido, piruvato e CO2. FONTE: adaptado de
CHAUDHARY; KIM, 2019.

Nos ensaios de biodegradacdo devem ser consideradas as interagdes entre
0S micro-organismos, pois naturalmente estas espécies interagem entre si. Também
se evidencia uma inter-relacdo de vias metabdlicas na comunidade microbiana.
Muitos micro-organismos ja foram caracterizados quanto a sua capacidade de
degradacao de HAP (moléculas de estrutura complexa, baixa solubilidade em agua
e dificiimente biodegradada). Assim como, diferentes enzimas foram isoladas e
novas vias metabdlicas foram descobertas, permitindo compreender a
funcionalidade das diferentes comunidades microbianas. O conhecimento sobre
estas novas vias metabdlicas possibilita a realizagdo de um consorcio microbiano
funcional. Dessa forma, se considera a complementaridade destas vias, além da
interagdo antagdnica ou ndo entre os micro-organismos, produgdo de surfactantes,
biodisponibilidade do contaminante, que podem interferir no processo de
degradacao (COCARTA et al., 2019; JACQUES et al., 2007; SRIVASTAVA; KUMAR,
2019). Borowik et al. (2017) observaram maiores taxas de degradacao de HAP (que
apresentavam menores quantidades de anéis em sua estrutura) por fungos na
presenca de Oleo diesel no solo, assim como o aumento da atividade enzimatica
(6xido redutases).

O estudo de Obukohwo et al. (2020) confirmou a capacidade de degradacéao,
principalmente de fenol, 6leo e graxa, por Chrysosporium tropicum, Aspergillus
flavus, A. niger e Rhizopus oryzae. Asemoloye et al. (2017) verificaram o potencial
de fungos rizosféricos (A. niger, Talaromyces purpurogenus, Trichoderma harzianum
e A. flavus) para melhoria da disponibilidade de nutrientes no solo, redugéo das
concentragcbes de metais pesados e acelerar taxas de degradacdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. O estudo de Zafra et al. (2014) mostrou que
a aplicagdo de um consorcio fungico combinado com bactérias apresenta eficacia no
processo de biorremediacado de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Os autores
evidenciaram a remocao de 87,76 %, 48,18 % e 56,55%, respectivamente, para

fenantreno, pireno e benzo-alfa pireno.
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A interagao entre as espécies microbianas mostra-se essencial, bem como
sua tolerancia as altas concentracdes de poluentes, a capacidade de utiliza-los
como fonte de carbono e energia, promover a descontaminacédo e melhorar a
qualidade ambiental. Neste contexto, o conhecimento da diversidade de micro-
organismos nos diferentes ambientes (aquaticos e terrestres) € de grande
relevancia; uma vez que os fungos apresentam potencial para biorremediacdo de
metais pesados, tintas téxteis, pesticidas e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos.
Além do mais, evidencia-se a melhora da absor¢cdo de nutrientes no solo e da
sobrevivéncia de plantas, respectivamente, devido a presenca de fungos
micorrizicos e endofiticos (YAKOP; TAHA; SHIVANAND, 2019).

2.3.1 Fungos endofiticos: Bactris gasipaes (Arecaceae) como fonte para isolamento

de fungos biorremediadores

As plantas superiores, como Bactris gasipaes (Arecaceae), sdo habitats
complexos para o desenvolvimento de uma grande diversidade de micro-
organismos. Os fungos endofiticos colonizam os tecidos internos de folhas, caule e
raiz de plantas, sem ocasionar danos ou sintomas. Além disso, o estudo destes
micro-organismos permite conhecer a sua diversidade e distribuicao (STONE;
POLISHOOK; WHITE, 2004; VIRK et al., 2021). Na literatura sdo observados varios
estudos relacionados com o potencial de producdo de metabdlitos secundarios
ativos por fungos endofiticos, como isoprendides, policetideo, fendis, terpendides,
ergoflavina, hipericina, pestacina, entre outros. Também se evidencia a produgao de
exoenzimas associada com a colonizagcdo das plantas (KUMAR et al.,, 2019;
SCHULZ et al., 2002). Existem poucos estudos sobre o potencial biorremediador de
fungos endofiticos para petroderivados. Portanto, a aplicagdo destes micro-
organismos para a descontaminagao ambiental deve ser explorada.

O estudo de Pietro-Souza et al. (2020) demonstrou a remocao total de
mercurio por fungos endofiticos (Aspergillus sp., Curvularia geniculata e
Westerdykella sp.). D’Errico et al. (2020) verificaram o potencial de degradagao de
eter metil terciario-butilico (aditivo da gasolina) por Drechslera sp. Segundo Virk et
al. (2021) a aplicagéo de fungos endofiticos no processo de biorremediagao € algo
revolucionario, com relacdo a remocao de diferentes poluentes (pesticidas,

herbicidas, metais pesados, hidrocarbonetos, entre outros). O estudo de Soldi (2020)
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verificou a capacidade de fungos endofiticos para a biorremediacdo de solos
contaminados por chumbo, no qual também melhorou o desenvolvimento de
Festuca arundinacea (festuca alta) na presenca da poluigdo. A pesquisa de Wang et
al. (2021) evidenciou a degradacéo de 86,89% de acido 4-cloro-2-metilfenoxiacético
(MCPA) apés 7 dias por Phomopsis sp., fungo endofitico de Psidium guajava
(goiabeira). Bibi et al. (2018) evidenciaram a degradagao de cromo hexavalente por
Aspergillus fumigatus, Rhizopus sp., Penicillium radicum e Fusarium proliferatum, no
qual observada a biotransformacao deste composto a uma forma menos téxica.

De acordo com He et al. (2019) a combinagcdo de micro-organismos
enddfitos com plantas fitorremediadoras possibilitam a remediacdo de solos
contaminados com diferentes poluentes. Segundo Deng e Cao (2017) os micro-
organismos endofiticos melhoram o crescimento, produtividade, sequestro de
carbono pelas plantas e a fitorremediacédo. O estudo de Sawant e Rodrigues (2020)
verificou a biodegradacao de hidrocarbonetos de petrdleo residuais por fungos
endofiticos (Nigrospora sp., A. niger, Aspergillus sp., Curvularia sp., Pestalotiopsis
adusta, Fusarium sp. e Cladosporium sp.). apresentaram habilidade para
degradacdo de poluentes. Agrawal et al. (2021) evidenciaram a capacidade de
descoloragao de corantes téxteis sintéticos por Penicillium megasporum endofitico
de Cupressus torulosa, além da producgao de lacases.

