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RESUMO

O petroleo é constituido por uma mistura complexa de substancias inorganicas e organicas,
variavel com as condi¢6es fisico-quimicas, bioldgicas e geoldgicas do ambiente em que ele foi
formado. Devido ao grande impacto ambiental causado por acidentes envolvendo atividades
petroliferas e pela dificuldade no seu tratamento, processos de biorremediacdo vém sendo
amplamente estudados e com isso, sdo cada vez mais utilizados microrganismos capazes de
degradar 6leo. Os fungos do género Trichoderma fazem parte da populagdo microbiana do solo,
raramente sdo patogénicos a animais e plantas e estudos realizados demonstram sua habilidade
em processos de remediacdo. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo selecionar fungos
Trichoderma spp. obtidos de solos da Amazonia, avaliando suas capacidades de degradacgéo e
mineralizacdo de hidrocarbonetos do petréleo. Para tanto, foram isolados 96 fungos de solos
coletados no entorno da cidade de Manaus, dos quais 43 foram identificados como pertencentes
ao género Trichoderma. Estes foram avaliados em meio s6lido quanto ao seu crescimento
micelial, utilizando-se derivados de petrdleo (nafta, gasolina, querosene, 6leo diesel e 6leo
lubrificante) como fontes de carbono. Posteriormente, os fungos foram testados em meio
liquido INPA contendo derivados de petroleo como fonte de carbono e utilizando-se o indicador
Diclorofenol Indofenol — DCPIP e entdo avaliados quanto a producdo de biossurfactantes por
meio da avaliacdo da atividade de emulsificagdo em petréleo. Os resultados mostram que os 43
fungos foram capazes de crescerem na presenca dos hidrocarbonetos, apresentando médias
elevadas até 96h. Através do teste com o indicador Diclorofenol Indofenol foram selecionados
10 fungos (INPA F8, F23, F25, F29, F31, F33, F35, F38, F36 e F41) que apresentaram altas
porcentagens de descoloracdo (30% a 40%) e estabilidade na atividade degradativa, com até
cinco dias de incubacgdo nos derivados testados. Os resultados demonstraram ainda que todos
0s 10 Trichoderma apresentaram atividade emulsificante em A/O variando de 5,45 UE no meio
mineral INPA e 2,91 UE em BH, as 48h de incubacéo. Os indices de emulsificagdo obtiveram
valores satisfatorios com 28,37% e 18,38%, no meio INPA e BH, respectivamente. Deste modo,
os testes realizados sugerem que os Trichoderma spp. podem ser utilizados para a
biorremediagédo de hidrocarbonetos derivados de petroleo, sendo necessarios mais estudos, a

fim de obter microrganismos capazes de atuar na biorremediagdo de ambientes contaminados.

Palavras-chave — biodegradacéo, trichoderma, petréleo, Amazonia.



ABSTRACT

Petroleum is constituted by a complex mixture of inorganic and organic substances, variable
with the physical-chemical, biological and geological conditions of the environment in which
it was formed. Due to the great environmental impact caused by accidents involving oil
activities and the difficulty in their treatment, bioremediation processes have been widely
studied and with that, microorganisms capable of degrading oil are increasingly being used.
Fungi of the genus Trichoderma are part of the microbial population of the soil, they are rarely
pathogenic to animals and plants and studies have demonstrated their ability in remediation
processes. Thus, this work aimed to select fungi Trichoderma spp. obtained from soils in the
Amazon, evaluating their capacities for degradation and mineralization of petroleum
hydrocarbons. For this purpose, 96 fungi were isolated from soils collected around the city of
Manaus, of which 43 were identified as belonging to the genus Trichoderma. These were
evaluated in solid medium for their mycelial growth, using petroleum derivatives (naphtha,
gasoline, kerosene, diesel oil and lubricating oil) as carbon sources. Subsequently, the fungi
were tested in INPA liquid medium containing petroleum derivatives as a carbon source and
using the indicator Dichlorophenol Indophenol - DCPIP and then evaluated for the production
of biosurfactants by evaluating the emulsification activity in petroleum. The results show that
the 43 fungi were able to grow in the presence of hydrocarbons, showing high averages up to
96h. Through the test with the Dichlorophenol Indophenol indicator, 10 fungi were selected
(INPA F8, F23, F25, F29, F31, F33, F35, F38, F36 and F41) that presented high percentages of
discoloration (30% to 40%) and stability in the degradative activity, with up to five days of
incubation in the derivatives tested. The results also showed that all 10 Trichoderma presented
emulsifying activity in W/O ranging from 5.45 EU in INPA mineral medium and 2.91 EU in
BH, at 48 hours of incubation. The emulsification indices obtained satisfactory values with
28.37% and 18.38%, in INPA and BH medium, respectively. Thus, the tests carried out suggest
that Trichoderma spp. can be used for the bioremediation of oil-derived hydrocarbons, and
further studies are needed in order to obtain microorganisms capable of acting in the

bioremediation of contaminated environments.

Keywords — biodegradation, trichodermas, petroleum, Amazon.
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1 INTRODUCAO

O petroleo é constituido por uma mistura complexa de substancias inorganicas e
organicas, varidvel com as condigdes fisico-quimicas, bioldgicas e geoldgicas do ambiente em
que ele foi formado. A presenca desses compostos no solo e sedimentos, causam um grande
efeito sobre as propriedades do ambiente contaminado. Observam-se com muita preocupacéo,
0s casos de contaminacéo do solo e agua por hidrocarbonetos derivados de petréleo, que mesmo
em pequenas concentracdes, podem constituir um grande perigo a salde humana e ao meio
ambiente (WEBER e SANTOS, 2013).

Normalmente as contaminacfes de solos e do ambiente hidrico por hidrocarbonetos
ocorrem desde o processo de extracdo, transporte, refino, até o consumo, com a producdo de
gases poluentes. Isso demonstra a importancia de recorrer a técnicas ou estudos que oferecam
subsidios para a montagem de opera¢des de remediacdo dos danos causados, com menor custo
e menor dano ambiental (DE SOUZA et al., 2010).

A biorremediacdo é um processo que utiliza microrganismos para minimizar ou remover
poluentes, inclusive hidrocarbonetos de petréleo do ambiente sem afetar o equilibrio ecolégico
(DESAI e BANAT, 1997; AUTRY e ELLIS, 1992). A biodegradacdo de um composto quimico
no meio ambiente depende, sobretudo, da presenca de uma populacdo de microrganismos
capazes de metabolizar a molécula original e seus produtos de degradacdo, transformando-as
em estruturas inofensivas ou menos toxicas (CHEN e UETA et al., 1999).

Em trabalhos realizados foi constatado que os diferentes compostos de hidrocarbonetos
nem sempre sdo degradados em igual proporcdo pelo mesmo microrganismo, defendendo
assim, a ideia de que cada espécie é responsavel por degradar um tipo de componente do 6leo
fazendo-se necessario 0 uso de consorcios para melhorar a eficiéncia da biorremediagéo
(MENEZES et al., 2019; CAUPER, 2018; ARUN e EYINI, 2011).

Os fungos do género Trichoderma sdo conhecidos por sintetizarem diversos metabélitos
secundarios, como por exemplo inibidores de fitopatdgenos antimicrobianos, produtores de
fitohormonios e diferentes enzimas (CHANDRA et al., 2009; PANDEY et al., 2000). Eles
vivem livremente no meio ambiente ou parasitando outras espécies de fungos, podendo ser
encontrados na rizosfera de plantas, em qualquer tipo de solo em que ha matéria organica em
abundancia como fonte de carbono e nitrogénio e em materiais vegetais em decomposicao
(CARRERAS-VILLASENOR et al., 2012). O sucesso na colonizacio de diversos habitats
deve-se a sua potente maquinaria de degradacgdo do substrato, que é realizada através de suas
enzimas extracelulares (SCHUSTER e SCHMOLL, 2010), tornando-os de grande interesse

econbmico.
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A utilizacdo dos fungos pertencentes ao género Trichoderma pode tornar-se uma
alternativa viavel e segura para a biorremediacdo de solos contaminados, uma vez que
sintetizam enzimas com elevado potencial e raramente sdo patogénicos as plantas e/ou animais,
inclusive ao homem (KREDICS et al., 2003; GROLL e WALSH, 2001).

1.1 OBJETIVO GERAL

Selecionar fungos do género Trichoderma spp. obtidos de solos da Amazonia, avaliando

suas capacidades de degradacdo e mineralizagdo de hidrocarbonetos do petroleo.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Isolar e selecionar linhagens fangicas de Trichoderma spp. com a capacidade de
degradacdo de nafta, gasolina, querosene, 6leo diesel e 6leo lubrificante;

b) Obter isolados de Trichoderma que apresentarem capacidade de utilizar
hidrocarbonetos derivados de petréleo como fonte de carbono, através de enriquecimentos sob
condicdes aerdbias;

c) Avaliar o potencial de producéo de biossurfactantes pelos Trichoderma spp. obtidos,
tendo o petr6leo como Unica fonte de carbono.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PETROLEO, SEUS DERIVADOS E IMPACTOS CAUSADOS PELA SUA DEPOSICAO

O petroleo é um produto natural formado pela acdo de microrganismos sob condi¢cfes
de alta temperatura e pressao, e assim como os residuos oleosos, é composto basicamente de
hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, agua e sélidos, em proporcdes que variam conforme
suas origens, possuindo pequenas quantidades de metais pesados (VAN HAMME et al., 2003;
CRAPEZ et al., 2002).

Cerca de 60 a 90% dos compontes do petroleo séo biodegradaveis, no entanto, de 10 a
40%, em estado bruto ou refinado, séo recalcitrantes a degradacdo microbiana e persistem nos
ecossistemas devido a sua natureza hidrofébica e baixa volatilidade, representando assim uma
ameaca significativa para o meio ambiente (SAWADOGO et al., 2015). DE SOUZA et al.
(2010) ressaltam que mesmo em peguenas concentracdes, 0s casos de contaminacdo do solo e
agua por petréleo e seus derivados, podem constituir um grande perigo a saude humana e ao
meio ambiente.

O petroleo e seus subprodutos representam a principal fonte energética mundial, sendo
responsavel pela geracdo de 40% de toda a energia mundial. No entanto, € uma fonte geradora
de residuos oleosos de diversos tipos, em praticamente todas as suas operacOes, desde a
perfuracdo, producdo, armazenamento, transporte, refino, até a distribuicdo e consumo dos
derivados. Por ser um produto de grande importancia mundial, gerou uma extensiva exploragédo
petrolifera associada a atividade antropica, levando ao acimulo de hidrocarbonetos a niveis
indesejaveis no ambiente. Isso devido aos graves acidentes envolvendo navios petroleiros,
rupturas de oleodutos, operagdes negligentes de carga e descarga nos terminais, lavagem de
tanques de petrdleo com agua do mar, entre outros (SANTOS et al., 2011).

Os processos de separagdo do petréleo produzem varias fragbes com aplicagdes
comerciais definidas. Essas fracdes sdo distinguidas pelo nimero de atomos de carbono e do
ponto de ebuli¢do. De acordo com ANP (2022), nove principais subprodutos sdo extraidos por
fracdo destilada da composicdo do petréleo bruto: Gas de petréleo: composto por um a dois
atomos de carbono, usado para aquecimento e para industria; Gas liquefeito de petroleo (GLP):
com trés a quatro atomos de carbono, usado principalmente para cozinhar; Nafta: constituida
por cinco a dez atomos de carbono, produto intermediario que sera transformado em gasolina
ou servira de matéeria-prima em industria petroquimica; Gasolina: formada por cinco a doze
atomos de carbono, usada como combustivel para motores de ciclo Otto (motores de pistdo de
ignicdo com faisca); Querosene: composto por hidrocarbonetos com 11 a 12 atomos de carbono,
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serve como combustivel para turbinas de jatos e outras aplicacdes. Oleo Diesel: formado por
hidrocarbonetos com 13 a 18 atomos de carbono, utilizado como combustivel em transporte
rodoviario e aquiviario, em motores de ciclo diesel e, também utilizado em termoelétricas e
para aquecimento; Oleds Lubrificantes: composto por hidrocarbonetos com 26 a 38 4tomos de
carbono, utilizado principalmente na lubrificagdo de motores e engrenagens e como matéria-
prima para graxas; Oléo Combustivel: com até 39 atomos de carbono, usado como fonte de
calor no segmento industrial. E Residuos (coque, asfalto, alcatrdo, breu, ceras e outros): até 80
atomos de carbono, que servem como material inicial para fabricagdo de outros produtos.

Os hidrocarbonetos compreendem classes de compostos organicos como alcanos,
alcenos, alcinos, cicloalcanos (nafténicos) e aromaticos. Dentre as substancias encontradas na
composicao do petroleo estdo os hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS), 0s quais sdo
contaminantes ambientais ubiquos de origem petrogénica, pirogénica ou biogénica (SEO et al.,
2009).

Os HPAs abrangem uma variedade de hidrocarbonetos compostos de dois a sete anéis
benzénicos, ocorrendo em mais de 100 substancias nas quais possuem diferentes caracteristicas
fisicas e quimicas. Formam-se quando o material que contém carbono é queimado de maneira
incompleta. S&o moléculas resistentes a oxidagdo, evaporacdo e reducdo, caracteristicas essas
gue aumentam com o peso molecular. Sdo classificados como de baixa a média solubilidade e
de baixa a media volatilidade e, devido as essas caracteristicas sua distribuicdo no meio
ambiente é diferenciada (SILVA, 2018).

Os hidrocarbonetos aromaticos mais abundantes nas fracdes leves do petrdleo, como a
gasolina e o 6leo diesel, que exigem maior preocupacdo ambiental e que usualmente sdo 0s
principais a serem identificados e quantificados no processo de remediacdo sdo os chamados
BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos). Segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa
de Cancer (International Agency for Research on Cancer - IARC), orgdo da Organizagéo
Mundial da Saude, o benzeno se classifica no Grupo I, ou seja, € uma substancia cancerigena,
gue também pode causar leucemia em seres humanos (MEHRALIPOUR; SAMARGHANDI E
RAZZAGH, 2018).

