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Resumo

A presenca de compostos de petréleo em solos e sedimentos tem sido uma grande preocupagéo ao longo dos Gltimos anos.
A biorremediacdo € uma tecnologia muito eficaz e promissora na recuperagdo de areas contaminadas por petréleo e seus
derivados. Esta técnica é basicamente um processo natural, onde micro-organismos degradam 0s contaminantes
ambientais em formas menos téxicas. Os hidrocarbonetos encontrados no meio ambiente sdo degradados principalmente
por bactérias e fungos e a extensdo da biodegradacao de hidrocarbonetos por micro-organismos dependem das condicdes
do ecossistema e do meio ambiente local. Um dos principais fungos degradantes, encontrados na literatura, sdo as espécies
de Penicillium sp. e Aspergillus niger. Mas muitas vezes, cada espécie é responsavel em degradar um Unico componente
do bleo, sendo necessario 0 uso de consércios puros (somente fungos) ou consdrcios mistos (varios micro-organismos)
para melhorar a eficiéncia da biorremediacdo. Vérios trabalhos foram e estdo sendo desenvolvidos no Brasil e no exterior
com a finalidade de identificar os fungos para degradar hidrocarbonetos. O principal objetivo desta pesquisa foi coletar
informacGes sobre o uso de fungos em biorremediacdo de substratos contaminados com éleo.

Abstract

The presence of petroleum compounds in soils and sediments has been a major concern over the recent years.
Bioremediation is a very effective and promising technology in the recovery of areas contaminated by petroleum and its
derivatives. This technique is basically a natural process where microorganisms degrade the environmental contaminants
into less toxic forms. The hydrocarbons found in the environment are degraded primarily by bacteria and fungi and extent
of biodegradation of hydrocarbons by microorganisms depend on the conditions of the ecosystem and the local
environment. One of the main degrading fungi found in the literature are the species of Penicillium sp. and Aspergillus
niger. But many times each species is responsible for degrading a single component of the oil being necessary to use pure
consortium (fungi only) or mixed consortia (various microorganisms) to improve the efficiency of bioremediation. Several
works have been and are being developed in Brazil and abroad for the purpose of identifying fungi to degrade
hydrocarbons. The main objective of this research was to gather information about the use of fungi in bioremediation of
oil-contaminated substrates.
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1. Introducéo

O avango da industrializacdo e do desenvolvimento econémico vem exigindo grande estruturacdo de toda a cadeia
produtiva do petroleo. Este crescimento traz consigo alguns riscos, sendo os acidentes ambientais um dos mais
preocupantes (MARIANO, 2006). Derramamentos de 6leo, especialmente acidentes em grande escala, tém trazido
ameagcas e tem causado grandes danos ao ambiente marinho costeiro, dentre estes a destrui¢do do “habitat” de animais e
plantas aquaticas, a devastacdo de toda a fauna e flora circundante, além de trazer sérios riscos de salde para os habitantes
locais (VENOSA,; ZHU, 2006; DIAS, 2007).

Estes acidentes levaram ao desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas (métodos fisicos, quimicos e biol6gicos)
para lidar com a poluicdo por hidrocarbonetos, tanto no mar como em linhas costeiras (SOUZA, 2003).

Os tratamentos bioldgicos, denominados de biorremediacdo, tem se destacado ao longo dos dltimos anos como uma
solucéo efetiva para a eliminacdo de diversos poluentes, entre eles os produtos do petréleo, dleo bruto e graxas. Estes
métodos sdo favorecidos por serem ecologicamente corretos, mais limpos, com custos baixos e de mais facil aplicagdo em
grande escala, além de ndo alterar o equilibrio dos ecossistemas (YEUNG et al., 1997).

A Dbiorremediacdo consiste basicamente em um processo natural onde o0s micro-organismos degradam o0s
contaminantes ambientais em formas menos toxicas (VIDALI, 2001). O sucesso da biorremediacdo, em derramamentos
de petroleo, depende da capacidade de estabelecer e manter as condigdes (através do monitoramento geoquimico),
favorecendo a maior biodegradacdo do 6leo no ambiente contaminado (VENOSA; ZHU, 2005).