A pupunheira (Bactris gasipaes) € uma planta nativa da regido amazénica,
seus frutos e caule (palmito) tem importdncia econémica (COSTA; ROCHA;
FREITAS, 2019; NEVES et al., 2004). O estudo de Costa et al. (2019) demonstrou o
potencial de micro-organismos endofiticos do fruto de B. gasipaes para controle
biolégico de bactérias e fungos fitopatogénicos. Almeida et al. (2005) verificaram a
diversidade de fungos endofiticos dos apices caulinares de B. gasipaes cultivadas in
vivo e in vitro, foram identificadas as espécies Fusarium oxysporum, Neotyphodium
sp. e Epicoccum nigrum (in vitro) e E. nigrum, F. oxysporum, Colletotrichum sp.,
Alternaria gaisen, Neotyphodium sp. (in vivo). O estudo de Neto (2002) mostrou a
diversidade de fungos endofiticos dos frutos de B. gasipaes. De acordo com os
resultados foram identificados de um total de 627 micro-organismos, 36% de
Thielaviopsis paradoxa, 17,1% de Ceratocystis paradoxa, 10,4% de Phomopsis sp.,
9,7% de Fusarium sp. e 2% de Penicillium. Neste contexto, verifica-se que B.

gasipaes € uma fonte potencial para o isolamento de fungos endofiticos. Contudo,
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sd0 necessarios mais estudos para elucidar o potencial biotecnolégico destes micro-

organismos.
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1 RESUMO

O petréleo, recurso natural ndo renovavel, €& constituido principalmente por
hidrocarbonetos. O petréleo e derivados apresentam grande importancia para a
matriz energética mundial e sua produgdo aumentou nos ultimos anos, no qual o
setor de transportes teve maior consumo energético, com a produgao de 6leo diesel
e gasolina. Contudo, devido a acidentes no processo de extragéo, refino, transporte
e armazenamento, associados com o0 petréleo e derivados, evidencia-se a
contaminagao do ar, agua e solo. Neste contexto, é fundamental a aplicagdo de
técnicas de tratamento para reduzir o quadro de contaminagao. A biorremediagao,
baseada na utilizagdo de micro-organismos e plantas, € uma técnica de tratamento
bioldgica, eficaz e de baixo custo. Portanto, o objetivo dessa pesquisa foi avaliar o
potencial de fungos endofiticos de Bactris gasipaes (Arecaceae) para a
biodegradagao de oleo diesel. Uma triagem foi realizada com 42 enddfitos, destes,
quatro fungos foram selecionados com base no seu perfil enzimatico (atividade para
enzimas lacases e fenoloxidases). Para os testes de biodegradacéo, cada fungo foi
inoculado em meio mineral utilizando 6leo diesel como unica fonte de carbono, e
colocados em shaker a 120 rpm a 28°C por 14 dias. Os resultados demonstraram
crescimento das quatro linhagens fungicas e a reducédo do pH do meio. A producéao
de biomassa e de acidos orgéanicos (responsavel pela acidificacdo do meio) sao
fatores estritamente associados com o processo de biodegradacdo. As espécies
Trichoderma sp. (CMRP 3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920) foram as mais
promissoras, apresentando eficacia de 67,19% e 61,61% apds 14 dias. Por isso,
estas espécies de fungos podem ser aplicadas em técnicas biorremediadores para
promover a descontaminagao ambiental por dleo diesel.

Palavras-chave: Biorremediacdo. Fungos. Endéfitos. Contaminagao. Oleo diesel.

2 ABSTRACT

Petroleum, a non-renewable natural resource, consists mainly of hydrocarbons.
Petroleum and derivatives are of great importance for the world energy matrix and its
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production has increased over the years, in which the transport sector had greater
energy consumption, with the production of diesel and gasoline. However, due to
accidents in the extraction, refining, transportation, and storage process, associated
with oil and oil products, air, water and soil contamination is evident. In this context, it
is essential to apply treatment techniques to reduce the level of contamination.
Bioremediation, based on the use of microorganisms and plants, is an inexpensive,
effective and biological treatment technique. Therefore, the aim of this research was
to evaluate the potential of endophytic fungi of Bactris gasipaes (Arecaceae) for
biodegradation of diesel oil. A screening was carried out with 42 endophytes, of
which, four fungi were selected based on their enzymatic profile (activity for laccase
enzymes and phenoloxidases). For the biodegradation tests, each fungus was
inoculated in a mineral medium using diesel oil as the only carbon source, and in a
shaker at 120 rpm at 28 °C for 14 days. The results showed growth of the four fungal
strains and a reduction in the pH of the medium. The production of biomass and
organic acids (responsible for acidification of the medium) are factors strictly
associated with the biodegradation process. The species Trichoderma sp. (CMRP
3925) and Fusarium sp. (CMRP 3920) were the most promising, showing efficacy of
67,19% and 61,61% after 14 days. So they can be applied in bioremediation
techniques to promote environmental decontamination by diesel oil.

Keywords: Bioremediation. Fungi. Endophytes. Contamination. Diesel oil.

3 INTRODUGAO

O petréleo, constituido principalmente por hidrocarbonetos, apresenta
importancia econémica mundial, sendo uma das fontes energéticas mais exploradas
(GERALDO; MARANHO, 2020; MARTINS et al., 2015). Contudo, devido ao
crescimento populacional e com aumento da demanda mundial, atividades
antrépicas exemplificadas pela extracao, producao, transporte e armazenamento do
petréleo, podem ocasionar impactos ambientais negativos (FAYIGA; IPINMOROTI;
CHIRENJE, 2018; OSTOVAR et al., 2020; ZAHED et al., 2021). Os hidrocarbonetos
de petroleo, como alcanos, hidrocarbonetos aromaticos, asfaltenos e outros
compostos organicos, causam a poluicdo do solo, agua e ar (TADROS, 2020;
ZHANG et al., 2020b). A contaminagdo dos ecossistemas, consequentemente,
compromete a saude humana, prejudica o desenvolvimento de plantas e causa
efeitos téxicos a fauna (BAMGBOSE; ANDERSON, 2020; ODIYI et al.,, 2020;
MOSTAFA et al., 2021; TADROS, 2020; ZAHED et al., 2021).

Neste contexto, é fundamental a aplicacao de técnicas de tratamento que
promovam a descontaminagao e reduzam os impactos ambientais devido a polui¢ao
por petroderivados. A biorremediagao € uma técnica promissora, segura e de baixo

custo, no qual organismos vivos (micro-organismos e plantas) sao utilizados para
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biodegradagao de poluentes (CUIl et al., 2020; GERALDO; MARANHO, 2020;
ZAHED et al., 2021). Estes organismos podem ser empregados na biorremediacéo,
pois produzem enzimas (lacases, hidrolases, oxigenases, peroxidases, entre outras)
responsaveis pela conversdo de poluentes em produtos ndo nocivos ao ambiente
(BEHBUDI; YOUSEFI; SADEGHIPOUR, 2021; MASALU, 2016; SHOME, 2020). A
hipétese da presente pesquisa afirma que fungos endofiticos de Bactris gasipaes
Kunth (Arecaceae) apresentam potencial biorremediador e podem ser aplicados em
técnicas para descontaminagcao ambiental por 6leo diesel.

A pupunheira (B. gasipaes), planta com maior ocorréncia na Amazénia, tem
grande importancia econdmica em virtude do consumo dos seus frutos e caule
(COSTA; ROCHA; FREITAS, 2019; FERREIRA, 2005). Segundo Oliveira et al.
(2015), os micro-organismos colonizam uma variedade de espécies de plantas e
produzem substancias para aplicacdo biotecnolégica. Por isso, a identificacdo de
fungos endofiticos e a descoberta da sua aplicabilidade biotecnolégica é
fundamental, considerando os diversos impactos negativos em consequéncia da
poluicdo, que ocasionam o desequilibrio ecolégico. A vista disso, a avaliagdo do
potencial microbiano para biorremediacéo € indispensavel. Dessa forma, € possivel
aumentar a eficacia para descontaminagdo ambiental em um menor intervalo de
tempo.