Segundo DE SOUZA et al. (2016), esses compostos podem ser carregados para lugares
distantes do ponto de origem. Assim, as areas contaminadas podem afetar a qualidade dos
recursos hidricos, diminuir o uso do solo, gerar danos a saude e outras perdas ao meio ambiente
(CETESB, 2022). Isso torna necessario o desenvolvimento de tratamentos de descontaminagédo
de solo contaminado por poluentes organicos, destacando-se aqueles com minimos impactos
ambientais decorrentes do seu uso (CANET et al., 2001).
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Essa toxicidade de hidrocarbonetos de petréleo pode ser diminuida pela degradacgao por
microrganismos. Assim, na tentativa de fazer reparo apropriado em areas contaminadas, utiliza-
se a técnica de biorremediacdo por microrganismos, com o objetivo de realizar a transformacéo
e/ou degradacdo de compostos toxicos para torna-lo ecologicamente inofensivo (JACQUES et
al., 2010).

2.2 MICRORGANISMOS DEGRADADORES DO PETROLEO: BIORREMEDIACAO

A biorremediacgdo é uma tecnologia que minimiza ou remove poluentes, assim como 0s
hidrocarbonetos de petréleo dos ambientes sem afetar o equilibrio ecoldgico, acelerando através
da biotecnologia a transformacéo destes poluentes em produtos menos téxicos (TONINI et al.,
2010; DESAI e BANAT, 1997). Consiste em um processo onde microrganismos possuem a
capacidade de degradar poluentes, transformando estes contaminantes em biomassa e
subprodutos (SPINELLI et al., 2007).

A Dbiorremediacdo utiliza microrganismos autoctones ou aldctones, podendo ser
realizada por bioaumentacao, bioestimulacédo ou atenuacéo natural monitorada (ANDRADE et
al., 2010). O emprego de microrganismos na remediacdo de ambientes impactados requer
mecanismos para estimular e desenvolver a atividade microbiana na degradacdo de compostos
de petroleo.

Estudos de biodegradacdo e toxicidade permitem a elaboracdo de um diagnéstico quanto
a viabilidade da utilizacdo dessa pratica como técnica de remediacdo em caso de eventual
derramamento de 6leo (EMBRAPA, 2009).

De acordo com LEMOS et al. (2008), a diferenca chave da biodegradacdo de petrdleo
em ecossistemas aquaticos e terrestres, apds um derramamento de petréleo, relaciona-se com a
movimentacao e distribuicdo de 6leo, bem como com a presenca de particulas no seio da
suspensdo. Cada uma afeta a natureza quimica e fisica do 6leo e, consequentemente, a sua
susceptibilidade a degradagdo microbiana. O derramamento de 6leo no solo caracteriza-se por
movimentos verticais, e ndo pela propagacdo horizontal da mancha de petréleo que ocorre na
agua.

Sendo, nos processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e
aromaticos realizados por bactérias e fungos, sdo necessarias condi¢cdes adequadas para as
reacOes de oxidacdo. Para VAN HAMME et al. (2003), a degradacéo do petrdleo esta acoplada
a natureza quimica e estado fisico dos compostos presentes, além das condi¢fes ambientais
como pH, temperatura, nutrientes, salinidade e pressdo. PETERS et al. (2005) e BERTHE-

CORTI; FERZNER (2002) indicam que microrganismos aerdbios carecem de oxigénio
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molecular para seu crescimento e para conversédo de hidrocarbonetos em CO_, H2O e biomassa.
Por outro lado, os microrganismos facultativos podem crescer na presenca (aerobiose) ou
auséncia (anaerdbios, fermentacdo) de oxigénio.

As biotransformaces oxidativas de hidrocarbonetos envolvem normalmente as enzimas
chamadas oxigenases, as quais catalisam a insercdo de um (monooxigenases) ou dois a&tomos
de oxigénio (dioxigenases) em um ponto especifico da molécula (SILVA DO ESPIRITO
SANTO, 2002). Assim, o processo de oxidacdo dos n-alcanos ocorre com a biodegradacao
terminal formando &lcool primario, aldeido e acido carboxilico, que € utilizado como substrato
para acil-CoA sintetase e entdo biodegradado pelo processo de p-oxidagdo. Além disso, ocorre
também a biodegradacao subterminal, que forma um alcool secundario, cetona, éster e acidos
carboxilicos que sdo biodegradados pelo processo de B-oxidagdo (Figura 1).

A biodegradacéo de hidrocarbonetos de cadeias menores (alifaticos) é substancialmente
maior na fase inicial do processo de degradacdo quando comparados com 0s grupos aromaticos
e polares, o que indica que a degradacdo desses compostos acontece mais rapidamente (LIU et
al., 2011).

A habilidade de utilizacdo dos hidrocarbonetos saturados derivados do petréleo por
microrganismos aerdbios e anaerdbios é descrita por varios autores (CAUPER et al., 2021;
SAVAGE etal., 2010; WANG et al., 2006), cujos trabalhos sinalizam como fatores primordiais
para ocorrer biodegradacdo a presenca de aceptores de elétrons e nutrientes adequados para
manter ativos microrganismos de diferentes espécies.

Além disso, diversos estudos tém encontrado microrganismos degradadores em
diferentes habitats contaminados por hidrocarbonetos de petréleo (CRUZ e MARSAIOLL,
2012; SPINELLI, 2007; MENEGHETTI, 2007; SOUZA et al., 2005; SANTOS, 2003).
Demonstrando que diferentes géneros de bactérias, fungos filamentosos, leveduras e até mesmo
algas unicelulares podem metabolizar hidrocarbonetos.

Essa disposicdo em utilizar hidrocarbonetos como fonte de carbono ja foi observada em
estudos com uma grande variedade de géneros de bactérias: Pseudomonas, Proteus, Bacillus,
Spirilum, Nocardia e fungos: Penicillum, Cunninghamella, Aspergillus, Syncephalastrum,
Geotrichum (JACQUES et al., 2005a; 2007; MANDRI e LIN, 2007; MUTNURI et al., 2005;
MORGAN e WATKINSON, 1984). E varios fungos dos géneros Cunnighamella,
Phanerochaete, Fusarium, Candida, Penicillium, Pleorotus, Trametes, Aspergillus,
Bjerkandera, Chrysosporium, etc., vém sendo amplamente isolados e estudados desde a década
de 1950 (JACQUES et al., 2005b; CERNIGLIA, 1997). Sendo as bactérias os microrganismos

mais estudados, dentre as quais as Pseudomonas foram as primeiras a serem evidenciadas.
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Figura 1. Rotas metabdlicas de biodegradacgdo aerdbia de n-alcanos.

Fonte: CRUZ e MARSAIOLI (2012).

Embora exista uma diversidade de microrganismos com potencial de degradar

hidrocarbonetos, a biodegradacdo de um contaminante complexo ird necessitar consorcios

microbianos (culturas mistas) que sdo capazes de catalisar uma variedade de reagdes. As
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interacGes ocorrem em cometabolismo, onde o subproduto de cada etapa é fonte de carbono
para a outra, contribuindo assim, no aumento de atividades enzimaticas distintas, necessarias
para a metabolizacdo completa do poluente (LEMOS et al., 2008; CRAPEZ et al., 2002).

O aumento significativo da degradagdo dos hidrocarbonetos presentes no meio também
pode ser influenciado pela produgdo de biossurfactantes. Estes sdo compostos de origem
microbiana que apresentam propriedades surfactantes, atuando na diminuicdo da tensao
superficial e possuindo alta capacidade emulsificante, podendo realizar misturas de
hidrocarbonetos em &agua (NITSCHKE e PASTORE, 2002). O tipo de biossurfactante
produzido pelo microrganismo é muito especifico, podendo variar de espécie para espécie. As
principais classes incluem glicolipideos, lipopeptideos e lipoproteinas, os quais sdo derivados
de metabolismo de bactérias, fungos e leveduras (DE LIMA et al., 2010).

A dindmica do processo de biodegradagdo com a producéo de biossurfactantes é baseada
na habilidade de reduzirem a tensdo superficial pelo rearranjo molecular, através do acimulo
de compostos insollveis em superficies, influenciando as ligacdes de hidrogénio e interacfes
hidrofilicas-hidrofdébicas (Figura 2). A area superficial aumenta, proporcionando uma maior
biodisponibilidade e consequentemente o aumento da biodegradabilidade (CASTIGLIONI et
al., 2009).

. e
o
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® o
| | ¢ :
Hidrofilico Hidrofobico ‘ .
(lipofilico) ‘ .
&
., o
Agua . ' . ..

Figura 2. Representacdo de uma molécula de biossurfactante, intera¢des hidrofilicas-hidrofébicas.
Fonte: Autoria propria.

Os biossurfactantes produzidos por microrganismos podem ser obtidos através de
processos de fermentagéo, utilizando-se procedimentos simples e substratos baratos, s&o mais
eficientes do que os surfactantes sintéticos existentes e apresentam propriedades que estes ndo

possuem, tais como a maior seletividade e atividade especifica sob condigdes extremas de pH,
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temperatura e salinidade. No entanto, devido ao seu alto custo de produgdo quando comparado
aos sintéticos sua entrada no mercado em larga escala ainda esta limitada (ROCHA, 2017).

Na Amazonia ainda ha poucos estudos sobre o impacto negativo da contaminagédo com
hidrocarbonetos de petr6leo na microbiota dos solos regionais, bem como as caracteristicas da
populacdo microbiana tolerante e possivelmente responséavel pelo processo de biorremediacdo
natural. Identificar essa populacdo microbiana € o primeiro passo para desenvolver técnicas de
descontaminacdo dos solos regionais e ecossistemas terrestres da Amazonia, caso ocorra
derramamentos de petréleo ou seus derivados. A microbiota do solo é bem diversificada e
bastante desconhecida (TORSVIK et al., 2002), porém é possivel estimar que existam linhagens

muito Uteis caso haja derramamentos de petréleo nos solos regionais.

2.3 Trichoderma spp.

Os Trichoderma spp. séo fungos de vida livre, encontrados principalmente em solo,
rizosfera de plantas ou material vegetal em decomposicdo. Pertencem ao filo Ascomycota,
ordem Hypocrales, familia Hypocreaceae (HARMAN et al., 2004).

O género Trichoderma foi descrito pela primeira vez em 1794 por Persoon e Gray,
possuindo quatro espécies. Em 1969, Rifai fez a primeira revisdo taxonémica do género. No
ano de 2020, em levantamento realizado por CAl e DRUZHININA (2021) e disponivel no site
da Subcomisséo Internacional de Taxonomia de Trichoderma
(https://trichoderma.info/2020/07/07/list-of-species-published/), foram inventariadas 460
espécies pertencentes ao género, identificadas a partir de filogenia molecular.

Embora, inimeras espécies venham sendo agregadas ao género Trichoderma, sua
taxonomia torna-se bastante complexa por possuir pleomorfismo sexual (CORABIL-ADELL,
2004), variando sua forma de acordo com seu ciclo sexual ou condi¢des ambientais.

A fase sexual (telemorfica) € classificada como ascomiceto de ordem Hypocrales,
conhecida como Hypocrea. Nesta fase, muitas espécies produzem caracteristicas da fase
anamorfica Trichoderma, enquanto outras, apresentam dicotonizagdo de conidi6foros
irregulares, caracteristicos de outros géneros. A fase assexual (anamdrfica ou mitospdrica)
chamada de Trichoderma, é independente da fase telemorfica e tende a produzir dois ou mais
tipos de esporos (HARMAN et al., 2004; BISSET, 1991).

As espécies pertencentes ao género Trichoderma possuem micélio que apresentam hifas
hialinas com muitas ramifica¢fes e com parede lisa. As coldnias crescem rapidamente em meio
de cultura, apresentando como caracteristicas macroscopicas, col6nias de superficie lisa e
translucida, nos primeiros estagios de crescimento, seguida por uma aparéncia flocosa ou

compacta. Os esporos geralmente apresentam coloragdo verde, mas podem variar de incolor &
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cinza, dependendo da pigmentacéao e quantidade de conidios, além da influéncia do pH do meio
(MARTINS, 2010; SAITO, 2009; ETHUR, 2006).

Devido a alta capacidade adaptativa, esses fungos podem ser encontrados parasitando
outros fungos. Entretanto, colonizam principalmente solos &cidos, embora possam habitar em
solos levemente basicos, utilizando diversas fontes de carbono e nitrogénio, além de secretarem
diversas enzimas de interesse biotecnologico (DELABONA, 2015).

Vérias espécies sdo conhecidas por atuarem como agentes de biocontrole e
micoparasitismo, além de auxiliarem na supressdo de patdgenos, na resisténcia e crescimento
de plantas. O Trichoderma produz diversas enzimas extracelulares capazes de degradar parede
celular, como também uma variedade de metabolitos secundarios (ISAIAS et al., 2014;
VINALE et al., 2014). Além da conhecida atividade antifungica de Trichoderma relatada em
varios estudos (LEELAVATHI et al., 2014; SHENTU et al., 2014), estes fungos também
podem ser utilizados na biorremediacdo de metais pesados e derivados de petroleo (ADEBIY],
2017; DE CARVALHO FONTES, 2015; COCAIGN et al., 2013; KOTA et al., 2014;
SHUKLA et al., 2014; HAMZAH et al., 2012).

BORGES DE ASSIS et al. (2012) estudaram a degradacao de compostos fendlicos em
efluente de postos de gasolina pela agéo dos fungos Aspergillus sp. e Trichoderma sp. em um
reator em batelada, onde observaram grande quantidade de espuma e o crescimento dos fungos,
comprovando que as espécies testadas conseguem sobreviver e degradar o residuo avaliado.
OTSUKA (2015) ao avaliar a biodegradacédo de tolueno por 50 fungos isolados de ambientes
associados ao petréleo, percebeu que todos os fungos apresentaram resultados positivos
demonstrando assimilacdo do composto e tolerdncia a toxicidade da molécula, sendo o
Trichoderrma koningii o que apresentou 0 maior crescimento e maior halo, com 6 cm,
possuindo assim alta tolerancia ao tolueno.

