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RESUMO - O interesse pelo estudo da contaminacdo por hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e seus derivados reside no fato de que a maioria deles sdo potencialmente
carcinogénicos e mutagénicos. Nesse sentido, destacam-se 0s processos de
biorremediacéo, que tem como principal finalidade controlar as taxas de contaminagéo,
com baixos custos e impactos minimos aos ecossistemas. O presente estudo destaca a
importancia dos fungos associados a macrofita aquatica Eichhornia crassipes Mart.
Solms coletada em areas contaminadas por hidrocarbonetos de petroleo. Foi produzido
um consorcio com os fungos mais eficientes (Phoma herbarum, Fusarium moliniforme,
e Penicillium citrinum), utilizando as técnicas de bioaumentacdo e bioestimulacdo. Para
avaliar o comportamento da degradacdo do petréleo pelos fungos foi verificada a
producdo de compostos HPA a partir da realizacdo de métodos analiticos, como:
extracdo liquido-liquido do meio mineral suplementado com petréleo bruto na pesenca
do consércio, em seguida realizou-se o fracionamento e a determinacdo da concentracdo
individual dos HPA por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.
De acordo com os tempos de observacdo: 24 horas, 7 e 14 dias, 0 meio &cido sem
adicdo de nutrientes apresentou-se mais eficiente na degradacdo dos HPA. Com a
realizacdo deste estudo acredita-se ser possivel obter bioprodutos para remediacdo de
areas impactadas com petroleo.

1. INTRODUCAO

A poluicdo ambiental causada pela liberacdo de hidrocarbonetos, decorrente das atividades
industriais e dos derramamentos acidentais de petréleo e seus derivados apresentam grandes riscos
aos ecossistemas aquaticos e terrestres e as técnicas para sua remediacdo tém recebido destaque nas
ultimas deécadas (Tonini et al., 2010). Os tratamentos tradicionais, tais como barreiras flutuantes de
contengdo e recolhimento, adsor¢do de materiais naturais ou sintéticos ndo visam a degradacao do
petréleo (Andrade et al., 2010). Nesse contexto destacam-se 0s processos de biorremediacéo, que
utilizam microrganismos para minimizar ou remover poluentes do ambiente.

De acordo com Oliveira (2006) a biorremediacdo vem sendo bastante fundamentada na
recuperacdo de ambientes impactados por hidrocarbonetos de petroleo por utilizar o potencial
metabolico de certos microrganismos e diminuir o carater toxico de determinados compostos. No
processo de biorremediacdo ha exploracdo da diversidade genética e do potencial metabdlico dos
microrganismos para que ocorra a transformacdo de contaminantes em produtos finais menos
toxicos, 0s quais sao integrados nos ciclos biogeogquimicos naturais (Alexander, 1994).
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Marin et al. (2006) destacam os dois enfoques da biorremediacdo: bioaumento e bioestimulo,
que consistem na adicdo de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos ou de
biossurfactantes e estimulacdo do crescimento microbiano no local contaminado pela adicdo de
nutrientes, respectivamente. A eficiéncia do processo de biorremediacdo pode ser determinada pela
avaliacdo de hidrocarbonetos saturados e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA), pois séo
marcadores moleculares indicadores de poluigdo e de processos de degradacdo de petréleo e seus
derivados no ambiente (Peters et al., 2005). Dentre os HPA, destacam-se os 16 HPA que sdo
considerados poluentes de alta prioridade ambiental pela United States Environmental Protection
Agencia (USEPA) devido ao seu potencial carcinogénico e mutagénico (US-EPA, 2007).