Sendo assim, o principal objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de
fungos endofiticos de B. gasipaes para a biodegradacdo de oleo diesel, visando
selecionar e identificar espécies endofiticas biorremediadoras a partir do seu perfil
enzimatico e avaliar a eficacia do processo de biodegradagao de éleo diesel pelas

especies selecionadas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLADOS FUNGICOS

As mudas de B. gasipaes foram cultivadas in vitro no estado de S&o Paulo,
Brasil. Os isolados fungicos foram obtidos a partir das folhas, caule, raiz e sementes
de B. gasipaes e do solo utilizado posteriormente para cultivo. Os 42 isolados foram
devidamente depositados no Centro de Cole¢gdes Microbioldgicas da Rede

Paranaense CMRP/Taxonline (https://www.cmrp-taxonline.com), localizado no
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departamento de Patologia Basica do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Brasil.

4.2 SCREENING DOS ISOLADOS FUNGICOS

Para o screening dos isolados fungicos com relagdo ao potencial de
degradagdo, foram realizados testes de atividade enzimatica (lacases e
fenoloxidases) em triplicata. Inicialmente os isolados foram cultivados por 7 dias em
meio BDA a 28 °C. Posteriormente, os fungos foram inoculados em meios seletivos
diferenciais e foram incubados por 14 dias a 28 °C (adaptado de NASCIMENTO,
2013).

4.2.1 Atividade de lacases

Os fungos foram inoculados em meio mineral (0,5 g/L K2HPO4, 4,5 g/L
KH2PO4, 2 g/L NH4Cl, 0,1 g/L MgSO04.7H20, 15 g/L de agar, pH 7) com 0,01 %
extrato de levedura (adaptado de NASCIMENTO, 2017). Acrescido de 0,2% de
guaiacol e 0,01% de farelo de trigo, em triplicata, conforme metodologia (adaptada)
proposta por Viswanath (2008). A observagdo de um halo com coloragdo marrom

escuro ao redor da colbnia indica a positividade do teste.
4.2.2 Atividade de fenoloxidases

Os fungos foram inoculados em meio Agar Extrato de Malte contendo acido
tanico 0,5%, em triplicata, conforme metodologia proposta por Pointing (1999). A
observacdo de um halo com coloragdo marrom ao redor da colbnia indica a
positividade do teste.
4.3 IDENTIFICACAO MOLECULAR

4.3.1 Extragdo de DNA

A extragao de DNA dos isolados duplo positivos (atividade para lacases e

fenoloxidases) foi realizada seguindo o protocolo descrito por Vicente et al. (2008).
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Os isolados foram cultivados em meio BDA por 7 dias a 28 °C e aproximadamente 1
cm? da cultura foi transferida para microtubos (tipo Eppendorf) de 1,5 mL, contendo
sicilica: cilite (2:1) e 300 pL de CTAB 10%. Foi realizada a maceragao com auxilio de
pistilos para microtubos, até formar uma mistura homogénea, e novamente 300 uL
de CTAB 10% foram adicionados. Os microtubos eram colocados em banho-maria a
65 °C por 40 minutos. Posteriormente, foram adicionados 500 yL de CIA (24:1,
cloroféormio e alcool isoamilico), realizada a centrifugacdo a 10000 rpm por 10
minutos e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo (tipo Eppendorf)
de 1,5 mL (essa etapa foi repetida uma vez). Um total de 800 yL de etanol 96%
gelado foram adicionados e as amostras colocadas em freezer (-6 °C) overnight.
Depois, foi novamente realizada a centrifugacao a 10000 rpm por 10 minutos, o
sobrenadante descartado, adicionados 500 pL de etanol 70% gelado e feita a
centrifugacdo nas mesmas condi¢cbes citadas previamente. O sobrenadante foi
descartado e para total evaporacao do alcool o DNA foi colocado em estufa por
aproximadamente 30 min. Apds, foi realizada a ressuspensao do pellet com adigao
de um volume de 100 pyL de agua ultrapura, deixado em overnight a temperatura
ambiente e as amostras foram armazenadas em freezer. O DNA foi quantificado por
espectrofotometria em Nanodrop® e sua integridade foi verificada por meio de
eletroforese em gel de agarose 0,8% (VOIDALESKI, 2018).

4.3.2 Sequenciamento e analise filogenética

O DNA extraido foi amplificado a partir da regiao 1TS1-5.8S rDNA-ITS2 por
meio de PCR, no qual foi preparado um mix contendo um volume de 6,3 pL de agua
ultrapura; 1,25 uyL de tampédo; 1,25 pyL (0,26 mM) da solugdo de
desoxirribonucleotideos (DNTPs); 0,5 uL (2 mM) de cloreto de magnésio (MgClz2); 0,5
ML (0,8 uM) de cada oligonucleotideo iniciador (ITS1 e ITS4 - sentido 5" 3’ e 3’ %),
0,2 uL (1U/reacado) de Tag DNA polimerase e um volume de 1 uL (20 ng/uL) de
DNA. Para a reagao de sequenciamento foi utilizado um volume de 0,75 pL de
BigDye; 0,75 pL de tampao (BigDye); 5,5 pyL de &agua ultrapura; 1 pL de
oligonucleotideo iniciador (ITS1 e ITS4) e 2 pyL de produto de amplificacéo, para
cada reacao (adaptado de GOMES et al., 2016). O sequenciamento foi feito em
sequenciador ABI3730 (Applied Biosystems). As sequéncias foram editadas no

programa BioEdit, alinhadas no programa MAFFT 7 e as arvores foram construidas
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no programa MEGA 7 por meio da analise de Maxima Verossimilhanga (KATOH,;
TOH, 2008; KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016).

4.4 TESTES DE BIODEGRADAGCAO DAS LINHAGENS FUNGICAS IN VITRO

O potencial de degradacao de petroderivados das espécies estritamente
ambientais isoladas de B. gasipaes foi avaliado. Para o estabelecimento dos
experimentos, foram preparados frascos de Erlenmeyer de volume de 250 mL para
os intervalos de 0, 7 e 14 dias em triplicata. Em cada frasco foram colocados 50 mL
de meio mineral Bushnell-Haas (1 g de KH2POs4, 1 g de K2HPO4, 1 g de NH4NOs3, 0,2
g de MgS04.7H20, 0,05 g de FeCls, 0,02 g de CaCl2.2H20), para 1000 mL de agua
destilada (SOUZA, 2010), contendo 2% de O6leo diesel comercial (mineral) como
unica fonte de carbono e 3 discos da colbénia fungica com aproximadamente 10 mm
de diadmetro (adaptado de SOUZA et al., 2005). As repeticbes foram mantidas sob
agitacédo de 120 rpm a 28 °C em shaker (adaptado de SOUZA et al., 2005).