A eficiéncia do fungo Trichoderma spp. tem sido demonstrada em diversos trabalhos,
devido suas caracteristicas em colonizar diferentes tipos de substratos em condi¢cdes ambientais
adversas e também por possuir capacidade em secretar uma extensa variedade de enzimas
hidroliticas (celulases, quinases, glucanases, proteases e outras) e ainda por produzir
metabolitos secundarios como pironas e terpenos, mostrando-se eficiente inclusive como
potencial degradador e mineralizador de hidrocarbonetos do petréleo. Assim, a utilizacdo
desses fungos pertencentes ao género Trichoderma pode tornar-se uma alternativa viavel e
segura para a biorremediacdo de solos contaminados, uma vez que raramente sdo patogénicos
as plantas e/ou animais, inclusive ao homem, sintetizam enzimas com elevado potencial

biotecnologico, e ainda, sdo fundamentais no manejo agricola sustentavel na Amazonia (DA
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SILVA PATEKOSKI e PIRES-ZOTTARELLI, 2016; MUKHERJEE et al., 2013; KREDICS
et al., 2003; GROLL e WALSH, 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DOS SOLOS

Foram coletadas 16 amostras de solos de profundidades de até dez centimetros, do INPA
I11, da Reserva Biol6gica da Campina e das Estaces Experimentais de Silvicultura Tropical e
Fruticultura Tropical, do INPA situadas no entorno da cidade de Manaus-AM, no periodo de
fevereiro a junho de 2018. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos de polietileno
(estéreis) e encaminhadas ao Laboratdrio de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos da
Amazonia — LEBMAM / INPA III.

3.2 ISOLAMENTO E PURIFICACAO

O isolamento dos fungos foi realizado a partir das amostras dos solos coletadas, por
meio da técnica de diluicdo seriada, onde 10 g de solo foram ressuspendidas em 45 mL de 4gua
destilada estéril e homogeneizadas por 30 minutos a 200 rpm em agitador rotativo (SOLAB
Cientifica). Apos esse procedimento, foram submetidas & diluicio seriada de até 1/10° em
solugdo salina (0,85%). Em seguida, aliquotas de 100 pL de cada diluicdo foram plaqueadas,
em triplicata, em meio de cultura seletivo para fungos Trichoderma: MgS04.7H20 (0,2 g.L}),
K2HPO4 (1,0 g.L), KCI (0,2 g.L1), NH4NOs3 (1,0 g.L ™), Glicose (3,0 g.L ™) e Agar (20 g.L™),
pH 7,0 (modificado de LEELAVATHI et al. (2014)). As placas foram incubadas a 30 °C por
cinco dias e a medida que as col6nias surgiam, foram isoladas e purificadas utilizando-se meio
de cultura BDA — Batata-Dextrose-Agar (extrato de batata (200 g.L™), dextrose (18 g.L™) e
agar (18 g.L1)), nas mesmas condicBes de cultivo do isolamento. Para auxiliar a compreensao,

a Figura 3 apresenta o processo de isolamento dos fungos.
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Figura 3. Fluxograma do procedimento seguido para isolamento dos fungos.
Fonte: Autoria propria.

3.3 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Os fungos foram caracterizados segundo a comparacdo de imagens obtidas por analise
em microscépio optico (40x) e literaturas especializadas. Para tanto, prepararam-se laminas
semipermanentes em lactofenol (azul e algoddo), com coldnias cultivadas de 5 a 7 dias, em
meio BDA. Gotas com aproximadamente 10 pL de azul de algoddo, foram depositadas em
duplicata sobre laminas esterilizadas e posteriormente foi realizado esfregago com cada isolado.
Para fixacdo dos esfregacos, as laminas foram passadas em chama e uma laminula foi
depositada sobre cada réplica.

As cepas identificadas como Trichoderma spp. foram depositadas em triplicadas na
colecdo do LEBMAM / INPA 111, em tubos de vidro contendo meio BDA ou agua e, durante o
periodo da pesquisa foram periodicamente subcultivados. Com o objetivo de padronizar os
dados das amostras, foi elaborado um modelo de ficha de analise morfologica formando um
banco de dados que acompanhara a colecdo (Apéndice A).

Nos testes seguintes foram utilizados petroleo e derivados (Nafta, Gasolina, Querosene
e Oleo Diesel) provenientes da Bacia Petrolifera Gedlogo Pedro de Moura — Urucu/Coari,
cedidos pelo Laboratdrio pertencente a Refinaria Isaac Sabba (REMAN), localizada na cidade

de Manaus, Amazonas e, 0 Oleo lubrificante comercial para motor (SAE 40).
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3.4 CRESCIMENTO MICELIAL EM MEIO SOLIDO

Para testar o potencial de crescimento dos fungos Trichoderma na presenca de derivados
de petroleo, foram utilizados os 43 fungos isolados das amostras de solos situadas no entorno
da cidade de Manaus-AM e caracterizados morfologicamente como pertencentes ao género
Trichoderma (Tabela 2). Os fungos foram rejuvenescidos em placa de Petri contendo meio de
cultura BDA: batata (200 g.L1), dextrose (18 g.L ') e 4gar (18 g.L ™), preparado em pH 7,0. As
placas foram incubadas a 28 £ 2 °C por cinco dias, até esporulagéo.

Foram retirados discos de 0,5 cm de diametro das culturas puras de cada isolado de
Trichoderma e depositados no centro de placas de Petri de 9,0 cm de didmetro, contendo meio
INPA, constituido por: MgS04.7H,0 (0,4 g.L 1), Ca(CH3COO)2.H,0 (0,02 g.L?), KH2PO4
(1,5 g.L1), KaHPO4 (0,5 g.L1), (NH4):S04.7H0 (2,5 g.L 1), FeCls.6H,0 (0,05 g.L?),
FeS04.7H,0 (0,05 g.LY), ZnS0O4.7H,0 (0,01 g.L1), CuSO4.5H,0 (0,01 g.L?), MnSO4.7H,0
(0,01 g.L), NasSeOs (0,01 g.L™") e 4gar (159.L") (MOURA e OLIVEIRA 2017), pH 7,0,
acrescido com 0,2 mL de um dos derivados de petréleo (nafta, gasolina, querosene, 6leo diesel
e Oleo lubrificante). Como controle utilizou-se meio de cultura BDA. As placas foram mantidas
em incubacéo a 28 = 2 °C e os fungos avaliados quanto ao crescimento micelial.

As medic¢des foram realizadas a cada 24 horas com o auxilio de paquimetro digital,
medindo-se o diametro do crescimento micelial. O fundo de cada placa foi marcado para que
as medidas sempre fossem no mesmo sentido e as leituras foram concluidas quando o
crescimento da colonia cobriu completamente o diametro da placa em um dos tratamentos, pelo
método adaptado de ZANCAN et al. (2012). Os fungos que apresentaram crescimento foram
considerados tolerantes aos hidrocarbonetos.

As caracteristicas macroscépicas dos fungos crescidos na presenca dos diferentes
derivados de petrdleo foram comparadas ao perfil de crescimento apresentado no meio controle.
Foram observadas caracteristicas como coloragdo, abundancia de micelio, pigmentacdo e
esporulacdo (NAZARETH e MARBANIANG, 2008).

3.5 AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE DERIVADOS, UTILIZANDO
O INDICADOR REDOX — DCPIP

A potencialidade dos 43 fungos para degradar derivados de petréleo foi avaliada através
da técnica do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), segundo HANSON et al.
(1993) e BIDOIA et al. (2010), com adaptacOes. O teste consiste na oxidacdo da fonte de
carbono, que durante o processo de metabolizacdo realizada pelos microrganismos libera

elétrons que sdo transferidos a aceptores. Com a adicdo do DCPIP ao meio de cultura, este
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funciona como aceptor artificial de elétrons capaz de confirmar a atividade degradadora
(SANCHES, 2009).

O experimento foi realizado em tubos de ensaio previamente esterilizados, contendo 7,5
mL de meio INPA liquido, 400 pL? do DCPIP, 25 pL? de derivado de petrdleo (nafta,
querosene, gasolina, 6leo diesel e dleo lubrificante) e 100 pL? de suspensio de conidios de
isolados de Trichoderma spp. padronizados em Camara de Neubauer a 10° células por mL™?. O
controle foi feito com o Meio Mineral INPA, o indicador DCPIP e um dos derivados de
petroleo. Os tubos de ensaio foram incubados a 28 + 2 °C e a cada 24 horas foram retiradas
aliquotas e submetidas a uma anélise quantitativa com o uso de espectrofotometria a 595 nm
por um periodo de cinco dias. O experimento foi realizado em triplicata.

Uma reta padrdo foi construida (Figura 4) com quatro concentraces de DCPIP (0,25,
0,5,0,7, e 1,0 mg.L) em meio INPA. A partir dos dados de absorbancia das concentragdes de
DCPIP em meio de cultura, foi obtido & equacio da reta com grau de confianga de 0,96 (R?) e
expressa pela equacdo: y = (3,383x) + 0,7482, em que “x” representa a concentragao de DCPIP

em cada isolado, cuja reducdo indica a degradacéo de derivados.
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Figura 4. Equacéo da reta formada para obtencéo da concentragdo de DCPIP (oxirreducdo) em cada isolado.
Fonte: Autoria propria.

A potencialidade de degradacédo foi baseada no quanto as amostras descoloriram com
relagdo ao controle de cada fonte de carbono. Os fungos que apresentaram picos de
descoloragdo do DCPIP > 30%, com o menor periodo de avaliacdo e maior estabilidade da
atividade degradadora em todos as fontes de carbono, foram selecionados para os préximos

testes.
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3.6 PRODUGAO DE BIOSSURFACTANTES

Para realizacé@o dos experimentos foram utilizados Trichoderma spp. selecionados como
bons degradadores apds ensaios com hidrocarbonetos derivados de petroleo. Neste caso, 0s
fungos foram plaqueados em meio BDA (extrato de 200 g.L de batata, 18 g.L* de dextrose e
18 g.L de 4gar) e apds seu crescimento, transferidos para tubos de ensaio contendo caldo
nutriente (BD) e incubados por 24h a 28 = 2 °C, pH 7,0. Posteriormente, foi realizada a
suspensdo de células de cada cepa e padronizadas em Camara de Neubauer a 10° células por
mL, sendo entdo transferidos para frascos do tipo Erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL
de meio mineral INPA (MgS04.7H20 (0,4 g.L ), Ca(CH3CO0)2.H.0 (0,02 g.L 1), KH2PO4
(1,5 g.L1), KaHPO4 (0,5 g.Lt), (NH4):S04.7H.0 (2,5 g.L 1), FeCls.6H,0 (0,05 g.L?),
FeS04.7H20 (0,05 g.L ), ZnS04.7H20 (0,01 g.L ), CuS04.5H,0 (0,01 g.L), MnS0O4.7H,0
(0,01 g.LY), NasSeOs (0,01 g.LY) e 4gar (159.L 1)) (MOURA; OLIVEIRA, 2017) ou meio
Bushnell Haas - BH - Bushnell Haas (0,2 g.L™ de MgSOa, 0,02 g.L* de CaCl, 1,0 g.L" de
KH2POs, 1,0 g.L* de K;HPO4, 1,0 g.L* de NH4NOs, 0,05 g.L* de FeCls), pH 7,0, acrescido
de 1,0 mL? de petréleo de Urucu; os controles foram frascos contendo os meios de cultura
liquido com petréleo sem a presenca dos fungos. Os Erlenmeyers foram incubados a 28 + 2 °C
em agitador orbital (SOLAB Cientifica) a 150 rpm por cinco dias. A producdo de

biossurfactantes foi avaliada frente as determinacdes das atividades emulsificantes.

3.6.1 Determinacdo da atividade emulsificante

As atividades emulsificantes (AE) dgua em dleo (A/O), 6leo em agua (O/A) e indice de
emulsificacdo foram avaliadas para cada isolado e meio mineral, sendo realizada em triplicata.
Em tubos de ensaio, adicionou-se 3,5 mL do extrato bruto dos isolados de Trichoderma spp.
juntamente a 3,5 mL™ de petr6leo de Urucu, misturando em agitador Vortex a 700 rpm por 2
min. e conservados em repouso.

A leitura da atividade emulsificante A/O foi realizada ap6s 24h com paquimetro digital,
a partir da altura da camada de emulséo (CE) formada e da altura total (altura da emulsdo mais
altura da camada remanescente do 6leo) e, com o objetivo de verificar a relacdo centesimal
entre as alturas foi avaliado o indice de emulsificagdo, de acordo com as Equacdes 1 e 2. Para
constatar a estabilidade da emulsdo formada, a atividade emulsificante A/O também foi
verificada as 48 h, seguindo métodos adaptados de MARTINS et al. (2006) e COOPER e
GOLDENBERG (1987). A atividade O/A foi determinada pela leitura do meio emulsificado
apos 48 h de repouso em espectrofotdmetro a 610 nm de absorbancia, medida em unidade

(Equacédo 3) (JOHNSON et al., 1992). Foi preparado um branco misturando agua e petroleo,
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procedendo-se da mesma forma que para as amostras. Todas as leituras foram realizadas
subtraindo o valor do branco pelo da amostra, obtendo assim, atividade emulsificante A/O e
O/A.

Com base nos resultados obtidos também foram avaliadas as produtividades das
emulsdes formadas em relacdo ao tempo (Equacéo 4). E o pH da fase aquosa de cada amostra
foi medido as 24h e 48h para verificar se houve interferéncia neste parametro quimico. De
forma a elucidar o processo de avaliacdo da atividade de emulsificacdo, a Figura 5 apresenta

uma representacao esquematica detalhada.