Este trabalho apresenta a proposta de acdo biorremediadora de microrganismos associados a
macrofita aquatica Eicchornia crassipes Mart. Solms, presentes em areas aquaticas sob influéncia
de hidrocarbonetos provenientes de residuos de petroleo e seus derivados. A obtencéo do consorcio
fangico por meio de técnicas de bioaumento e bioestimulo proporciona um avango nas pesquisas
sobre biorremediacdo. O presente trabalho estd inserido no escopo do projeto da Rede CTPetro
Amazonia: Tecnologias para a recuperacao de ecossistemas e conservacdo da biodiversidade na
Amazonia Brasileira” que visa desenvolver técnicas limpas e eficazes para minimizacdo de
poluentes do meio ambiente buscando a preservacao da biodiversidade dos ecossistemas aquaticos e
terrestres.

2. METODOLOGIA

2.1. Amostragem

A producdo do consorcio de fungos envolve linhagens selecionadas de fungos isolados em
meio seletivo a partir da macrofita Eicchornia crassipes Mart. Solms (Figura 1.A-B) que foi
coletada no igarapé da Guarita (S03°08°46.3” ¢ 059°57°24,4”), area que recebe a saida do efluente
da REMAN - refinaria da Petrobras/Manaus-AM. Estas linhagens foram identificadas como Phoma
herbarum, Fusarium moliniforme, e Penicillium citrinum. Foram recolhidos individuos em
triplicata, contendo folhas, caules, bulbos e raizes, Apos a coleta, as amostras foram acondicionadas
em sacos plasticos de polietileno transparentes e transportadas para o laboratorio.

Figura 1 — A: Saida dos efluentes da Refinaria Isaac Saba - Manaus/AM. B: Amostra da macrofita

aquatica Eichhornia crassipes Mart. Solms.
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2.2 Isolamento dos Fungos

Foi realizado o isolamento de fungos epifiticos e endofiticos segundo a metodologia descrita
por Pereira (1993). Apo6s o crescimento e esporulacdo dos fungos isolados foram geradas culturas
monosporicas a fim de se obter uma nova col6nia a partir de um Unico conidio de acordo com o
protocolo desenvolvido por Azevedo e Costa (1973).

2.3 Reativacéo dos Fungos e Producéo de Consorcio Microbiano

Foram utilizadas trés linhagens de fungos isolados da macrofita aquatica Eichhornia crassipes
Mart. Solms, identificados como: Fusarium moniliforme, Penicillium citrinum e Phoma herbarum.
A partir destas linhagens foi produzido um consoércio visando avaliar a capacidade do mesmo em
degradlar petréleo em experimento contendo meio BH (Buchnell Haas) em uma concentracdo de 5
mL.L™.

Os fungos foram dispostos para crescer em placa de Petri contendo meio de cultura BDA
(Batata, Dextrose e Agar) com petroleo no periodo de 7 (sete) dias. Apds crescimento fungico, foi
produzido o consércio, no qual com auxilio de uma seringa estéril de 3 mL (sem o bico), foi
retirado um bloco de tamanho padréo de cada um dos fungos e introduzidos em Erlenmeyer de 125
mL estéreis, contendo 20 mL de meio BH conforme Oliveira (2001). Os frascos foram agitados por
um minuto em voértex, em seguida foram acrescentados 30 pL de petréleo bruto (cedido pela
Refinaria de Manaus — REMAN - Petrobras, originario do P6lo de Producdo Urucu) e reservados
para realizacdo dos experimentos de bioaumento e bioestimulo.

2.4 Experimentos de Bioaumento e Bioestimulo

Os experimentos foram conduzidos em erlenmeyers de 125 mL e em cada um foram
adicionados 20 mL de meio BH (com pH ajustado para 5,5 e 8) acrescido com 30 pL de petréleo,
adicdo ou ndo do consorcio fungico e com fonte adicional ou ndo de nutrientes. Para cada
Erlenmeyer com adi¢do de nutrientes foram adicionados 0,4 g de glicose, nitrato de amonio e
fosfato monopotassico. Os frascos foram colocados em incubadora shaker a temperatura de 28°C a
240 rpm, sendo retirados para extracdo dos HPA nos tempos de 24 horas, 7 e 14 dias. Os controles
foram considerados os erlenmeyers sem adicdo do consércio microbiano. O processo de extracdo
liquido-liquido visando a obtencdo da fase organica da amostra foi realizado conforme método EPA
3510C (US-EPA, 1996). Foram adicionados nas amostras 100 pL do mix de padrdes de
recuperacdo certificados fenantreno D10 e perileno D12, & concentracdo de 50 pg.mL™. Apéds a
adicdo padrdo as amostras foram submetidas a extragdo com uma mistura de 40 mL de solventes
diclorometano e hexano (UV/HPLC) na proporgéo 1:1.