Para verificar a degradacao do 6leo diesel, também foi adicionado 1 g/L de
indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP) nos frascos de Erlenmeyers. A
técnica baseia-se na mudanca de coloragao do DCPIP de azul (oxidado) para incolor
(reduzido), devido a este indicador ser aceptor de elétrons provenientes da
degradacgao de hidrocarbonetos do oleo diesel (adaptado de HANSON et al., 1993;
MARIANO et al., 2008). Para avaliar a concentragdo de DCPIP foi realizada uma
reta padrdo, com equagdo [DCPIP] = (Absorbanciasssnm/0,0106) — 0,1526 e R? =
0,9845. Um volume de 200 pL de cada amostra foi adicionado em microplacas e as
leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro de placa no comprimento de onda de
655 nanémetros (adaptado de OLIVEIRA et al., 2014). Apds cada intervalo de tempo
determinado, foram realizadas analises de biomassa umida e pH, respectivamente,
por meio da utilizagdo de uma balanga analitica e pHametro (adaptado de POSTEN;
COONEY, 1981).

4.5 ANALISES ESTATISTICAS
Os dados obtidos foram tabulados em programa Microsoft Office Excel 2016

e, posteriormente, foram calculados os valores de média, desvio padrao e realizadas

analises estatisticas, utilizando programa BioEstat versdo 5.3. Para analise da
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distribuicdo dos dados (normalidade) foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk
(GERALDO; MARANHO, 2018).

Para os dados com distribuicdo normal foi utilizado o teste de ANOVA
(método de Tukey) e, para dados com distribuicdo anormal foi aplicado o teste de
Kruskal-Wallis (método de Dunn), considerando significancia de 0,05 (p < 0,05) em
ambos os testes (GERALDO; MARANHO, 2018).

5 RESULTADOS

Para selecao dos fungos potencialmente biorremediadores foi realizada uma
selegdo a partir de um total de 42 isolados endofiticos de B. gasipaes com base no
perfil enzimatico (Anexo 1). Os isolados que apresentaram atividade para as
enzimas lacase e fenoloxidase (duplo-positivos) foram submetidos a testes de
biodegradacgao de 6leo diesel.

Com relagdo a atividade enzimatica, 9,52% dos fungos apresentaram
producdo de ambas as enzimas (lacase e fenoloxidase), sendo estes Hypoxylon
investiens (CMRP 3596), Fusarium sp. (CMRP 3920), Trichoderma sp. (CMRP 3923)
e Trichoderma sp. (CMRP 3925). Além disso, 19,04% dos fungos (CMRP 3613,
3590, 3595, 3921, 3592, 3589, 3913 e 3915) apresentaram atividade apenas para a
enzima lacase e 11,9% dos fungos (CMRP 3608, 3924, 3601, 3914 e 3927)
apresentaram atividade apenas para a enzima fenoloxidase. Do total avaliado,
59,52% dos fungos (CMRP 3626, 3593, 3598, 3611, 3597, 3918, 3587, 3600, 3603,
3922, 3607, 3594, 3606, 3602, 3586, 3585, 3588, 3591, 3599, 3604, 3605, 3609,
3610, 3612 e 3616) nao apresentaram atividade enzimatica para lacases e
fenoloxidases.

Para a identificagdo destes fungos (duplo-positivos) foi utilizado o
sequenciamento da regido 1TS1-5,8S-ITS2 do DNA ribossomal. A vista disso, quatro
linhagens fungicas foram selecionadas, dos géneros Trichoderma sp., Hypoxylon sp.
e Fusarium sp. De acordo com a figura 1, observa-se que a linhagem CMRP 3596
foi identificada como Hypoxylon investiens, uma vez que a mesma formou um clado
com a linhagem referéncia (espécie) com suporte de 100% bootstrap. A analise
filogenética da linhagem CMRP 3920 resultou em uma arvore onde foi possivel
identifica-la como Fusarium sp. (Figura 2). A figura 3 apresenta a arvore filogenética
das linhagens CMRP 3923 e CMRP 3925. Estas linhagens foram identificadas como
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género Trichoderma, pertencendo a secg¢ao Pachybasium. Para a identificagdo
destas linhagens, € necessario o sequenciamento de outros genes, como Fator de
Elongacao 1-alfa, Calmodulina, TUB2 (beta tubulina), RNA polimerase Il (RPB2) e

da subunidade maior do RNA ribossémico nuclear (LSU).

FIGURA 1 — ARVORE FILOGENETICA DO GENERO Hypoxylon spp.

Hypoxylon aeruginosum (MUCL 54620)T

Hypoxylon calileguense (LIL STMA14059)T
Hypoxylon samuelsii (MUCL 51843)T
Hypoxylon haematostroma (MUCL 53301)7
Hypoxylon baruense (UCH 9545)T
Hypoxylon papillatum (ATCC 58729)T
Hypoxylon bellicolor (UCH 9543)T
Hypoxylon rickii(MUCL 53309)7
Hypoxylon aurantium (MFLU 16-1202)T
Hypoxylon neosublenormandii (MFLU 15-1193)T
98 [ Hypoxylon mangrovei(MFLU 18-0559)T
99 — Hypoxylon jaklitschii (CBS 138916)T
Hypoxylon trugodes (MUCL 54794)T
Hypoxylon liviae (CBS 115282)T
Hypoxylon fraxinophifum (MUCL 54176)T
Hypoxylon pseudofuscum (DSM 112038)T
4100[[Hypoxylon eurasiaticum (MUCL 57720)T
Hypoxylon fuscum (CBS 113049)7
100 | Hypoxylon investiens (CBS 129034)

CMRP 3596
Hypoxylon hinnuleum (CBS 286.62)T
|| Hypoxylon delonicis (MFLU 16-1031)T

Hypoxylon addis (MUCL 52797)T

— Hypoxylon ochraceum (MUCL 54625)T
Hypoxylon petriniae (CBS 114746)7

Hypoxylon rubiginosum (MUCL 52887)T

Hypoxylon pseudefendleri (MFLU 15-1200)T

Hypoxylon isabellinum (MUCL 53308)T
Hypoxylon sporistriatatunicum (UCH 9542)T
Hypoxylon gibriacense (MUCL 52698)T

4,— Hypoxylon grisecbrunneum (CBS 331.73)T
Hypoxylon lechatii (CBS 123577)7

Daldinia fissa(CBS 119316)
—
0.050

Arvore filogenética construida com base em sequéncias ITS alinhadas no programa MEGA 7,
considerando parametros de Maxima verossimilhanca. Valores de bootstrap calculados a partir de
1000 repeti¢cdes. Daldinia fissa (CBS 119316) foi considerado grupo externo. A linhagem Hypoxylon

investiens (CMRP 3596) esta destacada em rosa.



FIGURA 2 — ARVORE FILOGENETICA DO GENERO Fusarium spp.