Esta tecnologia parte da premissa de que grande parte dos componentes do petrdleo sdo biodegradaveis na natureza,
onde 0os micro-organismos utilizam como principal fonte de carbono os hidrocarbonetos em seus processos metabolicos,
podendo ocorrer em condigdes anaerdbicas e aerdbicas (ATLAS 1981, 1995; MARIANO, 2006; ROSA, 2001). Esse
processo pode ser acelerado pela utilizagdo de bioestimulacio e/ou de bioaumentagdo. Na bioestimulagéo, nutrientes sdo
adicionados e as condi¢Ges ambientais otimizadas visando ao desenvolvimento de populagbes nativas de micro-
organismos. Pela bioaumentacdo, séo adicionados micro-organismos capazes de degradar rapidamente os contaminantes
especificos (FENIMAN et al., 2009).

A habilidade em degradar hidrocarbonetos ndo é restrita a apenas géneros especificos de micro-organismos, pois,
varios grupos de bactérias, fungos, algas e algumas cianobacterias tém mostrado possuir essa capacidade (KATAOKA,
2001 apud MARIANO, 2006).

Riser-Roberts (1992) cita como as principais espécies que assimilam hidrocarbonetos, os fungos do género Aspergillus
e Penicillium, contudo esta caracteristica € uma propriedade individual da espécie e ndo necessariamente uma
caracteristica particular do género.

Esse trabalho tem como principal objetivo agregar informacdes sobre a utilizacdo de fungos na biorremediacdo de
substratos contaminados por petroleo e compreender como a identificacdo e o isolamento de micro-organismos (fungos)
possibilitaria o desenvolvimento de um consorcio capaz de melhorar os resultados da biorremediag&o.

2. Estado da arte

2.1. Fungos x Biorremediacéo

Nas Ultimas décadas estudos vém mostrando que os fungos sdo capazes de degradar varios poluentes organicos, apesar
da maioria dos trabalhos desenvolvidos em processos de biorremediacdo serem com bactérias, e existir uma pouca
valorizacédo da utilizagdo dos fungos. (SINGLETON, 2001). No entanto, o solo por este ser um ambiente heterogéneo, é
possivel que os ensaios com indculos flngicos apresentem diferentes graus de sucesso (SINGLETON, 2001). Acelerar o
crescimento ou aumentar a quantidade de fungos, podem exercer efeitos benéficos, diminuindo a quantidade de poluentes
toxicos disponiveis, desde que seja dadas as condi¢cdes adequadas, especialmente para 0s poluentes dificeis de serem
degradados, tais como HPAs (SINGH, 2006; SILVA; ESPOSITO, 2004; SUTHERLAND, 1992).

2.2 Fungos degradadores de hidrocarbonetos

Fungos de podriddo-branca sdo os mais conhecidos capazes de transformar compostos orgénicos (SUTHERLAND,
1992; LAUNEN et al., 1995; SACK et al., 1997). No entanto outros organismos como Cunninghamella sp., Penicillium
sp. e Aspergillus niger vem mostrando sua capacidade de degradar, principalmente, os hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) (SUTHERLAND, 1992; LAUNEN et al., 1995; SACK et al., 1997).

Um dos primeiros estudos desenvolvidos por Cerniglia e Perry (1973), apresentam o isolamento dos fungos
Arpergillus versicolor, Cephalosporium acremonium, Penicillium sp. e Cuninghamella elegans como degradadores de
hidrocarbonetos. Davies e Westlake (1978) em seus estudos identificaram varios outros fungos que apresentam
capacidade de utilizar o petroleo e seus derivados como fonte de energia, a Beauveria bassiana, Chrysosporium sp.,
Mortierella sp., Paecilomyces sp., Penicillium e Trichoderma viride e Verticilium spp.. Nas pesquisas realizadas por
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CHAINEAU (1999) e seus colaboradores, dentre os principais e mais eficientes em degradar compostos saturados e
aromaticos se encontram as espécies Beauveria alba e Penicillium simplicissimum.