Os processos de limpeza e fracionamento do extrato foram realizados por cromatografia
liquida utilizando silica gel ativada como fase estacionaria, 1g de alumina 5% desativada (p/v) para
reter possiveis impurezas presentes na amostra. A fragdo alifatica (F1) foi eluida com hexano e a
fracdo aromatica (F2) eluida com a mistura 1:1 hexano e diclorometano. Em seguida procedeu-se a
concentragdo das duas fracdes em evaporador rotativo para reducdo do volume até 1 mL. A F1 foi
reservada para posterior analise. A determinagdo da concentracéo final dos 16 HPA em CG/EM,
onde os compostos foram identificados por analise com padrdes certificados e indicacdo de seus
tempos de retencdo, conforme o método EPA 8270D (US-EPA, 2007). Todos 0s experimentos
descritos acima foram realizados com o consorcio dos fungos em triplicatas, a fim de verificar
melhor eficiéncia no processo de degradacéo de hidrocarbonetos.
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A tentativa de otimizacdo das condicGes de degradacdo de HPA pode ser mensurada pelo uso
da técnica de experimentos fatoriais completos. Segundo Parvez et al.(2008), experimentos fatoriais
2" revelam os efeitos principais de cada fator individualmente como também das varias interacoes
entre os fatores que influenciam na variavel resposta (efeito). Entre as vantagens deste tipo de
experimento estd a reducdo do numero de ensaios necessarios para avaliagdo das melhores
condicOes para um determinado planejamento. Neste estudo, foi realizado um experimento do tipo
2% e 0 0s detalhes séo listados na Tabela 1. A anélise estatistica dos dados foi efetuada com o auxilio
do software Action 2.4. Os efeitos de interacdo foram estimados por meio de analise multifatorial
ANOVA.

Tabela 1 — Planejamento do experimento fatorial do tipo 2°

Variavel resposta % Degradacdo
Tempo /-1 = 24h; +1 = 7 dias
Fatores/Niveis pH /-1 = Acido; +1 = Bésico
Condicdo / -1 = sem nutrientes; +1 = com nutrientes
Numero de réplicas 3
Numero de corridas 24

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A intensidade de biodegradacdo dos HPA ¢ influenciada por diversos fatores, como:
disponibilidade de nutrientes, oxigénio, pH, composi¢do, concentragéo, entre outros (MARGESIN
& SHINNER, 2001). A mineralizacdo dos hidrocarbonetos ¢é favorecida em valores de pH préximos
a neutralidade. Contudo, existem relatos de processos de biodegradacdo em solos acidos de florestas
tropicais com pH variando de 4,0 a 6,0 (AMADI et al., 1996). De acordo com Alexander (1994),
muitas espécies de fungos desenvolvem-se melhor em pH acido.

Analisando os valores médios de percentagem de degradacdo (Figura 2), expostos por meio
de um gréfico em cubo, verifica-se que a melhor configuracdo ocorre em meio acido sem adicao de
nutrientes apds 7 dias. Entretanto, a interacao entre os fatores pode ser significativa, necessitando-se
de uma avaliagdo mais detalhada dessa hipotese.