Fusarium pseudoanthophilum (CBS 414 .97)7
Fusarium pseudocircinatum (CBS 449.97)7
Fusarium guttiforme (CBS 409.97)T
Fusarium napiforme (NRRL 13604)7
Fusarium denticulatum (CBS 407.97)7
Fusarium bactridioides (CBS 100057)T
Fusarium circinatum (CBS 405.97)T
96

Fusarium oxysporum (CBS 132474)
Fusarium foetens (CBS 110286)7
Fusarium nisikadoi (CBS 456.97)7
- Fusarium kyushuense (NRRL 3509)7
496[? Fusarium robustum (CBS 637.76)T
Fusarium langsethiae (CBS 113234)7
Fusarium longifundum (NRRL 36372)T
Fusarium hainanense (CGMCC 3.19478)T
— Fusarium citricola (CPC 27805)T
JEFusan'um salinense (CPC 26973)7
Fusarium nurragi (CBS 393.96)7
Fusarium torreyae (NRRL 54151)T
— Fusarium sublunatum (CBS 189.34)T
Fusarium burgessii (CBS 125537)T
Fusarium babinda (CBS 397.96)T
Fusarium beomiforme (NRRL 13606)T
Fusarium acutatum (CBS 402.97)7
Fusarium annulatum (CBS 258.54)T

Fusarium fujikuroi (CBS 221.76)T
Fusarium proliferatum (CBS 240.64)
Fusarium buxicola (CBS 125551)T
— Fusarium ventricosum (NRRL 20846)T

931~ Fusarium cryptoseptatum (NRRL 22412)T
AEEFusarfum venezuelense (NRRL 22395)T

Fusarium acutisporum (NRRL 22574)T

Fusarium helgardnirenbergiae (NRRL 22387)7
96 —  Fusarium rectiphorum (CBS 125727)7
Fusarium ornamentatum (CBS 562.7)7

Fusarium piperis (NRRL 22570)7
Fusarium solani(CBS 140079)T
Fusarium tonkinense (CBS 115.40)7

Fusarium yamamotoi (NRRL 22277)7

56| Fusarium keratoplasticum (FRC S-2477)T
CMRP 3920
Fusarium suttonianum (NRRL 32858)T
Fusarium falciforme (CBS 475.67)T
Fusarium martii (CBS 115659)T

Fusarium borneense (NRRL 22579)T
Fusarium tuaranense (NRRL 22231)T

Fusarium witzenhausenense (CBS 142480)T
Fusarium metavorans (CBS 135789)7
Fusarium perseae (CPC 26829)T
Fusarium macrosporum (CPC 28191)T

— Fusarium domesticum (CBS 434.34)T

99 Fusarium delphinoides (CBS 120718)T
98 [ Fusarium penzigii (CBS 317.34)T
85 Fusarium biseptatum (CBS 110311)T

—

0.020

Nectria cinnabarina (CBS 129866)
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Arvore filogenética construida com base em sequéncias ITS alinhadas no programa MEGA 7,

considerando parametros de Maxima verossimilhanca. Valores de bootstrap calculados a partir de

1000 repeticdes. Nectria cinnabarina (CBS 129866) foi considerado grupo externo. A linhagem

Fusarium sp. (CMRP 3920) esta destacada em rosa.



FIGURA 3 — ARVORE FILOGENETICA DO GENERO Trichoderma spp.

Trichoderma xixiacum (HMAS 248253)7
Trichoderma vermifimicola (HMAS 248255)T
Trichoderma cerinum (ATCC MYA-4840)T
97 ' Trichoderma linzhiense (HMAS 248846)T
Trichoderma zeloharzianum (YMF 1.00268)T

Trichoderma breve (HMAS 248844)T
Trichoderma rugulosum (SFC 20180301-001)T
Trichoderma bannaense (HMAS 248840)T

Trichoderma hirsufum (HMAS 248834)T

Trichoderma pseudogelatinosum (TUFC 60186)T
Trichoderma simplex (HMAS 248842)T
Trichoderma helicum (ATCC MYA-4845)T
Trichoderma velutinum (ATCC MYA-4841)T
Trichoderma polypori (HMAS 248855)T
f Trichoderma hainanense (HMAS 248837)T

Trichoderma longisporum (HMAS 248843)T
— Trichoderma amazonicum (CBS 126898)T
- Trichoderma zayuense (HMAS 248835)T
r Trichoderma pseudodensum (HMAS 248828)T
i+ Trichoderma liberatum (HMAS 248831)T
Trichoderma hengshanicum (HMAS 248852)T
~ Trichoderma solum (HMAS 248848)T
{ Trichoderma ingratum (HMAS 248822)T
Trichoderma alpinum (HMAS 248821)T
Trichoderma concentricum (HMAS 248833)T
Trichoderma aggressivum (CBS 100526)T
Trichoderma aggregatum (HMAS 248863)T
Trichoderma thailandicum (BP| 745832)T
Trichoderma britannicum (CBS 253.62)T
Trichoderma byssinum (HMAS 248838)7
L Trichoderma undatipile (HMAS 248854)T
Trichoderma brevicrassum (HMAS 248871)T
Trichoderma phyilostachydis (CBS 114071)7
Trichoderma shennongjianum (HMAS 245009)T
Trichoderma estonicum (CBS 111147)7
Trichoderma gliocladium (CBS 130009)T
98 | Trichoderma spirale (DAOM 183974)T
Trichoderma hunanense (HMAS 248841)T
Trichoderma chlamydosporicum (HMAS 248850)T
94 ' Trichoderma tibetense (HMAS 245010)T
Trichoderma ganodermatis (HMAS 248856)T
Trichoderma sichuanense (HMAS 248737)T
Trichoderma stromaticum (CBS 101875)T
Trichoderma rossicum (ATCC MYA-4839)T
Trichoderma barbatum (BP1 GJS 04-308)T
Trichoderma hebeiense (HMAS 248743)T
Trichoderma hunua (CBS 238.63)7T

——
0.020
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Trichoderma euskadiense (CBS 130013)T
Trichoderma novae-zelandiae (CBS 639.92)T
Trichoderma pseudokoningiiT
Trichoderma effusum (ATCC MYA-4837)T
% Trichoderma ghanense (ATCC 208858)T
68 Trichoderma reeseiT
Trichoderma parareesei (ATCC MYA-4777)7
Trichoderma longibrachiatumT
Trichoderma beinartii (PPRI 19281)T
Trichoderma saturnisporum
Trichoderma orientale (CBS 130428)T
Trichoderma ceciliae (CBS 130010)T
Trichoderma aurantioeffusum (CBS 119284)T
Trichoderma minutisporum (DAOM 167069)T
98~ Trichoderma polysporum (CBS 820.68)T
L. Trichoderma pulvinatum (CBS 121279)"
91 Trichoderma tiantangzhaiense (HMAS 252872)T
Trichoderma hypoxylon (CGMCC 3.17906)T

Trichoderma erinaceum (ATCC MYA-484
Trichoderma songyi (CBS 138099)T
g1| Trichoderma viride (CBS 119325)T !
Trichoderma caribbaeum var. aeguatona:‘e (CBS 119055)T
Trichoderma dorotheae (CBS 119089)T
Trichoderma scalesiae (CBS 12006 :}'T
Trichoderma caribbaeum (CBS 119093)T
Trichoderma strigosumT
“Trichoderma kunmingense (YMF 1.02659)7
Trichoderma asperellum (CBS 433.97)7
Trichoderma neorufum E)C BS 1111 44%T
Trichoderma pubescens (DAOM 166162)T
Trichoderma hamatum (DAOM 167057)
Trichoderma eijii (CBS 133190)T
Trichoderma yunnanense (CBS 121219)T
CMRP 3923
CMRP 3925
Trichoderma oligosporum (HMAS 252870

richoderma yui (I_H MAS 26663:?;7

-
Trichoderma hongkongense (%MAS 273832)T

Hypocreopsis rhododendri (KCGB)

Arvore filogenética construida com base em sequéncias ITS alinhadas no programa MEGA 7,

considerando parametros de Maxima verossimilhanca. Valores de bootstrap calculados a partir de

1000 repeticdes. Hypocreopsis rhododendri foi considerado grupo externo. As linhagens Trichoderma
sp. (CMRP 3923) e Trichoderma sp. (CMRP 3925) estdo destacadas em rosa.