Vaérios outros estudos foram realizados utilizando fungos do género Penicillium na degradacdo de HPAs. Além destes
o Arpergillius niger e algumas leveduras também confirmaram sua eficiéncia na degradacdo destes compostos mais
recalcitrantes (SILVA; ESPOSITO, 2004).

Segundo Cerniglia e Perry (1973), o tratamento da poluicdo causada por petréleo em ambientes marinhos pode ocorrer
mais eficientemente se organismos degradadores de hidrocarbonetos, incluindo os fungos, forem adicionados ao ambiente
em grande quantidade, juntamente com a adicdo de nitrogénio e fosfato.

Singh (2006) relata que fungos filamentosos ndo exibem degradacdo preferencial para um comprimento de cadeia
particular. Ja experimentos realizado por Silva e Espésito (2004) sobre a eficiéncia da degradacdo por fungos
filamentosos das diferentes fracdes de hidrocarbonetos saturados e aromaticos mostraram que esses fungos degradam com
mais facilidade os compostos saturados, degradando com menor eficiéncia a fracdo aromatica.

Araljo e Lemos (2002), em seus estudos isolaram oitenta linhagens a partir de um solo contaminado com 5% p/p de
petréleo, onde 75% destas linhagens apresentaram capacidade para degradar hidrocarbonetos de petrdleo. Os autores
agruparam-os em quatro géneros fangicos (Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Fusarium) subdivididos nas
seguintes espécies: Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus niveus, Aspergillus
niger, Penicillium corylophilum, Parcilomyces variotti, Paecilomyces niveus e Fusarium sp.

Mollea et al. (2005) na otimizacdo da biodegradacdo de HPAs utilizaram linhagens flngicas puras. Os resultados
mostraram que T. harzianum ndo foi capaz de biodegradar naftaleno, enquanto P. Chrysosporium, nas mesmas condigdes
de teste, biodegradou os HPAs até aproximadamente 600 mg.Kg™ de solo.

Dessa forma, o uso de micro-organismos, especialmente fungos filamentosos, em processos de biorremediagdo €
altamente conveniente, principalmente em fungdo da natureza pouco poluente dos processos bioldgicos (BRITO et al.,
2004).

2.3 Consorcios fangicos

O petréleo é considerado uma mistura complexa onde dentre os principais componentes encontra-se 0s alcanos,
aromaticos e nafténicos, que podem ser degradados por micro-organismos (KIRCHMANN & EWNETU, 1998). No
entanto, 0 que se observa é que uma Gnica espécie isoladamente ndo consegue degradar todos os componentes do petréleo
e que sob condi¢des favoraveis um micro-organismo consegue degradar um tipo ou uns poucos componentes a0 mesmo
tempo (KORDA et al., 1997; DIAS, 2007).

Para que ocorra a biodegradacédo total faz se necessario uma assembléia ou pool de micro-organismos capazes de
degradar todos os compostos contidos no mesmo e com isso varias pesquisas internacionais tém proposto a utilizagdo de
consorcios puros e mistos para fins de biorremediacdo (RAMBELOARISOA et al., 1984; CHHATRE et al., 1996;
TANODEBRAH et al., 1999; VENOSA et al., 1999; COOKSON, 1995).

2.4 Metabolismo dos fungos

A capacidade dos fungos de adaptar rapidamente o seu metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia é um
fator essencial para sua sobrevivéncia. Essa flexibilidade se deve a producéo de uma grande quantidade de enzimas intra e
extracelulares, capazes de degradar estes compostos inclusive polimeros complexos (SILVA; ESPOSITO, 2004). A
captacdo de hidrocarbonetos envolve a penetracdo do substrato insolivel na célula atravéz de uma variedade de
mecanismos. Um dos mecanismos mais aceitavel é através do processo de transporte (SINGLETON, 2001). Apds a
assimilacdo dos hidrocarbonetos, os fungos iniciam a degradagéo por meio de uma reagdo de hidroxilagao (DEL’ARCO,
1999) (Figura 1). Essa degradagdo é realizada pelo sistema intracelular, citocromo P-450 monoxigenase, resultando em
produtos solGveis em &gua e menos téxicos (SUTHERLAND, 1992; BENNETT; FAISON, 1997).