AE (A/0) = (CEamostra — CEbranco) (1)
IE%= CE x100
e 2
hemulséo ( )
AE (0/a) = (AbSamostra — AbSbranco) 3)
Pe=A—Ai (4)
t

Onde: AE = atividade emulsificante; CE = camada da emulsao; hemuisio = altura total da
emulsdo mais Oleo; IE% = indice de emulsificacdo; Abs = Absorbancia; UE = unidade de
emulsificacdo; A/O =agua em 0Oleo (UE); O/A = 6leo em agua (UE); P = produtividade (UE/d);

E = emulsdo; Am = atividade final; A;j = atividade inicial; t = tempo.

L)

. Petroleo — Altura total
etroleo — Camada de petrdleo
+
Emulsao — Emulsio formada
Extrato bruto — Extrato bruto —

k.‘ 4 \\\

Figura 5. Representacéo esquematica do teste de atividade emulsificante.
Fonte: Autoria propria.
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3.7 ENSAIO DE DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

Os isolados de Trichoderma spp. foram posteriormente avaliados quanto a capacidade
de degradagdo de petréleo. Para isto, em frascos do tipo Erlenmeyer de 250 mL™, foram
adicionados meio mineral INPA (MOURA,; OLIVEIRA, 2017) ou Bushnell Haas - BH, pH 7,0,
acrescidos de 5,0 mL* de petréleo como fonte de carbono e suspenséo de células padronizadas
a 10° por mL* em Camara de Neubauer, totalizando um volume final de 100 mL™. O ensaio
foi realizado em triplicada, sendo utilizados como controles frascos contendo 0s meios com
adicdo de petréleo e sem os fungos. Os frascos foram incubados em agitador orbital (SOLAB
Cientifica) a 150 rpm, a 28 * 2, por cinco dias.

A degradacdo de hidrocarbonetos foi avaliada a partir da reducdo do Gleo, onde o
conteido de cada Erlenmeyer foi totalmente transferido para proveta de 250 mL™? e
posteriormente aferido o volume do 6leo. O valor do controle foi subtraido da amostra, obtendo
assim, o valor degradado do petréleo para os tratamentos nos diferentes meios.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados experimentais foram analisados estatisticamente usando o programa IBM
SPSS Statistics, versdo 27.0.1, para Windows. Para isso, os resultados foram submetidos a um
teste de homogeneidade de variancia mediante a prova de Levene, depois de comprovar a
normalidade com a prova de Shapiro-Wilk. Foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) com
os dados e, quando o teste F foi significativo, procedeu-se uma analise de comparacdo de
médias pelo teste Tukey a 5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Foram isolados 96 fungos das 16 amostras de solos. As caracteristicas macro e
microscopicas de suas culturas em meio BDA, comparadas com as descritas e ilustradas na
literatura (BISSETT, 1984; 1991; RIFAI, 1969), resultaram na identificacdo de Trichoderma

spp., além de fungos de outros géneros, entre os quais: Aspergillus e Fusarium (Figura 6).

W Aspergillus W Trichoderma Fusarium Outros

Figura 6. Percentual de ocorréncia de géneros fungicos isolados de 16 amostras de solos coletadas no entorno da
cidade de Manaus-AM.
Fonte: Autoria propria.

Os fungos identificados como pertencentes ao género Trichoderma spp. apresentaram
caracteristicas macroscépicas como: colbnias jovens (dois dias) com micélio branco,
filamentosas e aspecto aveludado. Durante os cinco dias de crescimento foram assumindo
colorages: verde, verde com bordas brancas, preta e branca (Figura 7).

As observac6es micromorfoldgicas ao microscopio foram satisfatorias, contudo, devido
os isolados apresentarem diferentes velocidades no desenvolvimento de estruturas reprodutivas,
tornando uma avaliagdo sistematica e regular dificil. As caracteristicas microscépicas
observadas foram: hifas septadas e hialinas, conidios globosos ou cilindricos e fialides com e

sem producao de conidios.
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Figura 7. Coldnias de Trichoderma spp. com 5 dias de crescimento em meio BDA, a 28 + 2 °C. (A) INPA F01, (B) INPA F03, (C) INPA F14, (D) INPA F29 e (E) INPA F40.
Fonte: Autoria prépria.
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A dificuldade na visualizagdo microscépica pode estar relacionada ao processo de
conidiogénese (formacédo de conidios), que nestes fungos ocorre de maneira irregular. 1sso
impede uma visualizacdo clara da distribuicdo das fialides ao longo do conidiéforo (CORABIL-
ADELL, 2004).

Os resultados obtidos demonstram a diversidade de populagbes de Trichoderma
existentes em cada amostra de solo, observados a partir das variacdes morfoldgicas das
estruturas reprodutoras. Das 16 (dezesseis) amostras de solos, 11 (onze) apresentaram
crescimento de fungos do género Trichoderma, totalizando 43 fungos pertencentes a este
género.

Segundo, DRUZHININA et al. (2011) e HARMAN et al. (2004) o género Trichoderma
é encontrado em solos de regibes tropicais e temperadas, conhecido como colonizador de
sucesso de seus habitats. Esta caracteristica deve-se a sua potente maquinaria de degradacéo
do substrato, que é realizada através de extensa variedade de enzimas extracelulares
(SCHUSTER e SCHMOLL, 2010), o que explica o grande nimero de fungos isolados destes
solos. A Tabela 1 apresenta os nimeros de identificacdo dos isolados (cddigo de deposito na

colecdo do LEBMAM) com as respectivas coordenadas e plantas-ponto de referéncia.

Tabela 1. Fungos adquiridos através do isolamento de solos e seus respectivos locais de coleta.
Trichoderma spp. Local Planta/ Ponto de Referéncia

INPA FO1, INPA F02,
INPA FO3, INPA F04,
INPA FO5, INPA FO06,
INPA FO7, INPA FO08,
INPA FO9, INPA F10,
INPA F11

INPA F12, INPA F13,

Manaus; INPA, Campus 111 /V8
S03°05° 29,8”
W 059°59° 39,27

Dipteryx odorata
(Cumar()

Manaus; INPA, Campus |11 /V8

INPA F14, INPA F15,

INPA F16, INPA F17

INPA F18, INPA F19

INPA F20, INPA F21

INPA F22

INPA F23, INPA F24,
INPA F25, INPA F26, INPA F27

S03°05° 28,57
W 059°59° 39,2

Manaus; INPA, Campus Il /V8
$03°05° 31,97
W 059°59° 38,6~

Manaus; INPA, Campus 111 /V8
S 03°05° 33,77
W 059°59° 39,7”

Manaus; INPA, Campus Il /V8
$03°05°,29,9”
W 059°59° 31,8”

Estacdo Experimental de
Silvicultura, INPA, BR 174,
Amazonas
S02°36'00,9"

W 060°02' 16,9"

Mauritia flexuosa
(Buriti)

Antocarpus altilis
(Fruta-péo)

Bocageopsis multiflora
(Envira preta)

Enterolobium contortisiliqgum
(Faveira de macaco)

Bellucia grossularioides
(Goiaba de anta)
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Estacdo Experimental de
Silvicultura, INPA, BR 174,
Amazonas Bertholletia excelsa
S 02°36'01,0" (Castanha-do-Brasil)
W 060°02' 18,9”

INPA F28, INPA F29, INPA F30,
INPA F31,
INPA F32, INPA F33

Estacdo Experimental de

INPA F34, INPA F35, INPA F36,  Silvicultura, INPA, BR 174,

INPA F37 Amazonas Vochysia haenkeana Mart.
INPA F38’ S 02°36' 58,4" (Faveira escorrega macaco)
W 060°02' 22,3”
Reserva da Campina, INPA, BR
174, Amazonas Ormosia coccinea
INPA F39 S 02°35' 21,8" (Tento)
W 060°01' 53,7~
Reserva da Campina, INPA, BR
174, Amazonas
INPA F40 S02°35'20,7" Aldina heterophylla
W 060°01' 54,3” (Macucu de paca)
Reserva da Campina, INPA, BR
174, Amazonas Coupeia edulis Prance.
INPAFAL, INPA F42, INPA F43 S$02°35'19,1" (Castanha de cutia)

W 060°01' 59,4~

Fonte: Autoria propria.

A utilizacdo da morfologia na identificacdo tem sido efetiva ao nivel de género, mas a
diferenciacdo em espécies é mais complexa devido a diversas caracteristicas distintas de cada
espécie, resultando numa chave muito artificial e sujeita ao subjetivismo (CAIl e
DRUZHININA, 2021; CORABI-ADELL, 2004). KUHLS et al. (1997) relataram que apesar
da elevada importancia econémica e ecoldgica de Trichoderma spp., sua taxonomia ainda ndo
estd completamente esclarecida. Os estudos classicos, baseados na morfologia ndo resultaram
numa revisdo compreensiva e satisfatoria, tornando assim, o detalhamento das caracteristicas

morfologicas destes fungos, aspecto fundamental para a triagem de espécies diferentes.

4.2 CRESCIMENTO MICEIAL EM MEIO SOLIDO

A Tabela 2 apresenta o crescimento micelial de Trichoderma nos meios BDA (controle)
e INPA com as fontes de carbono: nafta, gasolina, querosene, 6leo diesel e oleo lubrificante,
nos quatro periodos avaliados (24, 48, 72 e 96 horas), onde foram alcangados os seguintes
resultados:

No meio BDA, com 24h de incubacdo, os fungos apresentaram crescimentos de 0,9 a
3,4 cm, com os maiores médias observadas com as cepas INPA F13 e INPA F17 com 3,4 e 3,0
cm, respectivamente. Apds 48h, a cepa INPA F40 mostrou o maior crescimento com 5,7 cm,

seguido por INPA F17 com 5,5 cm de didmetro. O menor crescimento foi o INPA F25 com 3,3
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cm. E apds 96h de avaliacdo, todos os 43 isolados apresentaram crescimentos entre 8,1 e 9,0
cm. O menor crescimento observado foi com INPA F27, com 8,1 cm de diametro.

O fungo que mostrou maior crescimento no meio contendo nafta como fonte de carbono
foi o INPA F13, com 4,2 cm de didmetro, seguido por INPA F17 com 3,5 cm com apenas 24
horas de incubacdo. Nessa fase inicial, os isolados INPA F15 e INPA F16 ndo mostraram
crescimento visivel, mas com 48 horas de crescimento seus diametros atingiram 3,5 e 3,1 cm,
respectivamente. Apds 96 horas de incubacdo, observou-se que os isolados apresentaram
didmetros variando de 6,8 até 9,0 cm, sendo que dos 43 testados, 13 conseguiram preencher a
placa inteira (9,0 cm de diametro).

Ao utilizar a gasolina como fonte de carbono, 41 fungos apresentaram pouco
crescimento ap0s 24h de incubacdo, sendo que dentre estes, as cepas INPA F02, INPA F04 e
INPA F15 mostraram crescimento igual zero e as cepas INPA F06 e INPA F24 apresentaram
os melhores crescimentos, com 4,9 e 5,1 cm. Apo6s 72h de incubacdo, um total de 19 fungos
estavam com crescimento moderado e 24 com crescimento elevado. Ap6s 96 h, 40 fungos
apresentaram crescimento elevado, de 6,0 a 9,0 cm, sendo que apenas os isolados INPA F14,
INPA F28 e INPA F38 tiveram crescimento abaixo de 6,0 cm.

No querosene, os fungos que mostraram os maiores crescimentos foram o INPA F16 e
INPA F32 com 2,7 a 2,8 cm, enquanto que INPA FO1, INPA F09, INPA F18, INPA F38 e
INPA F40 ndo mostraram crescimento visivel. Apds 48 h, a cepa INPA F12 se sobressaiu, com
6,3 cm, seguido pelas cepas INPA F11, F13, F33, F36 e F43 com diametros entre 5,5 e 5,7 cm.
E apo6s 96 horas de incubacdo os 43 fungos mostraram crescimentos, variando entre 7,1 e 9,0
cm, sobressaindo as cepas INPA FO1, FO5, F10, F11, F28, F32, F33, F34, F37, F38 e F43, todos
com 9,0 cm de didmetro.

Ao se usar o 6leo diesel como fonte de carbono, observou-se com 24h de incubacéo,
que apenas INPA F32 ndo apresentou crescimento, as demais cepas apresentaram crescimento
entre 0,3 e 2,8 cm (baixo crescimento). E apos 96h de incubacdo, sete cepas apresentaram
crescimento de 3,9 a 5,7 cm (INPA FO1, INPA FO03, INPA F06, INPA FO7, INPA F29, INPA
F30 e INPA F38) e 36 crescimentos entre 6,2 e 9,0 cm.

Ja em dleo lubrificante, ap6s 24h de incubacéo, os isolados que mostraram 0s maiores
crescimentos foram o INPA F12, INPA F20 e INPA F40 com 3,0 a 3,3 cm, enquanto que 0
isolado INPA F02 ndo mostrou crescimento visivel. Apds 48h, os isolados INPA F14 e INPA
F17 se sobressairam com 5,8 e 5,9 cm, seguidos pelas cepas INPA F12, F30 e F34 com
diametros entre 5,1 a 5,6 cm. E ap06s 96h, os 43 isolados apresentaram crescimento variando
entre 6,5 € 9,0 cm, sobressaindo os fungos INPA F27, INPA F40 e INPA F42 com 8,9a 9,0 cm
de didmetro, atingindo o diametro da placa de Petri.
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Ao comparar as médias de crescimento levando-se em consideracdo as fontes de
carbono, dentro de cada periodo de incubacgéo, observa-se que ao longo do tempo os fungos
testados cresceram significativamente independente da fonte, com didmetros observados apos
24h de incubagdo variando de 1,1 a 2,1 cm, em 48h de 2,7 a 4,6 cm, 72h de 5,6 a 7,5 cm e as
96h de 7,5 a 8,9 cm. O crescimento rapido (4 dias) destes fungos na presenca dos derivados de
petréleo demonstra que os mesmos puderam assimilar e tolerar a toxicidade das moléculas
desses compostos.