Com relagcéo aos testes de biodegradagcéo de 6leo diesel (Tabela 1), as

linhagens fungicas avaliadas apresentaram aumento significativo da produgéo da

biomassa umida ao longo do tempo, principalmente apds 14 dias de incubagao,

considerando p<0,05 (Figura 4).

TABELA 1 - VALORES DE MEDIA E DESVIO PADRAO COM RELAGAO A PRODUGAO DE
BIOMASSA PELOS FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE Bactris gasipaes (ARECACEAE) O

PROCESSO DE BIORREMDIACAO DO OLEO DIESEL.

LINHAGENS PRODUGAO DE BIOMASSA (GRAMAS)
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INTERVALO DE TEMPO

7 dias 14 dias
Trichoderma sp. (CMRP 3925) 2,2410+0,84922 ¢ 4,6227+0,41392. .9
Trichoderma sp. (CMRP 3923) 3,8880+0,0919b ¢ 6,2200+0,6789° f
Hypoxylon investiens (CMRP 3596) 3,2007+0,2621°¢ 6,3823+0,5662¢ 9. "
Fusarium sp. (CMRP 3920) 3,0947+0,2903¢ 5,3760+0,6796% "

As letras iguais indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos de acordo com os testes de
ANOVA (método de Tukey) e Kruskal-Wallis (método de Dunn).

Ainda considerando este intervalo de tempo (Figura 4), observou-se que o
valor de biomassa umida (6,382 g) da linhagem Hypoxylon investiens (CMRP 3596)
foi superior e estatisticamente relevante em relagdo as linhagens Trichoderma sp.
(CMRP 3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920) em estudo (Tabela 1). Além disso, a
linhagem Trichoderma sp. (CMRP 3923) apresentou um maior valor de biomassa
(3,888 g) no intervalo de 7 dias, em comparacdo as espécies Trichoderma sp.
(CMRP 3925), Fusarium sp. (CMRP 3920) e Hypoxylon investiens (CMRP 3596).

FIGURA 4 — PRODUGAO DE BIOMASSA UMIDA (EM GRAMAS) DAS LINHAGENS FUNGICAS
SELECIONADAS NO PROCESSO DE BIORREMEDIAGAO DE OLEO DIESEL.
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Incubacgao sob agitacao a 28°C por 14 dias.

Conforme o apresentado na tabela 2 foi observado redugéo significativa
(p<0,05) do pH em 7 e 14 dias, considerando o tratamento controle e os meios
inoculados com as linhagens Trichoderma sp. (CMRP 3923), Trichoderma sp.
(CMRP 3925), Fusarium sp. (CMRP 3920) e H. investiens (CMRP 3596). A reducao
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do pH apo6s 14 dias nos meios inoculados com a espécie Trichoderma sp. (CMRP
3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920) foi significativa em relagdo as outras linhagens

em estudo.

TABELA 2 - VALORES DE MEDIA E DESVIO PADRAO COM REII_AQAO AO pH DO MEIO
DURANTE O PROCESSO DE BIORREMDIACAO DO OLEO DIESEL.

VALORES DE pH

INTERVALO DE TEMPO

LINHAGENS 7 dias 14 dias

Controle Inoculado Controle Inoculado

Trichoderma sp.
(CMRP 3925)
Trichoderma sp.
(CMRP 3923)
Hypoxylon investiens
(CMRP 3596)

Fusarium sp. ik h h,n, o,
(CMRP 3920) 5,8100+£0,09789 4,2867+0,11509 5,9050+0,0485 4,0750+0,0547h.n.0.p

7,5233+0,01212  6,1983+0,409521  7,0650+0,0774>  4,3717+0,4980b " m.n
7,538340,0354¢  6,918340,1150%)  7,2300+0,0415¢ 4,6050+0,58374% 0

5,7000+0,0645¢  4,7283+0,1078%ik  5.8083+0,0422F  4,8833+0,0776" ™ P

As letras iguais indicam diferengas significativas (p<0,05) entre os grupos de acordo com os testes de
ANOVA (método de Tukey) e Kruskal-Wallis (método de Dunn).

O meio inoculado com a espécie Fusarium sp. (CMRP 3920) apresentou
menores valores de pH de 4,29 e 4,08, respectivamente (Figura 5B), nos intervalos
de 7 e 14 dias, em comparagao as outras linhagens Trichoderma sp. CMRP 3923
(Figura 5C), Trichoderma sp. CMRP 3925 (Figura 5D) e H. investiens CMRP 3596
(Figura 5A).

FIGURA 5 - VALORES DE pH DO MEIO DURANTE O PROCESSO DE BIORREMEDIAGAO PELAS
LINHAGENS FUNGICAS SELECIONADAS.
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As letras indicam as respectivas linhagens fungicas: A - Hypoxylon investiens (CMRP 3596); B -
Fusarium sp. (CMRP 3920); C - Trichoderma sp. (CMRP 3923); D - Trichoderma sp. (CMRP 3925),

nos diferentes intervalos de tempo considerando o parametro de pH.

De acordo com a figura 6, verificou-se uma redugdo do indicador DCPIP
durante o processo de biorremediacao, resultado da degradagéo do 6leo diesel, no
qual os elétrons foram captados pelo DCPIP (aceptor). Portanto, a redugdo do
indicador & diretamente proporcional a degradacado do 6leo diesel pelos fungos
endofiticos de B. gasipaes. As linhagens mais eficientes para degradagéo do éleo
diesel no intervalo de 7 dias foram Fusarium sp. (CMRP 3920) e Trichoderma sp.
(CMRP 3923) apresentaram o maior percentual de degradacgao do 6leo diesel apds
7 dias de incubacao, com eficiéncia de 60,18% e 50,63% respectivamente. Com
relacéo ao intervalo de 14 dias, as linhagens mais eficientes foram Trichoderma sp.
(CMRP 3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920), que apresentaram, respectivamente,
eficiéncia de 67,19% e 61,61%. A espécie H. investiens (CMRP 3596) foi a linhagem
com menor eficacia para biodegradacao, no qual apresentou nos intervalos de 7 e
14 dias eficacia de 35,26% e 40,72%.