Os fungos participam nas rea¢des de transformacdo assimilando hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e
energia, resultando na formacao de dioxido de carbono. Essa transformacdo pode ser também através da reacdo de oxi-
reducdo. A oxidacdo de hidrocarbonetos aromaticos, por exemplo, é iniciado com uma oxidacdo de 6xidos de areno pelo
citocromo P450-dependente de monoxigenases onde pode ser visto na Figura 1 (SINGH, 2006).

Entre os metabodlitos formados inclui fendis, quinonas e conjugados (SUTHERLAND et al.,, 1995). Fungos
ligninoliticos degradam HPAs catalisados por enzimas ligninoliticas extrace-lulares, que leva principalmente para
formacéo de quinonas. Alguns fungos ligninoliticos ainda pode metabolizar HPAs quinonas pela clivagem dos anéis
aromaticos, com subsequente quebra e formacéo do dioxido de carbono (HAMMEL, 1995) (Figura 1).

Ao contrério das bactérias, fungos ndo assimilam HPAs como a Unica fonte de carbono e energia, mas exigem
cometabolismo para desintoxica-los eles (WUNDER et al., 1994; POTHULURI et al., 1995; CASILLAS et al., 1996). Em
certos casos, 0s fungos podem iniciar quebrando ou modificando hidrocarbonetos complexos apesar de ndo ocorrer seu
crescimento, pois algum grau de conversédo parcial pode estar ocorrendo na presenca de um substrato alternativo atuando
como uma fonte de carbono e energia (SINGLETON, 2001).
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2.5 Métodos analiticos

A exposicao prévia de um ecossistema a contaminagéo tem sido correlacionada com micro-organismos degradadores
de hidrocarbonetos. Ao contrario dos métodos bacterianos, pouco se sabe a respeito dos métodos para avaliacdo dos
fungos na biorremediagdo (SINGLETON, 2001). Os métodos mais utilizados pela literatura estdo descritos a seguir:
a) Contagem, Isolamento, Identificacdo: estas analises podem proporcionar um bom entendimento das condicGes
biologicas do solo e indicam a viabilidade da populagdo de fungos indigenas capazes de suportar biorremediagao.
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Figura 1. Metabolismo de compostos aromaticos. Fonte: adaptado de Cerniglia (1997) e Wilson e Jones (1993).

Vaérios sdo os métodos para contagem, isolamento e identificacdo de fungos dentre eles os mais utilizados sdo:

i) contagem padrdo em placa que pode ser através Técnica em Profundidade (Pour Plate) ou a Técnica em superficie
(Spread Plate);

ii) através do Ndmero Mais Provavel — NMP, técnica de diluicdo idealizada por McCrady (1915), onde se faz uma
estimativa da densidade média dos micro-organismos na amostra;

iii) utilizando a técnica por filtragdo em Membrana que baseia-se na filtracdo de volumes adequados da amostra diluida
através de membrana filtrante com porosidade de 0,45 um. As bactérias e fungos a serem detectados, apresentando
dimensGes maiores, ficardo retidos na superficie da membrana, a qual é entdo transferida para placa de Petri contendo
meio seletivo e diferencial (SINGH, 2006).

Os métodos utilizados na identificacdo de fungos de uma maneira geral tém sido baseados predominantemente nas
observagdes das caracteristicas morfoldgicas (CERNIGLIA; PERRY, 1973; SUTHERLAND, 1992; LAUNEN et al.,
1995; SACK et al., 1997; ARAUJO & LEMOS, 2002.

b) Testes respirométricos: envolve a medi¢do da producdo de CO, total, fonte Gtil de conhecimento sobre o potencial de
degradacao de hidrocarbonetos em solos contaminados. Este teste também € usado para confimar ativa degradacgdo de
hidrocarbonetos durante biorremediacdo em grande escala. Testes respirométricos simples requerem a utilizacdo de
equipamentos automatizados de alto custo empregados para o monitoramento do consumo de O, e/ou evolucdo das taxas
de CO, (SINGH, 2006; BALBA et al., 1998).

c) Testes com Microcosmo do solo: Incluem tratamentos estéries como controle apropriado para separar os efeitos
abidticos da perda de hidrocarbonetos da biodegradacao real. Sdo empregadas para avaliar o potencial de biodegradacéo e
desenvolvimento de modelos para prever o destino dos hidrocarbonetos. Uma das vantagens da utilizacdo desse metodo é
que a taxa de degradacédo e produtos metabolicos gerados podem ser monitorados. Esses testes com microcosmo do solo
podem ser conduzidos em frascos simples com solo contaminado e em sistemas altamente sofisticados. Bons resultados
sdo esperados com a utilizacdo de microscosmos (SINGH, 2006).