Em relagdo as caracteristicas macromorfoldgicas, a abundancia de micelial variou
conforme a fonte de carbono. Em BDA por ser um meio de cultura ideal para seu
desenvolvimento, os fungos apresentaram excelente producdo micelial, enquanto que em nafta,
gasolina e querosene para todos os 43 Trichoderma spp. houve uma diminuicdo na abundancia
de miceélio e em 6leo diesel e 6leo lubrificante a producdo micelial foi maior entre os derivados
de petréleo. As demais caracteristicas dos fungos se mantiveram inalteraveis nos tratamentos

guando comparados ao controle (Figura 8).
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BDA INPA + Gasolina INPA + Oleo diesel

Figura 8. Diferengas observadas no crescimento micelial de Trichoderma spp. (isolado INPA F41) em diferentes fontes de carbono, apds 96h de incubacéo, em comparagdo ao controle.
Fonte: Autoria propria.



Tabela 2. Crescimento micelial de Trichoderma spp. em meio BDA (controle) e meio INPA com os diferentes derivados de petroleo.
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---------------------- 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas ---------------------

Isolados INPA* INPA INPA INPA

BDA N G Q D L BDA N G Q D L BDA N G Q D L BDA N G Q D L
-- Didmetro das col6nias (cm)

Fo1 21 194 09% 0,0¢ 1,2 0,99 49® 30% 239 51% 33% 420 7,9 7,7° 564 60° 51° 64 90° 8,92 8,92 9,02 5,2¢ 7,8°
F02 1,8¢ 1,1%  0,0° 1,5% 2,42 0,0° 4% 37« 2,4¢ 35 3,5% 3,5¢ 7,00 7,1 6,8° 62® 57% 56° 9,02 85® 85® 87° 9,02 6,9
FO3 22 16% 1,2¢ 18° 2,6% 124 48 g78 279 55b 3k 43P 8,0° 76° 69 67° 63° 64 90° 83 82> 83® 90 79
Fo4 24> 1,9¢ 0,0¢ 0,4% 05% 1,04 5,0% 4.4° 294 48 38 48® 8,0 5,9¢ 594 2% 50° 64® 90° 86® 80° 83*® 57 7,6°
FO5 2,0° 16 08% 10° 1,7 08% 379 28% 249 48 32% 40% 58% 400 65 59° 54® 53* 902 9,0° 89 90° 90° 81%®
F06 2,0 1,1% 49® 05% 04% 119 471> 3,3¢ 58% 1,9 2,9°  40% 7,1k 5,2¢ 6,5° 6,2* 50° 59° 8,9% 88" 85 g7° 55¢ 8,1
FO7 2,0° 11% 8% 12* 039 0,8 43* 26 299 48 32* 40° 74* 60° 64° 62®° 52° 60° 900 86* 76 §1* 579 80P
Fo8 1,8° 1,0%® 09* 09 079 09 379 22¢F 259 44 26° 35 64% 51° 63° 58 54 53¢ 902 g7® 679 77° 90 75
FO9 2,0 14% 14% 00 03¢ 149 43% 26 259 43% 25d¢ 3g 71k g7C 54 57° 55® 59° 90 g5 72¢ 79" 90 77°
F10 1,9 14% 13« 19> 12 13« 513 41¢c 230 50® 249 37° 8,8% 86% 70° 68 65° 66 90° 9,00 90 90 88 74°
F11 2% 14% 14% 171% 17° 149 48% 25 289 56® 28 42° 82* 73* 63 63° 60 63° 89 90 89 90 900 72°
F12 26> 2,0¢ 12¢ 12 0394 328 52 32¢  31% 63 49 51® g4* 777 71° 69 65 66° 90 85 83> 84 69 76°
F13 3,42 422 0,9% 1,9° 2,0%  29% 48 5,3° 2,64 57%® 39> 48® 5,4° 5,4° 6,5° 6,1 57® 56° g5® 7,5 6,1%  8,0° 7,6 7.2°
F14 29® 28 07® 03*® 28 17° 51 47° 309 25 41® 58 74* 49 569 59° 58P0 g1P 90° 88 59® 79> 89 68
F15 09¢ 00 00 1,3* 079 109 3,6 35¢ 18" 18 18 18° 7,2° 6,7 49 51c 48> 52 902 g5 2% 74° 89 65%
Fi6 119 00" 1,09 270 10* 109 40* 31%® 21¢ 31° 11f 21% 79> 649 509 55 53° 60° 9,0 83 87* 85® 90 80°
. F17 30® 35 109 06® 26 109 55 50° 24% 299 498 50 75k g5 54 5gb 5Qd  g4d g Qa 76°  73° 76* 90 71°
% F18 16 16° 15¢ 00° 089 15 41 29% 167 47° 17 329 66 57* 569 56° 53 55 90 90 66 78 87 7.1°
£ F19 17¢ 11% 109 09¢ 07% 10¢ 45% 389¢ 220 43 234 334 7o 6,8° 54% 59° 57% 63® gg 85® 64 85* 7,0° 8§1%®
T F20 22* 20° 09% 13® 25 30% 48% 620 24¢ 33 35% 44> 75c 75% 35 49° 51° §2® Q90 9,00 59% 75* g7@  75b
F21 24> 2,0¢ 1,1 1,6° 26% 1,19 48® 31% 279 38% 36% 47% 76 6,5% 5,0¢ 55° 54® 59° 9,02 9,02 7,2° 8,1%® 85"  6,5%
F22 2,0° 12® 13% 09 16° 139  46° 258 2,7% 52% 265 39© g0° 6,8° 64° 63° 59® 1% 90? 74° 81° 88 87 T72°
F23 2,0° 13% 12« 09¢ 13 120 43¢ 349 26% 51® 27¢  3Zok 73e g5 5o 5Eb 530 576 goa 76° 699 73 700 69
F24 2,0° 10% 51%@ 13* 049 29® 39% 29® §0* 39% 11F 40® 6,7° 59¢  6,6° 58 54% 55  90? 9,00 7,.8% 84® 89 74°
F25 2,0 1,1% 12« 19> 11k g2« 33¢ 39W pgW 5i® p7¢ 39  54¢ 450 gO* 3% 55 46° 9,0° 68 90* 79° 87 65“
F26 2,0 12% 14« 17° 0,89 14% 40° 42¢c 279 53® 254 39k  g7° 59¢ 76® 67¢ 61® 58 90° 719 90° 81® 66° 86°
F27  23* 11% 171 1,3% 2,77 1,19 43 4.8° 3,4% 269 34% 45° 7.4% 659 49 56° 55 6,3% 81° 87® 7.1° 7,9° 9,02 9,02
F28 22 10%® 11% 15 17° 21P 42% 49° 33 54% 39bc 43> 74 38" 584 60> 57% 61 9,0° 83 50° 90 78 84
F29 1,9° 12®¢ 12¢ 10° 245 129 49® 29% 2pd 40 26° 38% 85® 56% 63 63° 35 63 9,0° 9,00 7,.8* 84® 39 69
F30 2,8° 1,94 1,0¢ 15% 07¢ 20* 46° 4,1° 3,7°  36* 36° 5,6% 7,2%¢ 649 750 67 43 5,8° 8,8% 7,4° 85% 9,07 51¢ 6,7«
F31 1,8° 14% 13«4 13% Q49 139 g5 32k pqd 480 220 350 75k g4 780 g9 §3P 595 90° 9,0° 86 88 63 7,0~
F32 28 28 17° 28 00 1,8 49® 49 289 530 39° 36 6,9° 60¢ 71> 65* 61® 59° g§9° 9,00 89 90 90 7,0~
F33 25* 22«¢ 0og%* 08 1,7 15 532 6,72 2,7% 57% 41%® 49® g4® go* 72* 68 65 64° 9,0° 9,0 87% 90 81° 65%
F34 26> 207 1,19 11%* 26 11 49® 45 31k 2% 40® 51®  78° 6,7° 34" 49° 52 64 90? 8,9 6,0%° 90 90 78>
F35 24> 24% Q9% 158* 25 09 48 55 249 57d 39> 480 7o §1¢ 70> 66% 62 61% 9,0° 80°> 86® 83* 86 7,7%
F36 2,1 18% 14% 11k 1k 149 50% 58 249 56b 28 420 g1® goP 78P 70° 65 62% 9,0° 81 82> g82* 86 65"
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F37 2,1 14% 13% 12k* 17" 139 49® 30% 279 54® 28 41* 84® 81 64° 64* 61 63" 9,0° 9,00 73 90* 90° 68°
F38 19° 16* 09* 00° 11™ 29® 44 25 21 46> 28 37° 72® 59° 549 58 49" 62* 90° 88" 59® 90* 519 g7
F39 1,3¢ 12% 139 14> 03¢ 139 43 20f 14° 39¢ 13" 26 74* 73* 61° 61 57 60° 9,0° 7,7 7,00 7,9 900 8,0%®
F40 2,1 28 13¢ 00 09¢ 33 57 6,1° 14° 35 2,9° 42> 86P® 83 43 58 61* 73° 89 9,0° 84® 89 82* 90°
F41 1,7¢ 12% 13° 09 16> 05% 47 24 22¢ 47" 21 34% g1* 78 61° 63° 600 64 9,0° 82> 90* 86 90° 82*
F42 2,0 14% 109 12 12* 109 46" 18" 27¢ 51® 31* 41 78 71* 50 58 57 65° 9,0° 83" 87* 85® 7,7 89
F43 2,0 17¢ 139 11k 10 23> 47 44° 259 55P  p0c 400 777 64% 71° 66° 62 61 90° 80> 90* 9,00 62¢0 74°
Médias*** 2,14 168 1,28 11° 13% 158 46~ 38" 27° 44* 308 41 75 66" 61° 61° 56° 60° 8940 84 778 g4 798 75EC

*Meio INPA acrescido de 0,2 mL de: Nafta (N); Gasolina (G); Querosene (Q); Oleo diesel (D); Oleo lubrificante (L).
**Sigla de identificacdo dos isolados depositados na colecdo do LEBMAM.

***Médias dos meios nos diferentes horéarios.

Obs.: Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5 %; minGsculas nas colunas para comparar os valores dentro de cada tratamento e maidsculas

na linha para comparar os meios com fontes de carbono diferentes.

Fonte: Autores.
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A toxicidade dos hidrocarbonetos varia para cada espécie de microrganismo, no entanto,
o tamanho das moléculas e a volatilidade desses derivados de petréleo podem estar diretamente
relacionados as caracteristicas pertinentes ao crescimento micelial dos fungos, afetando em uma
maior abundancia de hifas, tendo em vista que quanto mais permeaveis e volateis podem mais
facilmente comprimem as células uma vez que penetrem em sua superficie.

SEABRA (1997) prop6e que os alcanos na faixa de C5 a C9 (cinco a nove carbonos),
como nafta e gasolina, devido aos seus efeitos como solventes, tém facilidade para romper a
estrutura da membrana lipidica, tornando-se tdxicos a varios microrganismos, enquanto 0s
alcanos de C10 a C22 (querosene, 6leo diesel e oOleo lubrificante), sdo mais facilmente
metabolizados. Entretanto, SINGH (2006) propde que fungos filamentosos ndo apresentam
uma exclusividade de degradacdo em relacdo ao tamanho da cadeia carbénica; sendo, de acordo
com ARUN e EYINI (2011), reconhecidos também pelo potencial em degradar hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos presentes no petroleo, exibindo diferentes capacidades de
metabolizacdo desses hidrocarbonetos, quando comparados a bactérias e leveduras.

OTSUKA (2015), ao avaliar a biodegradacdo de tolueno por 50 fungos filamentosos
isolados de ambientes contaminados com petréleo, observou que todas as cepas demonstraram
tolerancia a toxicidade da molécula de tolueno, sendo Trichoderrma koningii um dos fungos
que apresentou alta tolerancia ao composto com o maior crescimento e maior halo (6,0 cm).
Menores crescimentos miceliais foram obtidos por ZANCAN et al. (2012), ao examinarem S.
sclerotiorium na presenca de diferentes fungicidas e Trichoderrma harzianum. De igual modo,
LIMA et al. (2006) ao estudarem fungos filamentosos, obtiveram as maiores velocidades de
crescimento para os isolados dos géneros Penicillium e Trichoderma na degradacdo de 6leo
diesel, gasolina e dleo de soja.

O estudo da capacidade de microrganismos aerdbios e anaerdbios crescerem na presenca
de hidrocarbonetos de petroleo, utilizados como fonte de carbono é descrita por varios autores
(CAUPER et al., 2021; MENEZES et al., 2019; CAUPER, 2018; CRUZ e MARSAIOLI, 2012;
SAVAGE et al., 2010; HOREL e SCHIEWER, 2009), os quais também destacam como fatores
primordiais para realizacdo dessa atividade o uso de nutrientes adequados e a presenga de
aceptores de elétrons para manter ativos esses microrganismos.

O meio de cultura INPA utilizado neste estudo possui os nutrientes, Se?*, Zn?*, Cu?*,
Fe?*, Mn?* considerados como cofatores enzimaticos fundamentais para a atividade catalitica
de inimeras enzimas (CALLERA, 2017; ADALBERTO, 2005). E os tampdes fosfatos
(KH2PO4 e K2HPO4) que proporcionam uma maior estabilidade de pH para o meio, impedindo
grandes oscila¢des de pH, bem como auxiliam na producéo de ATP para realizacdo de diversas

funcdes metabolicas (DEANGELIS, 2022). Desse modo, 0s nutrientes presentes no meio de
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cultura INPA, podem ter influenciado no desempenho de funcdes celulares relacionadas ao
metabolismo de hidrocarbonetos derivados de petréleo (JACQUES et al., 2007), acelerando as
taxas de reacdo enzimatica pela promocdo de um estado ativo das enzimas envolvidas no

processo de crescimento.