1 1

Figura 2 — Médias das percentagens de degradacdo dos HPA
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O percentual de recuperacdo do mix de padrdes de referéncia fenantreno D10 e perileno D12
adicionado antes do método de extracdo liquido-liquido variou de 55 a 90%. Na Figura 3, o grafico
mostra que nao ocorre interacao entre os fatores tempo e pH (linhas paralelas). J& os fatores pH e
condicdo apresentam uma interacdo significativa representando que a adi¢do ou ndo de nutrientes é
dependente do pH influenciando na degradacdo de HPA. A distancia curta entre as linhas dos
fatores condicdo e tempo mostra que este primeiro pouco influi na variavel resposta.
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Figura 3 — InteragOes entre os fatores tempo, pH e condicédo

A importancia de se gerar uma tabela ANOVA (Tabela 2) se deve a possibilidade de
quantificar a parcela de variabilidade total de cada fator e a interacdo entre estes. Avaliando a
Tabela 2 verifica-se que apenas o fator tempo se mostrou significante (P-valor < 0,05), porém o0s
fatores pH e condigdo se mostraram nao-significativos.

O gréfico de interacOes e a tabela ANOVA permitiram averiguar que apenas o fator tempo
mostrou-se significativo (Feritico = 82,285), logo, a configuracdo que resulta em uma melhor
degradacdo de HPA é: Tempo: 7 dias (+1), pH: acido (-1) e Condicao: sem adicdo de nutrientes (-
1).
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Tabela 2 — Tabela de analise dos efeitos de interacio ANOVA

Tabela da Anova

Fatores G.L. Soma de Quadrado Estatistica F P-valor
Quadrados Médio
Tempo 1 648 648 82,28571429 0,000818674
pH 1 60,5 60,5 7,682539683 0,050241421
Condicao 1 2 2 0,253968254  0,640785365
Residuos 4 31,5 7,875

Foi verificado que o fator tempo exerce bastante influéncia nos processos de degradacao,
visto que em até 7 dias de experimento houve um decaimento consideravel do somatdrio total do 16
HPA presentes no meio mineral suplementado com petréleo bruto. Fato ndo observado
satisfatoriamente apds 14 dias, pois houve pouca variagdo na concentracdo dos hidrocarbonetos. De
acordo com Jacques (2007), dependendo das condi¢des, esse tempo pode variar, pois € importante
considerar que a bioestimulacdo deve ser precedida de criteriosa avaliacdo, visando determinar os
nutrientes e as doses que necessitam ser adicionadas.

Os resultados evidenciam que na auséncia do carbono proveniente da degradacdo de matéria
organica, 0s microrganismos com enzimas para a degradacdo de hidrocarbonetos se desenvolveram
aproveitando os compostos do petr6leo como fonte de carbono e energia, promovendo assim a
mineralizacdo desses compostos. Castiglioni et al.(2009), ao avaliarem a producdo de
biossurfactantes por fungos filamentosos, encontraram valores que comprovam que 0S
experimentos sem fonte adicional de carbono foram os que apresentaram os melhores resultados.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Apos a analise cromatogréafica foram obtidos o somatorio das concentracdes dos 16 HPA
presentes nas amostras e com auxilio de uma ferramenta estatistica foi possivel verificar que as
amostras com pH ajustado para &cido e sem adicdo de nutrientes apresentaram uma diminuicdo
acentuada na concentracdo dos hidrocarbonetos presentes. Os resultados evidenciaram que 0S
fungos: Phoma herbarum, Fusarium moliniforme, e Penicillium citrinum possuem potencial para
degradar hidrocarbonetos de petréleo, pois apresentaram uma alta taxa de biodegradacdo dos HPA
total presentes no 6leo bruto ao final de 7 dias de experimento. Assim, possuem caracteristicas
promissoras para o emprego em biorremediacdo. A analise via ANOVA permitiu com sucesso
estipular as melhores condicGes a serem aplicadas in vitro de forma a se otimizar 0s processos de
degradacéo de hidrocarbonetos, neste caso de HPA.
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