2.6 Uso dos fungos em processos de biorremediacdo

A biorremediacdo de substratos impactados por petrdleo e seus derivados utilizando fungos ndo é um estudo novo.
Desde a década de 1973 estudos vém sendo desenvolvidos utilizando fungos como biodegradadores em processos de
biorremediacdo. Abaixo sera descrito um breve resumo sobre os principais trabalhos desenvolvidos no mundo e no Brasil,
utilizando fungos.
No mundo
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As pesquisas sobre a capacidade dos fungos em degradar hidrocarbonetos, vém sendo desenvolvidas por diversos
paises.

No Meéxico fungos nativos, identificado como Rhizopus sp., P. Funiculosum e A. Sydowii foram isolados e 0s
resultados mostraram que o uso destes micro-organismos aumentaram na remog¢do de HTP em 16%, em relagdo ao
tratamento realizado com bioestimulacéo (Figura 2). Os autores concluiram que os fungos Rhizopus sp., A. e P. sydowii
representam uma alternativa a ser usado na biorremediagéo (LOPEZ et al., 2008).
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Figura 2. Remoc&o de hidrocarbonetos alifaticos na bioaumentagdo. Rhizopus sp.(e); P. Funiculosum (m); A. Sydowii
(A); bioestimulagdo (x) e controle(o). Fonte: Lopez et al. (2008).

Na Califérnia do Norte foram utilizandas cepas de Aspergillus versicolor, Cephalosporium Acremonium,
Cunninghamella elegans, e Penicillium sp. para degradar dois tipos de petréleo (CERNIGLIA; PERRY, 1973). Os
resultados deste estudo sugerem que os fungos podem efetivamente assimilar petréleo bruto e que o petréleo bruto
parafinico é mais facilmente degradado do que o petréleo bruto asfaltico. Cerca de 96% (peso base) dos n-parafinas foram
utilizados por cepas de C. elegans durante a 5 dias de experimento. Os resultados sugerem que os fungos isolados de C.
elegans e os Penicillum sp. foram mais eficazes na degradacdo de petréleo bruto.

Na Franca vinte e um fungos filamentosos foram isolados do solo contaminado por hidrocarbonetos aromaticos. Este
estudo da degradacao foi realizado com dois tipos de inoculacéo, pelo indculo de esporos e de micélio. Uma melhora no
grau de degradacdo HPA total ocorreu com indculo micelial. A maior degradacdo foi obtida com Coniothyrium sp.
(26,5%) e Fusarium sp. (27,5%), especialmente para os HPAs que continham mais de trés anéis aromaticos (POTIN et
al., 2004).

A degradacdo do antraceno e pireno por fungos de podriddo branca P. gibbosa no norte da China foi melhor do que
por P. ostreatus que tem sido estudado tanto na China como em outros paises (GAO et al., 2010). A degradacdo do
antraceno e do pireno pelo P. ostreatus foram apenas 30,12 e 18,76%, respectivamente como podem ser observados na
Figura 3. Enquanto pelo P. gibbosa por foram 43,43 e 24,26% (Figura 4).

No Japdo pesquisadores testaram a eficacia da cepa microbiana isolada em solo contaminado por 6leo diesel,
identificada como Candida catenulata CM1. Apds 13 dias de compostagem, 84% do petrdleo inicial foi degradado em
comparacdo com 48% de taxa de remogdo no reator de controle sem indculo. Este achado sugere que CM1 é uma cepa
microbiana vidvel para biorremediacéo de solo contaminado por 6leo (JOO et al., 2008) (Figura 5).
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Figura 3. Degradacdo do antraceno e do pireno pelo P. ostreatus. Fonte: GAO et al., 2010.
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Figura 5. Cromatografia gasosa do petréleo ap6s 13 dias de tratamento. Fonte: JOO et al., 2008.