4.3 AVALIACAO DO POTENCIAL DE DEGRADACAO DE DERIVADOS, UTILIZANDO
O INDICADOR REDOX — DCPIP

As Tabelas 3 a 7 apresentam as porcentagens de descoloracdo do DCPIP observadas nos
meios com diferentes fontes de carbono, obtidas a partir dos valores de concentracdo do
indicador DCPIP (APENDICES B a F). Devido ao rapido crescimento dos fungos, a leitura foi
realizada no periodo de cinco dias, em intervalos de 24h, onde foi observada a reducdo do
DCPIP. Para efeito ilustrativo, a Figura 9 mostra o teste com a coloracdo total e descoloracédo
do indicador DCPIP.

Figura 9. Demonstracdo da avaliacdo do potencial de degradacdo, utilizando o indicador DCPIP, onde A: controle
sem descoloragdo do indicador; B: isolado INPA F14 apds 72 horas de incubagdo, em gasolina.
Fonte: Autoria propria.

Em nafta como fonte de carbono, os tratamentos apresentaram descoloracdo somente as
24 horas de incubacdo. Os fungos INPA F28 e INPA F43 apresentaram as maiores porcentagens

de descoloracgdo, 33,21% e 33,57%, respectivamente, apds 24h. E apds 72h, os fungos INPA
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FO8, INPA F25, INPA F29, INPA F38 e INPA F41 apresentaram seus picos de descoloracéo
com 30,23% a 34,88%. Por outro lado, os fungos com as menores porcentagens de descoloracédo
ao longo de 120h foram INPA FO1, INPA F16 e INPA F19, variando entre 0 e 11,54% (Tabela
3). Nesta fonte de carbono, foram selecionados cinco fungos que apresentaram resultados
positivos: INPA F08, F25, F29, F33 e F43.

Tabela 3. Porcentagem de descoloragdo em meio INPA acrescido de nafta, em relacdo ao controle sem inéculo.
% de descoloracéo de DCPIP (mg.L™?)

Tratamentos 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 0 0 0 0 0 0
INPA FO1 0 2,17 11,19 0 0 11,54
INPA F02 0 8,66 1,87 10,08 5,06 17,69
INPA FO3 0 12,27 19,03 0 2,33 8,46
INPA F04 0 26,35 4,85 16,67 14,40 2,31
INPA F05 0 11,55 14,55 5,81 0 5,38
INPA F06 0 3,97 13,81 15,89 15,56 10,77
INPA FO7 0 0,36 13,06 17,44 0 6,92
INPA F08 0 19,13 12,69 31,40 28,02 28,46
INPA F09 0 9,39 24,25 8,91 8,95 0
INPA F10 0 6,14 8,21 22,48 11,28 0
INPA F11 0 11,19 11,19 13,95 0 0
INPA F12 0 18,41 0,75 28,29 18,29 33,46
INPA F13 0 16,61 18,28 11,63 0 0
INPA F14 0 7,58 12,69 23,64 5,06 15,00
INPA F15 0 8,66 8,58 15,89 18,29 24,23
INPA F16 0 8,66 7,09 0 0 0
INPA F17 0 15,52 15,67 24,03 21,40 7,69
INPA F18 0 16,61 13,06 10,85 0 3,46
INPA F19 0 6,86 5,97 6,98 0 5,77
INPA F20 0 16,61 13,81 23,26 12,45 29,23
INPA F21 0 1,81 16,04 22,48 24,12 26,15
INPA F22 0 4,69 8,58 18,22 0 16,54
INPA F23 0 29,24 25,75 23,26 21,79 6,92
INPA F24 0 26,71 25,75 5,04 0 4,23
INPA F25 0 15,52 13,81 34,11 30,35 24,62
INPA F26 0 23,47 23,51 17,83 0 0
INPA F27 0 29,96 25,00 26,74 20,62 0
INPA F28 0 33,21 13,43 17,83 0 0
INPA F29 0 16,61 15,67 30,23 28,02 15,77
INPA F30 0 23,47 15,67 15,89 0 6,15
INPA F31 0 20,94 26,12 20,16 19,84 12,31
INPA F32 0 7,22 11,19 20,93 23,35 15,77
INPA F33 0 11,19 23,88 28,29 33,07 24,62
INPA F34 0 24,55 24,63 12,79 1,95 19,62
INPA F35 0 24,91 20,52 28,29 27,24 3,46
INPA F36 0 5,42 22,39 20,54 26,85 19,23
INPA F37 0 17,69 11,19 27,91 7,39 13,08
INPA F38 0 18,41 4,85 32,56 19,07 23,46
INPA F39 0 24,91 23,88 6,20 0 0,00
INPA F40 0 7,94 6,34 16,67 12,45 12,69
INPA F41 0 3,97 0,75 34,88 29,18 0
INPA F42 0 0 23,51 8,14 0 8,46
INPA F43 0 33,57 29,48 23,26 22,96 26,54

Fonte: Autoria propria.
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Na gasolina como fonte de carbono (Tabela 4), foram selecionados oito tratamentos com
as melhores velocidades, porcentagens de descoloracdo (até 48 horas) e estabilidade na
atividade de degradacdo. Apds a incubacdo (Oh), os fungos INPA F20, F21, F23, F25, F26, F28,
F30, F31, F33, F34, F35, F36, F41 e F42 apresentaram descoloragdo quase que imediata, igual
ou superior a 25%, sendo INPA F30 e F42, os que apresentaram maior porcentagem de
descoloracdo nesse periodo, 32,86% e 32,51%, respectivamente. Apds 24h, os fungos INPA
F29, F31, F35, F36, F39, F41 e F43 apresentaram as maiores descoloracdes de 34,44% a
36,42%. E ap0s 48 horas, os fungos INPA F25, F29, F33, F37, F38, F39, F42 e F42 com 31,09%
a 38,20%. Os fungos INPA F1, F11, F15, F16 e F19 apresentaram as menores porcentagens de

descoloracdo, durante as 120h de avaliacdo (0% a 11,59%).

Tabela 4. Porcentagem de descoloracdo em meio INPA acrescido de gasolina, em relagdo ao controle sem inculo.
% de descoloracéo de DCPIP (mg.L™?)

Tratamentos 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 0 0 0 0 0 0
INPA FO1 0 9,60 8,99 3,03 4,71 0
INPA F02 4,59 17,88 13,11 20,08 10,98 20,23
INPA F0O3 21,20 5,30 23,22 0 0 4,58
INPA F04 16,61 0 3,75 19,32 26,67 29,01
INPA F05 23,67 6,62 19,10 0 -3,53 0,38
INPA F06 20,14 16,23 16,85 19,32 10,59 17,18
INPA F0O7 16,96 14,90 5,99 19,70 14,90 22,14
INPA FO8 11,31 14,90 3,75 32,20 27,45 28,24
INPA F09 23,32 15,89 18,35 0 0 0
INPA F10 24,38 18,21 13,48 15,91 2,75 9,54
INPA F11 0 7,62 5,62 0 10,59 0
INPA F12 9,19 16,89 11,61 17,80 0 25,95
INPA F13 10,95 7,28 21,35 0 0 0
INPA F14 22,97 16,89 25,47 26,89 5,49 12,60
INPA F15 0 0,00 7,87 0 5,88 0
INPA F16 1,77 11,59 3,75 0 0 0
INPA F17 9,19 21,85 21,35 23,11 5,49 32,82
INPA F18 2,12 8,94 21,35 0 471 8,02
INPA F19 0 6,29 11,61 0,76 1,57 0
INPA F20 30,04 16,89 3,75 20,08 13,33 31,68
INPA F21 27,56 30,13 31,84 24,62 21,57 26,72
INPA F22 24,03 20,86 17,23 12,12 431 17,18
INPA F23 30,04 32,12 26,97 21,21 21,96 7,63
INPA F24 23,56 27,15 25,09 7,20 0 4,96
INPA F25 27,56 21,85 36,33 29,92 23,53 25,19
INPA F26 28,98 30,79 16,48 15,15 0,39 0
INPA F27 21,55 31,79 26,22 14,77 20,39 0
INPA F28 25,44 32,12 25,84 17,80 13,73 0
INPA F29 16,61 34,44 34,08 27,27 18,43 16,41
INPA F30 32,86 31,79 16,48 11,36 11,37 6,87
INPA F31 29,68 34,77 26,22 12,88 12,94 12,98
INPA F32 22,61 27,81 19,85 5,68 16,47 16,41
INPA F33 27,56 32,12 38,20 24,62 22,75 25,19
INPA F34 31,80 30,79 23,97 15,53 0 20,23
INPA F35 25,80 36,42 25,47 19,70 16,08 4,20
INPA F36 25,44 35,10 26,97 25,38 21,57 19,85
INPA F37 22,61 33,11 31,46 13,26 15,29 13,74
INPA F38 16,61 32,12 32,21 23,48 4,31 24,05

INPA F39 24,03 35,10 31,46 23,86 0 0,76
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INPA F40 22,61 27,81 21,72 7,58 7,84 13,36
INPA F41 27,56 34,44 35,96 21,97 18,82 0

INPA F42 32,51 32,45 31,09 19,70 23,92 9,16
INPA F43 18,37 36,09 18,73 15,53 19,22 6,11

Fonte: Autoria propria.

Ao se usar o querosene (Tabela 5), os melhores tratamentos foram com os fungos INPA
FO08, F12, F17, F20, F23, F25, F28, F29, F30, F31, F35, F36, F38 e F41. Destes, no inicio da
incubacdo com excecdo do INPA F08, todos os demais apresentaram descoloragdo variando
entre 17,65 e 34,26%, sendo o INPA F30 o que apresentou a maior descoloragcdo em Oh,
estabilizando entre 17,86% e 25,76% nos horarios seguintes. Com 24h, INPA F17, INPA F23,
INPA F28 e INPA F35, apresentaram o0s picos de descoloracdo de 30,14% a 34,75%. E apés
72h de incubacdo, o INPA F25, INPA F33, INPA F38 e o INPA F41 apresentaram as maiores
descoloragdes entre os tratamentos com 40,97 a 41,67%, seguidos por INPA F08, F12, F29,
F31, F35 e F36 com porcentagens variando entre 32,64% a 38,89%. As menores descoloracdes
apresentadas durante os periodos avaliados foram dos fungos INPA FO1, INPA F16, INPA F19
e INPA F42 (0% a 18,69%).

Tabela 5. Porcentagem de descoloracdo em meio INPA acrescido de querosene, em relagcdo ao controle sem
inéculo.

% de descoloracéo de DCPIP (mg.L™?)

Tratamentos

0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas

Controle 0 0 0 0 0 0

INPA FO1 0 11,70 11,19 0 7,94 0

INPA F02 25,26 0 11,19 2,43 0 15,91
INPA FO3 31,83 21,63 25,00 16,67 0,00 31,44
INPA F04 28,03 25,18 13,06 31,94 25,00 31,06
INPA F05 31,49 23,40 22,39 12,50 1,59 20,83
INPA F06 22,49 0,00 14,93 6,60 0 7,20
INPA FO7 23,53 13,48 14,93 10,76 19,05 10,98
INPA F08 0 26,24 26,49 37,15 22,62 20,45
INPA F09 31,83 25,18 26,87 12,15 0 32,95
INPA F10 22,15 1,06 16,04 22,92 0 0

INPA F11 3,81 9,22 10,82 5,90 10,71 10,23
INPA F12 26,99 26,24 21,27 32,64 24,21 28,03
INPA F13 31,49 18,44 20,90 18,06 8,73 23,48
INPA F14 23,53 21,99 13,06 12,50 0 0,38
INPA F15 1,73 8,16 12,69 21,18 16,27 10,61
INPA F16 0,35 17,73 8,96 0 0 0

INPA F17 28,03 30,14 21,27 28,82 17,06 24,24
INPA F18 32,53 25,18 27,99 19,44 7,54 27,65
INPA F19 0 4,96 13,81 0,69 0 0

INPA F20 17,65 26,60 22,39 26,39 23,02 31,82
INPA F21 29,41 28,01 9,70 22,57 19,44 24,24
INPA F22 30,10 27,66 3,73 17,01 15,08 13,26
INPA F23 29,07 32,62 25,75 31,25 23,02 17,05
INPA F24 34,60 8,87 23,88 27,78 12,70 29,92
INPA F25 31,83 30,14 21,27 41,67 25,79 32,95
INPA F26 33,91 6,03 19,78 26,04 11,11 24,24

INPA F27 28,03 28,72 22,39 26,04 23,81 8,33
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INPA F28 28,37 33,69 21,64 25,00 23,02 22,35
INPA F29 26,99 17,38 22,76 38,89 25,00 22,73
INPA F30 34,26 21,99 25,00 25,00 17,86 25,76
INPA F31 27,68 33,69 29,10 37,15 26,19 25,76
INPA F32 30,45 32,27 10,45 21,53 23,81 28,79
INPA F33 21,80 25,18 13,06 40,97 27,78 27,27
INPA F34 35,29 14,54 22,76 26,39 8,33 29,55
INPA F35 29,76 34,75 26,49 35,07 28,57 18,18
INPA F36 28,37 30,50 27,91 33,68 23,81 13,64
INPA F37 30,45 31,21 6,34 27,78 28,17 21,59
INPA F38 31,83 27,38 26,49 41,67 26,59 32,58
INPA F39 33,56 10,99 27,61 31,60 12,30 31,44
INPA F40 30,45 29,43 8,58 21,53 0 8,71
INPA F41 26,99 25,18 23,06 41,67 29,76 27,27
INPA F42 18,69 0 7,84 0,00 0 0

INPA F43 12,11 26,24 6,34 15,97 19,05 16,67

Fonte: Autoria propria.