FIGURA 6 - CONCENTRACAO DO INDICADOR 2,6-DICLOROFENOL INDOFENOL (DCPIP)
DURANTE O PROCESSO DE BIORREMEDIACAO DO OLEO DIESEL PELAS LINHAGENS
FUNGICAS SELECIONADAS.
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6 DISCUSSAO

Conforme os resultados obtidos foi observado que 40,46% dos fungos
isolados de B. gasipaes apresentaram atividade enzimatica para pelo menos uma
das enzimas (lacase ou fenoloxidase). As enzimas microbianas sdo fundamentais
para o processo de biorremediagdo, pois convertem os poluentes em substancias
menos toxicas (KARIGAR; RAO, 2011). Os fungos possuem enzimas extracelulares
que podem ser aplicadas na biorremediagao e para o pré-tratamento de residuos
provenientes da agricultura (LOPEZ et al., 2017).

A atividade enzimatica das 4 linhagens selecionadas, Hypoxylon investiens
(CMRP 3596), Fusarium sp. (CMRP 3920), Trichoderma sp. (CMRP 3923) e
Trichoderma sp. (CMRP 3925), é um paréametro relevante no que se refere a
biodegradagao, devido a conversédo de hidrocarbonetos do 6leo diesel para acidos
organicos. O estudo de Toghueo et al. (2017) também demonstrou a atividade
enzimatica de amilases, celulases e lipases por espécies do género Fusarium (F.
decemcellulare, F. equiseti, F. oxysporum, F. solani e F. striatum). Da mesma forma,
Toghueo et al. (2017) demonstraram a atividade enzimatica de fungos endofiticos de
plantas medicinais. Os autores relataram a mesma atividade enzimatica para a
especie Hypoxylon investiens, corroborando com os resultados encontrados nesse
estudo para a linhagem H. investiens (CMRP 3596). O estudo de Idris et al. (2019)
mostrou a degradagdo de lignina pelos fungos Hypoxylon sp. e Hypoxylon
investiens, equivalente a 13 e 14%, no qual os autores relataram a atividade de
enzimas lignoliticas e crescimento fungico. Assim como na pesquisa de Pointing et
al. (2005), na qual foi verificada a producao de enzimas modificadoras de lignina por
especies do género Hypoxylon. A atividade de lacases e o potencial biorremediador
pelas espécies Trichoderma sp. (CMRP 3923) e Trichoderma sp. (CMRP 3925)
também foi observada por Adnan et al. (2017), que mostraram a capacidade
biorremediadora de T. lixii, principalmente em pHs mais acidos. Além disso, foi
observado a produgao de enzimas lacases e catecol 1,2-dioxigenase, importantes
para degradacao de alizarina vermelha S (ARS) e quinizarina verde SS (QGSS).

A linhagem Fusarium sp. (CMRP 3920) foi a mais eficaz para a degradacgao
no intervalo de 7 dias (60,18%), uma vez que apresentou menor produgdo de
biomassa (3,095 g) em relagao as linhagens Hypoxylon investiens (CMRP 3596) e

Trichoderma sp. (CMRP 3923). Aléem disso, foi observado para esta linhagem uma
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maior acidificagdo do meio (de 5,83 para 4,29). De acordo com a literatura, estes
parametros sdo fundamentais para avaliar a degradac¢ao de hidrocarbonetos. Ainda
baseado no reportado por Adnan et al. (2017) a biodegradacao de poluentes resulta
na formacdo de acido carboxilico e compostos fendlicos, responsaveis pela
acidificacdo do meio. Nesse contexto, a melhor linhagem para biorremediagdo €&
aquela com maior taxa de degradacao de poluentes em um curto periodo de tempo.
A pesquisa de Hidayat e Tachibana (2011) apresentou o potencial de Fusarium sp.
para degradacgéo de hidrocarbonetos alifaticos de 6leo cru, no qual verificaram taxas
de degradacao de 98%, 72% e 49% apods 60 dias. A habilidade de F. solani para
degradagao de benzo[a]pireno foi observado por Delsarte et a. (2018), no qual o
fungo apresentou produg¢ao de biomassa e degradacéo de 37,4% apds 12 dias. Azin
et al. (2018) apresentaram a habilidade de F. neocosmosporiellum para degradagéo
de petréleo, capaz de remover 58% de hidrocarbonetos apds 20 dias e produzir
lacases. Assim, a linhagem Fusarium sp. (CMRP 3920) foi a mais promissora, com
maiores taxas de degradagdo em menor periodo de tempo em relagéo as linhagens
estudadas por outros autores. A literatura tem mostrado varios exemplos sobre a
capacidade de biodegradacao pelas espécies de Fusarium sp. O estudo de Chehri
et al. (2017) relatou a presenca de espécies do género Fusarium spp. em ambientes
contaminados por petréleo. Mohammadian et al. (2017) também isolaram espécies
de Fusarium sp. em solos contaminados por petroleo. As espécies F.
keratoplasticum, F. proliferatum e F. nygamai apresentaram crescimento na
presenca de benzeno, tolueno, naftaleno e petroleo. Rajendran et al. (2017)
observaram a degradacdo acima de 70% de compostos fendlicos por Fusarium
falciforme. Hidayat e Tachibana (2012) também confirmaram a capacidade de
degradacdo de d6leo cru e n-octadecano por Fusarium sp. Bhatt et al. (2020)
verificaram a degradacdo de poluentes por F. proliferatum depois de 144 horas.
Romauld et al. (2019) também evidenciaram a degradacdo de naftaleno por F.
oxysporum apos 9 dias.

Considerando o intervalo de 14 dias, a linhagem Trichoderma sp. (CMRP
3925) foi a mais promissora para degradacao (67,19%). Tais resultados ja foram
demonstrados por outros autores, Tripathi et al. (2013) apresentaram o potencial
biorremediador de espécies de Trichoderma para diferentes poluentes, entre eles,
diesel e o6leo cru. O estudo de Dacoo et al. (2020) apresentou a capacidade de

degradacdo de oleo de motor por T. harzianum e foi observado a alteragcdo de
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compostos aromaticos para alifaticos, além da verificagdo da atividade enzimatica de
lacases. Os fungos do género Trichoderma foram relacionados com a capacidade de
metabolizar compostos aromaticos policiclicos de alto e baixo peso molecular, como
naftaleno, pireno e benzo [a] pireno. No qual foi verificado a atividade de enzimas
lacases, peroxidases e dioxigenases pelas espécies T. hamatum, T. harzianum, T.
reesei, T. koningii, T. viridae, entre outras (ZAFRA; CORTES-ESPINOSA, 2015;
ZAFRA et al.,, 2014). A pesquisa de Sing et al. (2014) verificou a tolerancia de
linhagens de Trichoderma ao contaminante pentaclorofenol (PCP), indicado pelo seu
crescimento radial. De acordo com os nossos resultados, a linhagem Trichoderma
sp. (CMRP 3925) foi a melhor para biodegradagéo de 6leo diesel considerando os
parametros estudados por Andreolli et al. (2016), que verificaram a degradacéao (de
54%) de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos por Trichoderma sp. associado com
a intensa atividade de fenoloxidase, no solo contaminado por 6leo diesel. Outros
estudos também demonstraram potencial biorremediador do género Trichoderma
para 6leo diesel e hidrocarbonetos totais de petréleo, no qual se evidencia aumento
da atividade enzimatica (NAZIFA et al., 20118; FIJALKOWSKI et al., 2008).