No Brasil

Os trabalhos vém sendo desenvolvidos principalmente pelas Universidades.

Na Universidade de Passo Fundo, Rio Grande do Sul foi realizado o isolamento de fungos em solo contaminado
com Oleo. Os resultados obtidos foram o isolamento de dez fungos em solo contaminado com atrazine + simazine e cinco
fungos em solo contaminado com atrazine. Os géneros identificados como degradadores de hidrocarbonetos foram
Aspergillus, Penicillium e Trichoderma (COLLA et al., 2007).

Alunos da pds-graduacdo da Universidade Catélica de Pernambuco (UNICAP) desenvolveram uma pesquisa onde
o principal objetivo foi obter consércios de micro-organismos a partir de amostra de petréleo e investigar o potencial
biotecnoldgico para aplicagdo na biodegradacdo de contaminantes ambientais oriundos da inddstria petrolifera. Os
consorcios de micro-organismos formados por bactérias, leveduras e fungos filamentosos com atividades oxidases,
obtidos a partir de amostra de petréleo sob cultivo submerso e aerado na presenca ou ndo de nutrientes, apresentaram
potencial para aplicagdo na biodegradacéo de poluentes derivados do petroleo (COSTA et al., 2007).

Na Universidade de Campinas foi avaliada em microcosmos com solo a biodegradacao de uma mistura de HPAs. Foi
testado bioaumentagdo com fungos e bactérias individuais e um consdrcio de fungos. A bioaumentacdo com o isolado de
fungo Aspergillus aumentou significativamente o grau de remogao de antraceno e pireno, dois HPA bastante persistente
em solos (SILVA et al., 2009).

Outro trabalho que trouxe bons resultados foi o desenvolvido no Centro de Tecnologia Mineral/Ministério da
Ciéncia e Tecnologia/ Rio de Janeiro. O objetivo foi isolar e identificar os fungos filamentosos com capacidade
degradadora de hidrocarbonetos de petr6leo presentes nos solos contaminados da cidade de Guararema. Das 75 col6nias
isoladas do solo contaminado, 60 apresentaram capacidade para degradar hidrocarbonetos de petréleo. Cuja identificacdo
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as agrupou em 4 géneros fangicos (Aspergillus, Penicillium, Paecilomyces e Fusarium) subdivididos nas seguintes
espécies: Aspergillus terreus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus versicolor, Aspergillus niveus, Aspergillus niger,
Penicillium corylophilum, Parcilomyces variotti, Paecilomyces niveus e Fusarium sp. (LEMOS; ARAUJO, 2002).

Na Universidade Federal da Bahia no ambito do projeto RECUPETRO esta sendo desenvolvido testes a nivel de
bancada e laboratorial com duas espécies de fungos previamente identificadas como degradadores. Os fungos em teste séo
Penicillium sp. e Aspergillus fumigatus.

3. Considerac0es Finais

Diversos géneros de fungos tém a capacidade de degradar hidrocarbonetos. Os mais eficientes sdo do género
Arpergillus e Penicillium. Sendo que uma gama de outras espécies possui também a capacidade de degradar tais
compostos. Na pesquisa realizada foi possivel observar que os fungos possuem maior eficiéncia em degradar as fracdes de
saturados e aromaticos. Sendo que a maioria dos trabalhos tem foco na degradacdo dos compostos aromaticos.

Pesquisas futuras devem ser realizadas para otimizacdo do processo, elucidacdo das vias metabdlicas e estudo dos
riscos relacionados com a sua aplicagdo. Sendo de extrema importancia estudos em laboratério, em escala piloto, com o
objetivo de minimizar maiores impactos ao meio ambiente. Os trabalhos desenvolvidos no mundo e no Brasil mostraram
bons resultados para recuperagdo de &reas degradadas mostrando que a utilizagdo dos fungos como degradadores € uma
promissora alternativa para recuperar ecossistemas impactados por atividades petroliferas.
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