Com oleo diesel como fonte de carbono, os melhores tratamentos foram com os fungos
INPA F26, F29, F31, F33, F34, F35, F36, F37, F38, F39 e F41. Ainda &s Oh de incubacéo, todos
os fungos selecionados mostraram descoloracdo de 24,46% a 32,01%. Apos 24h, os fungos
INPA F31 e INPA F35 apresentaram descoloragdes de 33,68% e 38,54%, as maiores nesse
horério, seguidos por INPA F29 e INPA F33 com 32,99% 33,33% de descoloracéo,
respectivamente. Apds 48 h, INPA F26, INPA F34, INPA F36 e INPA F39 mostraram
descoloragdes variando entre 30,58% e 35,61%, enquanto que os INPA F33 e INPA F38 se
destacaram com 37,05% e 39,57% de descoloracdo, apds 72h. E em 96h, os fungos INPA F29
e INPA F37 apresentaram porcentagens de 34,05% e 36,92%, respectivamente. Os tratamentos
com as menores descoloracdes foram INPA FOL, INPA F11, INPA F14 e INPA F15, variando
de 0% a 15,83%, durante as 120h de incubagéo (Tabela 6).

Tabela 6. Porcentagem de descoloracdo em meio INPA acrescido de dleo diesel, em relagdo ao controle sem
indculo.

% de descoloracéo de DCPIP (mg.L™?)

Tratamentos 0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 0 0 0 0 0 0
INPA FO1 2,52 13,89 11,87 11,51 0 8,73
INPA F02 8,27 6,25 11,15 7,91 13,98 24,73
INPA FO3 29,50 31,25 23,02 14,75 13,26 37,09
INPA F04 27,34 19,79 16,91 34,53 36,92 24,73
INPA F05 28,42 26,04 8,27 11,51 8,60 10,18
INPA F06 10,79 14,24 11,51 17,27 12,54 23,27
INPA FO7 11,51 12,85 8,99 14,03 27,24 11,27
INPA F08 20,14 25,00 2,52 35,25 37,99 9,82
INPA F09 28,42 29,17 25,90 13,67 15,77 29,09
INPA F10 11,51 5,90 0 16,91 18,28 22,55
INPA F11 0 10,42 10,79 8,27 17,56 0,73
INPA F12 16,91 25,00 16,91 27,34 38,71 20,36
INPA F13 29,50 25,35 14,75 16,91 18,28 32,36
INPA F14 9,71 2,43 0 15,83 7,17 8,36

INPA F15 13,31 14,58 10,43 8,63 0 0
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INPA F16 16,91 7,99 5,40 9,71 15,05 15,27
INPA F17 22,30 22,92 5,04 33,09 30,47 22,18
INPA F18 30,58 27,43 20,86 16,55 4,30 33,82
INPA F19 0 5,90 16,91 12,59 16,13 2,55
INPA F20 24,46 19,79 21,22 29,14 21,15 16,73
INPA F21 28,06 22,92 29,50 27,70 27,60 26,18
INPA F22 27,34 16,67 21,22 27,34 17,20 0

INPA F23 27,34 32,64 25,18 20,50 13,62 8,73
INPA F24 27,34 27,08 27,70 11,87 15,05 6,91
INPA F25 32,01 32,99 16,91 18,13 37,63 23,64
INPA F26 28,42 25,00 32,01 13,31 13,98 19,64
INPA F27 27,70 30,90 26,26 20,50 16,13 0

INPA F28 21,22 35,76 9,71 10,43 28,32 19,27
INPA F29 29,50 32,99 19,78 31,29 34,05 30,18
INPA F30 28,42 27,43 23,02 23,02 24,37 11,27
INPA F31 25,54 33,68 24,82 32,01 31,18 13,82
INPA F32 25,90 28,13 22,30 31,65 9,32 0

INPA F33 30,58 33,33 23,74 39,57 37,99 32,73
INPA F34 28,78 25,35 31,65 24,10 12,54 14,18
INPA F35 27,34 38,54 23,74 31,29 27,24 0

INPA F36 27,70 26,39 30,58 25,18 26,88 21,82
INPA F37 29,86 20,49 30,58 29,14 36,92 29,82
INPA F38 24,46 25,69 24,10 37,05 36,92 32,00
INPA F39 30,22 28,47 35,61 16,91 30,11 23,27
INPA F40 27,70 28,82 20,14 21,22 22,22 20,36
INPA F41 32,01 25,00 30,58 38,13 35,84 34,91
INPA F42 16,91 28,13 25,54 24,10 11,11 22,55
INPA F43 9,71 39,93 11,15 12,23 30,11 0,73

Fonte: Autoria propria.

Ao utilizar o éleo lubrificante como fonte de carbono, seis fungos foram selecionados
levando em consideracdo os critérios percentuais de descoloracdo, velocidade e estabilidade da
atividade (INPA F04, F25, F33, F35, F38 e F41). No inicio da incubacdo, todos os tratamentos
selecionados apresentaram descoloracdo do DCPIP, entre 10,53% a 23,25%. Com o passar do
tempo, pdde-se notar uma adaptacdo rapida a essa fonte de carbono. E ap6s 72h, todos os
tratamentos apresentaram seu apice de descoloragédo (31,29% a 39,57%), sendo o INPA F33 o
melhor com 39,57% de descoloracdo, seguido pelo INPA F25, INPA38 e INPA F41, com
porcentagens variando entre 37,05% e 38,13%. As menores porcentagens de descoloracéo
foram apresentadas pelos fungos INPA FO01, F02, F11, F15, F16, F42 e F43 em 0 h
apresentaram porcentagens entre 0 e 9,21%, apresentando suas maiores descoloragdes as 24h e
48h, entre 12,32% e 24,12% (Tabela 7).

Tabela 7. Porcentagem de descoloragdo em meio INPA acrescido de 6leo lubrificante, em relagdo ao controle sem
inéculo.

% de descoloracéo de DCPIP (mg.L™?)

Tratamentos

0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 0 0 0 0 0 0
INPA FO1 0 2,61 12,68 11,51 0 0
INPA F02 9,21 0 15,94 7,91 3,83 10,28

INPA FO3 0 29,48 22,46 14,75 0 17,00
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INPA F04 17,11 20,15 26,81 34,53 29,89 32,81
INPA FO5 14,47 24,63 18,48 11,51 0 13,44
INPA FO6 0,00 0,37 23,91 17,27 8,05 17,39
INPA FO7 6,58 4,85 10,14 14,03 5,36 21,74
INPA FO8 14,04 20,15 29,71 35,25 21,07 0

INPA FO9 14,91 24,25 18,84 13,67 0 15,02
INPA F10 4,39 10,45 15,22 16,91 13,41 22,92
INPA F11 0 6,72 18,12 8,27 2,68 7,91
INPA F12 7,89 16,79 31,52 27,34 22,61 0

INPA F13 14,47 20,90 20,29 16,91 2,68 9,49
INPA F14 4,82 12,69 19,93 15,83 0 19,37
INPA F15 0 11,19 12,32 8,63 0 0

INPA F16 0 13,06 19,20 9,71 11,49 0

INPA F17 17,11 21,64 28,99 33,09 0 11,86
INPA F18 13,60 25,37 21,74 16,55 1,53 18,58
INPA F19 0 10,82 6,16 12,59 14,18 19,76
INPA F20 14,04 16,79 18,12 29,14 21,46 15,81
INPA F21 12,72 25,00 25,36 27,70 23,37 28,06
INPA F22 13,16 26,87 24,28 27,34 15,71 0

INPA F23 14,04 30,97 16,30 20,50 25,29 22,92
INPA F24 18,42 26,87 18,48 11,87 31,42 14,62
INPA F25 14,91 30,97 36,23 38,13 24,52 30,04
INPA F26 17,54 25,00 22,10 13,31 14,56 7,11
INPA F27 12,72 26,87 22,10 20,50 27,97 7,51
INPA F28 8,77 30,60 11,23 10,43 20,31 22,53
INPA F29 0 29,85 33,70 31,29 16,48 17,79
INPA F30 17,98 20,90 28,62 23,02 19,54 5,53
INPA F31 7,46 31,34 9,06 32,01 24,90 0

INPA F32 13,16 26,87 20,29 31,65 18,01 0

INPA F33 23,25 31,72 31,88 39,57 35,25 30,04
INPA F34 18,42 27,61 22,10 24,10 16,48 21,34
INPA F35 12,28 27,61 13,04 31,29 30,65 20,16
INPA F36 10,96 25,37 31,52 25,18 3,45 7,11
INPA F37 14,04 29,48 22,46 29,14 29,12 11,46
INPA F38 20,61 31,72 28,99 37,05 33,72 31,23
INPA F39 19,74 28,73 31,52 16,91 24,14 15,81
INPA F40 11,84 26,49 22,10 21,22 9,96 0

INPA F41 10,53 26,87 24,64 38,13 24,90 30,43
INPA F42 0 18,28 0 10,79 0 0

INPA F43 0 24,12 2,06 0,00 24,38 0

Fonte: Autoria propria.

A capacidade de fungos Trichoderma em degradar hidrocarbonetos de petrdleo foi
avaliada utilizando o indicador redox diclorofenol indofenol (DCPIP), capaz de alterar da cor
azul (oxidado) para incolor (reduzido) (BIDOIA et al., 2010). A alteracdo dessa coloragdo deve-
se a transformac&o da estrutura da molécula DCPIP. E por ser um método simples, de rapida
analise e baixo custo vem sendo utilizado para triagem de microrganismos, atuando como
indicador de enzimas intracelulares, que catalisam reacdes de oxirreducdo de hidrocarbonetos
de petroleo. CRUZ et al. (2014) sugerem que por ser um indicador reversivel, apés a oxidagdo
parcial ou total do DCPIP, o meio volta a ficar azul.

Além disso, o uso de nutrientes e aceptores de elétrons como os presentes no meio INPA

podem influenciar diretamente na atividade de degradacdo, exibindo efeitos positivos na
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biodegradacgéo. LEE et al. (2011), ao avaliarem a eficiéncia de microrganismos degradadores
concluiram que a adi¢cdo de nutrientes é necessaria para 0 aumento do crescimento microbiano
e a atividade degradadora.

Com os resultados obtidos podemos inferir que cada fungo demonstrou diferente
comportamento na modificacdo da intensidade da cor do indicador redox em funcéo da fonte
de carbono e do tempo, o que pode indicar capacidades diferentes de degradacéo entre as cepas
estudadas. Em diversos trabalhos foi constatado que os diferentes compostos de
hidrocarbonetos nem sempre séo degradados em igual proporcéo pelo mesmo microrganismo,
defendendo assim, a ideia de que cada espécie é responsavel por degradar um tipo de
componente do 6leo fazendo-se necessario o uso de consorcios para melhorar a eficiéncia da
biorremediacdo (WEBER e SANTOS, 2013).

Resultados semelhantes ao deste trabalho foram observados por OLIVEIRA et al.
(2022), ao avaliar a biodegradacao de 6leo lubrificante por Pseudomonas aeruginosa por 120h,
que alcangou uma porcentagem de degradacdo de 36,70%. AZEVEDO (2010), estudando
fungos isolados de manguezal, verificou que a mudanca da cor do indicador DCPIP ocorreu em
diferentes tempos, variando de 10h as 68h, sendo que os fungos Trichoderma apresentaram
descoloracéo total do indicador em aproximadamente 50h, indicando a capacidade de degradar
0 substrato. Em outro estudo, PESANTEZ e CASTRO (2016) verificaram que a inoculacio de
cepas de Trichoderma em solos contaminados por hidrocarbonetos reduziu em até 47% a
concentracgéo total destes compostos.

MARIANO et al. (2008), na realizacdo de experimentos in situ, observaram que 0s
melhores resultados de degradacdo foram obtidos com uso de consorcios microbianos.
Contudo, para que esses consércios sejam utilizados torna-se necessario o conhecimento da
capacidade degradativa individual dos isolados para que ocorra um sinergismo na degradacéo,
quando forem utilizados.

Desta maneira, foram selecionados dez fungos que apresentaram porcentagens de
descoloragdo igual ou superior a 30% e estabilidade na degradagédo, durante as 120h de
avaliacdo, em todas as cinco fontes de carbono avaliadas: INPA F08, INPA F23, INPA F25,
INPA F29, INPA F31, INPA F33, INPA F35, INPA F38, INPA F36 e INPA F41.

4.4 PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTES

A Tabela 8 apresenta a atividade emulsificante A/O adquirida durante o periodo de

avaliacdo de producédo de biossurfactantes para as 10 isolados de Trichoderma, nos meios de
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cultura INPA e BH. Para efeito ilustrativo, a Figura 10 mostra o teste com atividade
emulsificante nos meios minerais INPA e BH em 48h de incubacéo.

No meio mineral INPA as 24h de incubacdo a maior producdo foi observada para o
extrato INPA F29 com 3,09 UE, os demais tratamentos apresentaram AE (A/O) de 0,67 a 1,93
UE. Com 48 h, houve aumento na atividade emulsificante A/O em todos o0s extratos analisados,
sendo o extrato INPA F23 o de maior destaque com 5,45 UE e o extrato INPA F25 o de menor
AE, com 2,90 UE. Por outro lado, no meio BH, em 24h a maior AE em A/O foi do extrato
INPA F08 com 3,80 UE e as menores producdes foram para INPA F31 e INPA F36 com 1,56
e 1,24 UE, respectivamente. Em 48 h de incubacéo, apenas quatro extratos exibiram aumento
na producdo de emulsificante gua em Gleo, sendo eles: INPA F23, INPA F25, INPA F3l e
INPA F36, com médias que variaram de 1,81 a 2,53 UE.

Com relagdo a produtividade de emulsificantes, os extratos do meio INPA foram os que
alcancaram maiores médias, de 0,62 UE/d (INPA F29) a 1,89 UE/d (INPA F23) ap6s 48 h de
incubacdo, enquanto para os extratos do meio BH a cepa INPA F36 obteve a maior
produtividade com 0,62 UE/d.