Embora a linhagem Hypoxylon investiens (CMRP 3596) tenha apresentado
os menores valores de eficiéncia de remocgao (Figura 6), sua habilidade
biorremediadora de hidrocarbonetos também foi comprovada apés 14 dias, no qual
deteve maior produgdo de biomassa (6,382 g) na presenca de Oleo diesel como
unica fonte de carbono em relagdo as outras linhagens em estudo. Memic et al.
(2017) também observaram a degradacdo de hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos por Hypoxylon fragiforme, nos quais as taxas de degradagao foram de
82%, 90,3%, 17,8%, respectivamente, para acenafteno, acenaftileno e antraceno. O
estudo de Souza et al. (2017) comprovou a tolerancia de Hypoxylon sp. a HAP,
como fenantreno e pireno, possuindo a menor taxa de inibicado de crescimento e foi
considerado um fungo promissor para degradacao de HAPs.

As 4 espécies em estudo tém potencial biorremediador, entretanto, em uma
selecao direta com base nos resultados observados, as linhagens Trichoderma sp.
(CMRP 3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920) sdo melhores e, que inclusive, poderiam
ser utilizadas em um futuro consércio. A linhagem Hypoxylon investiens (CMRP
3596), embora se mostrou menos eficiente quando comparada as outras duas
linhagens, esta apresenta um potencial a ser explorado em pesquisas

subsequentes.
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7 CONCLUSAO

Pelos aspectos observados, conclui-se que os fungos endofiticos de Bactris
gasipaes avaliados apresentam potencial para a biodegradacdo de o6leo diesel,
sendo que as espécies Trichoderma sp. (CMRP 3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920)
foram as de maior relevancia quanto a capacidade de utilizar e tolerar o 6leo diesel
como unica fonte de carbono. O perfil enzimatico demonstrou ser um importante
parametro para selecdo de fungos biorremediadores. Com base na avaliagdo de
outros parametros associados com a degradacgao, se conclui que a maior eficiéncia
de remocgao de 6leo diesel relaciona-se a acidificagdo do meio e produgao de
biomassa. Nesse contexto, estas linhagens podem promover a descontaminagao

ambiental por 6leo diesel em um curto periodo de tempo (14 dias).
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CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A contaminagdao ambiental € um problema atual e tem aumentado ao longo
dos anos, devido a atividades antrdpicas que geram a degradagao ambiental e
reducao da qualidade de vida. A utilizagao de técnicas de tratamento para mitigar os
impactos ambientais negativos tém sido empregadas, com a finalidade de reduzir o
quadro de contaminacdo e recuperar e/ou restaurar os ecossistemas. Contudo,
técnicas eficientes, de baixo custo e que ndo agridem mais o ambiente sdo um
empecilno para a descontaminagao ambiental. Portanto, a aplicagdo de técnicas
biorremediadoras tem mostrado estes beneficios, em virtude do seu aspecto
sustentavel e ecolégico, ndo dispendioso e eficaz.

O objetivo desta pesquisa foi estudar o potencial de fungos endofiticos de B.
gasipaes para aplicacdo em técnicas biorremediadoras. A selecao de micro-
organismos tolerantes a poluicado e com potencial de biodegradagao é fundamental.
A interagdo entre estes micro-organismos e dos mesmos com 0 ambiente precisa
ser melhor compreendida, considerando o sinergismo e o antagonismo entre as
espécies. Além dos fatores ambientais que influenciam no processo de
biorremediagdo. O descobrimento de novas espécies é imprescindivel, permitindo a
aplicagcao de micro-organismos mais eficientes e que promovam o tratamento em um
curto periodo de tempo.

A presente pesquisa possuiu 0s seguintes objetivos: selecionar as linhagens
fungicas com base no perfil enzimatico; avaliar a degradacao de d6leo diesel pelas
linhagens fungicas de B. gasipaes selecionadas; e analisar a linhagem fungica mais
eficaz para degradacdo. O perfil enzimatico para atividade de lacases e
fenoloxidases permitiu a selegdo de fungos endofiticos biorremediadores de B.
gasipaes Kunth, uma vez que a atividade enzimatica esta diretamente relacionada
com a degradacao de poluentes. O processo de degradagao pode ser verificado por
meio da producdo de biomassa dos fungos ao longo do tempo, assim como pela
reducdo do pH do meio associado com produtos resultado da biodegradacao e
eficiéncia da degradagao do 6leo diesel. Portanto, a partir destes parametros foi
possivel selecionar trés linhagens eficientes: Trichoderma sp. (CMRP 3923),
Trichoderma sp. (CMRP 3925) e Fusarium sp. (CMRP 3920), estas espécies podem

ser aplicadas em técnicas biorremediadoras para a descontaminagao ambiental.
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Estes resultados demonstraram que plantas sdo fontes potenciais para
micro-organismos biorremediadores de poluentes. Além disso, com a finalidade de
tornar o processo de biodegradagdao mais efetivo. As linhagens selecionadas neste
estudo poderao nortear outros estudos, por exemplo, na elaboracdo de um
consorcio microbiano, para técnicas de bioaumentagao e rizorremediacdo. Dessa
forma, serao estudadas as interagdes entre os micro-organismos rizosféricos e com
plantas. Outra abordagem do estudo, sera o potencial microbiano em promover o
crescimento de plantas. No qual possibilitara a producdo de inoculantes e o
aprimoramento de técnicas fitorremediadoras.

Diante o exposto, se conclui que a presente pesquisa € promissora e as
informagdes adquiridas podem ser utilizadas em varias técnicas biorremediadoras.
Consequentemente, é possivel contribuir com a comunidade cientifica na area da
biorremediagdo, realizando a interface dos potenciais micro-organismos

remediadores, visando a descontaminagao ambiental por petroleo e derivados.
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ANEXOS

ANEXO 1 - PERFIL ENZIMATICO DOS FUNGOS ENDOFITICOS ISOLADOS DE Bactris gasipaes
Kunth (ARECACEAE).

CMRP ATIV_I DADE ENZIMATICA
Fenoloxidase Lacase
3926 - -
3593 - -
3598 - -
3613 - +
3611 -
3925 +
3597 - -
3918 - -
3587 - -
3600 - -
3603 -
3922 -
3920 +
3608 +
3590 -
3924
3607 - -
3594 -
3596 +
3595 -
3921 -
3606 - -
3592 -
3602 - -
3586 - -
3585 -
3588 -
3589 -
3591 -
3913 -
3599 -
3601 + -
3914 +
3915 - +
3604 - -
3605 - -
3609 - -
3610 - -
3612 - -
3916 - -
3927 + -
3923 + +

Linhagens com atividade enzimatica (+) e sem atividade enzimatica (-).

+

1 + 1 1

+
+ 0o + + + + ro+

+