Tabela 8. Atividade emulsificante gua em 6leo (CE), nos meios de cultura INPA e BH acrescido de petr6leo.
Atividade emulsificante agua em 6leo

INPA BH
AJO (UE) Produtividade AJO (UE) Produtividade
Extratos 24 h 48 h (UE/d) 24 h 48 h (UE/d)
Controle 0 c 0,01 c 0 d 0 c 0,03 ¢ 0,01 c
INPAFO8 1,02 bc 3,15 ab 1,07 b 380 a 291 a 0 c
INPAF23 1,67 abc 545 a 1,89 a 2,17 a 230 a 0,06 c
INPAF25 067 bc 290 ab 1,12 b 2,26 a 253 a 0,14 b
INPAF29 3,09 a 432 a 0,62 c 2,86 a 1,44 ab 0,00 c
INPAF31 127 bc 426 a 1,50 ab 156 ab 1,81 ab 0,13 b
INPAF33 1,62 abc 454 a 1,46 ab 3,16 a 2,34 a 0 c
INPAF35 1,76 ab 455 a 1,40 ab 3,13 a 243 a 0 c
INPAF36 193 ab 3,37 ab 0,72 c 1,24 ab 2,47 a 0,62 a
INPAF38 101 bc 324 ab 1,12 b 330 a 2,68 a 0 c
INPAF41 102 bc 422 ab 1,60 ab 3,03 a 1,80 ab 0 c
Médias 137 Y 3,64 X 241 X 208 Y

Obs.: Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5 %; minusculas nas colunas para
comparar os valores dentro de cada tratamento e maidsculas na linha para comparar 0s meios.
Fonte: Autoria propria.
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Figura 10. Atividade emulsificante nos meios minerais INPA (A) e BH (B) em dois dias de incubacéo.
Fonte: Autoria propria.
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Extrato bruto

Quanto ao indice de emulsificacdo exposto na Figura 11, no meio mineral INPA as

emulsdes se mantiveram estaveis para todas os extratos; as 24h de incubacdo o maior IE% foi
alcancado por INPA F29 (IE = 13,77) e o menor por INPA F25 (IE =3,01); apds 48h, os extratos
INPA F28 (IE = 28,37) e INPA F33 (IE = 27,96) foram 0s gque apresentaram maiores indices.
Por outro lado, no meio mineral BH, apenas cinco tratamentos apresentaram estabilidade
durante o periodo de incubacdo (INPA F23, INPA F25, INPA F31, INPA F36 e INPA F38),
sendo em 24h o maior indice obtido por INPA F08 (IE = 18,38) e as 48h pela cepa INPA F38

(IE = 16,54).
30,00 ~
25,00 A
20,00 A
15.00 ~
=
= 10,00 A
5,00 A
0,00
Controle INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA INPA
: FO8 F23 F25 F29 F31 F33 F35 F36 F38 F41
24 h - INPA 0,00 4,70 7.65 3,01 13,77 5,79 7.67 8,00 8,98 4,55 4.64
43 h - INPA 0,00 16.49 28.37 14.85 23,05 22,21 27.96 24.54 18.34 17.34 2232
m24h-BH 0,00 18.38 10,39 11,30 13,88 7,52 15.41 15.61 6,11 16,02 14,73
m48h - BH 0,10 15,92 14,12 15,68 8,84 11.26 14.38 14,69 15,22 16,54 11.23

Figura 11. indice de Emulsificagéo (IE) das cepas de Trichoderma spp. na presenca de petréleo em meios minerais
INPA e BH, as 24 e 48h.

Fonte: Autoria propria.
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Os resultados apresentados na Tabela 9, demonstram que ndo houve quantidades
elevadas de emulsificantes 6leo em agua (O/A), as 48h de avaliacdo. Nos extratos em meio
INPA acrescidos de petrdleo, os valores obtidos variaram de 0,26 UE a 0,40 UE, sendo o INPA
F35 o de maior atividade O/A. No meio BH, os extratos INPA F25, INPA F36, INPA F38 e
INPA F41 foram os de maior destaque estatisticamente, no entanto neste meio os valores
alcancados foram entre 0,12 UE e 0,20 UE.

Do mesmo modo que na produtividade emulsificante agua e 6leo (A/O), os extratos no
meio INPA foram os que obtiveram maiores médias na atividade O/A, de 0,13 UE/d a 0,20
UE/d e; no meio BH a maior produtividade foi de 0,10 UE/d com os extratos INPA F25 e INPA
F41.

Tabela 9. Atividade emulsificante 6leo em agua (densidade Optica), nos meios de cultura INPA e BH acrescido
de petréleo.

Atividade emulsificante 6leo em agua

INPA BH
Extratos O/A Produtividade O/A Produtividade
(UE) (UE/) (UE) (UE/d)
Controle 0,10 c 0,05 c 0,06 c 0,03 c
INPA F08 0,26 bc 0,13 ab 0,15 b 0,08 b
INPA F23 0,32 ab 0,16 ab 0,12 b 0,06 ab
INPA F25 0,33 ab 0,17 ab 0,19 ab 0,10 a
INPA F29 0,32 ab 0,16 ab 0,12 b 0,06 ab
INPA F31 0,28 abc 0,14 ab 0,15 b 0,08 b
INPA F33 0,30 abc 0,15 ab 0,14 b 0,07 ab
INPA F35 0,40 a 0,20 a 0,15 b 0,08 b
INPA F36 0,31 abc 0,16 ab 0,18 ab 0,09 ab
INPA F38 0,31 abc 0,16 ab 0,17 ab 0,09 ab
INPA F41 0,37 ab 0,19 a 0,20 ab 0,10 a
Médias 0,30 X 0,15 Y

Obs.: Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5 %; mindsculas nas colunas para
comparar os valores entre 0s tratamentos e maitsculas na linha para comparar os meios.
Fonte: Autoria propria.

Ao comparar as atividades de emulsificagdo considerando-se os meios nutritivos, ficou
evidente que o meio INPA influenciou em uma maior producdo dessas substancias pelos
Trichoderma. Essa diferenca entre os meios de cultura foi demonstrada estatisticamente ao
conferir qual dos dois meios formou camadas mais espessas e estabilidade de emulsificantes do
tipo 4gua em Oleo de 24h para 48h (Tabela 8) e de 6leo em agua (Tabela 9).

Os biossurfactantes tém a capacidade de emulsificar e solubilizar hidrocarbonetos,
aumentando sua biodisponibilidade para os microrganismos, o que potencializa sua taxa de
biodegradagdo (RAHMAN e GAKPE, 2008). Podendo ser analisados por sua habilidade
emulsificante ou pela reducdo de tensdo superficial (YOUSSEF et al., 2004). Para BANAT et
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al. (2014), biossurfactantes com alto peso molecular estdo associados a producgdo de emulsées
e possuem propriedades que atuam no aumento da recuperacdo e mobilidade de 6leos pesados.

Os resultados obtidos neste estudo, podem ser considerados altos quando comparados
com alguns outros presentes na literatura. CAUPER (2018) ao testar a producdo de
biosssurfactantes por Trichoderma spp. nos meios de cultura BH e INPA, em 48h alcangou
méaxima atividade agua em o6leo de 9,60 e 9,58 UE e indices de emulsificacdo de 23,42% e
23,94% e, para atividade 6leo em agua de 0,05 U a 0,08 U em meio BH e de 0,13 a 0,27 U em
INPA. Por outro lado, RODRIGUES et al. (2010), ao realizar producdo de emulsificantes em
fermentagcdo em estado sélido, por cepas de Aspergillus fumingatus, alcancaram atividade
méaxima de O/A de 6,1 UE.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 10, os extratos brutos ndo apresentaram
alteracOes expressivas nas medidas de pH. Ap6s 24h de incubacdo, ao utilizar o meio INPA o
pH variou entre 5,70 e 6,00 e no meio BH de 7,10 a 7,43. As 48h a variacdo de pH no meio
INPA manteve-se entre 5,70 e 6,00 e em BH de 7,17 a 7,53.

ADAMS et al. (2015), relatam que os fatores ambientais que afetam a biodegradacéo
sdo pH, temperatura, teor de &gua, teor de oxigénio, concentracdo de contaminantes, entre
outros. A faixa de pH esta diretamente relacionada a tenséo superficial desempenhada pelo
biossurfactante sobre o contaminante, visto que uma variacdo de pH significativa ocasionaria
precipitacdo do biossurfactante e a elevacdo na tensao superficial (BARROS et al., 2008). O
pH ideal para remediacdo microbiana esta préximo a neutralidade, 6,5 a 7,5 e o pH 6timo
levemente alcalino, ou seja, um pouco maior que 7,0, sendo os fungos mais tolerantes a
condicdes acidas quando comparados a bactérias (PEDROZO, 2002; BALBA et al., 1998).

Tabela 10. Avaliacdo de pH nos meios de cultura INPA e BH acrescido de petréleo.

Extratos* 24h 48h
INPA BH INPA BH

Controle 593 a 6,90 c 5,87 ab 6,90 c
INPA F08 570 c¢ 713 b 570 b 720 b
INPA F23 577 ¢ 7,33 ab 5,90 ab 720 b
INPA F25 6,00 a 7,30 ab 573 b 743 ab
INPA F29 580 b 727 ab 6,00 a 7,33 ab
INPA F31 590 a 7,37 ab 6,00 a 720 b
INPA F33 570 c¢ 710 b 570 b 717 b
INPA F35 577 ¢ 7,27 ab 590 ab 720 b
INPA F36 6,00 a 7,30 ab 590 ab 720 b
INPA F38 590 a 727 ab 590 ab 727 b
INPA F41 583 b 743 a 597 ab 753 a

Médias 585 B 724 B 587 A 7,24 A

Obs.: Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5 %; minusculas nas colunas para
comparar os valores dentro de cada tratamento e mailsculas na linha para comparar os meios.

*pH inicial (Oh) fase aquosa: 7,0.

Fonte: Autoria propria.
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4.6 ENSAIO DE DEGRADACAO DE HIDROCARBONETOS DE PETROLEO

Os resultados demonstram que todas as 10 cepas fungicas foram capazes de solubilizar
e diminuir significativamente o volume de petroleo, respondendo de forma distinta em relacao
aos diferentes meios de cultura (Tabela 11). Aos 5 dias de incubacdo, no meio mineral INPA a
cepa INPA F38 foi a que demonstrou maior capacidade de reducdo da mancha de petréleo com
973,05 mL seguido por INPA F41 e INPA F33, com 739,50 mL e 634,67 mL, para os demais
isolados houve uma reducdo menos acentuada, variando de 154,21 a 489,82 mL, com 0 meio
mineral BH, as cepas INPA F31 e INPA FO08 foram as de maior redugao, com 1.431,93 mL e
1.228,99 mL, o INPA F25 apresentou a menor reducéo de volume de petréleo com 50,86 mL.

Tratamentos de bioestimulacdo e biocaumentacdo sdo constantemente usados em
ambientes contaminados como estratégias de remediacdo (BOOPATHY, 2000). As cepas deste
estudo mostraram-se produtoras de biossurfactantes, fator importante no processo de
degradacéo de hidrocarbonetos. Estes metabdlitos fazem com que o 6leo passe a ter uma maior
interacdo com a agua e 0s microrganismos tenham melhor acesso ao contaminante acelerando
a degradac&o desses compostos (PIROLLO, 2006).

Tabela 11. Volume degradado do petroleo (reducéo), nos meios de cultura INPA e BH acrescido de petréleo.

Cepas INPA ] BH
mL

INPA F08 0489 d 1,229 b
INPA F23 0,154 h 0,412 f
INPA F25 0,331 e 0,051 h
INPA F29 0,477 d 0,121 g
INPA F31 0,297 f 1,432 a
INPA F33 0,634 c 0,614 d
INPA F35 0,189 g 0,604 d
INPA F36 0,329 e 0,117 g
INPA F38 0,973 a 0,762 c
INPA F41 0,739 b 0,467 e
Médias 0,461 B 0,581 A
Controle 0,077 0,064

Obs.: Letras diferentes indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a 5 %; minuUsculas nas colunas para
comparar os valores dentro de cada tratamento e maidsculas na linha para comparar 0s meios.

*Valor inicial: 5,0 mL.

Fonte: Autoria propria.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, tolerédncia a hidrocarbonetos
derivados de petréleo, avaliacdo de degradacdo e producdo de biossurfactantes, pode-se dizer
que os fungos Trichoderma tém potencial para aplicacdo em biorremediacdo de petroleo ou
seus derivados. Contudo, sdo necessarios testes adicionais, como cromatografia gasosa para

identificar quais compostos estdo sendo degradados e/ou produzidos, amostra ambiental (de



53

solos), entre outros para confirmar a possibilidade do uso desses isolados na em remediagéo de

ambientes contaminados.
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5 CONCLUSOES

O isolamento dos fungos foi bem-sucedido, tendo sido isolados 96 fungos das 16
amostras de solos coletadas, divididos em diferentes géneros;

Destes 96 fungos, 43 foram identificados como pertencentes ao género Trichoderma,
isolados de 11 amostras de solos;

Houve variacbes morfologicas no formato de estruturas (fidlides e conidios)
mensuradas nos isolados de Trichoderma, indicando diferentes especies;

Os 43 isolados de Trichoderma spp. demonstraram-se tolerantes aos hidrocarbonetos
derivados de petréleo presentes no meio, apresentando crescimentos consideraveis, quando
submetidos por quatro dias na presenca de nafta, gasolina, querosene, Oleo diesel e 6leo
lubrificante;

O crescimento dos isolados de Trichoderma spp. variou tanto dentro quanto entre as seis
fontes de carbono testadas;

Com excecdo da menor producdo de hifas na presenca dos hidrocarbonetos de petréleo,
ndo houve outras altercacdes nas caracteristicas morfoldgicas das colbnias;

Com base nos resultados obtidos nos testes utilizando o indicador redox DCPIP, os
isolados de Trichoderma mostraram capacidade de degradar hidrocarbonetos derivados do
petrdleo, sinalizada pela descoloracdo do indicador;

Dos 43 isolados, foram selecionados dez fungos que apresentaram porcentagens de
descoloracdo do DCPIP em todos os derivados testados (nafta, gasolina, querosene, 6leo diesel
e 6leo lubrificante), mostrando a capacidade de degradar todos esses hidrocarbonetos de
petréleo;

Todos os fungos do género Trichoderma foram capazes de produzir biossurfactantes;

A maior produgdo de biossurfactantes foi obtida no meio mineral INPA utilizando o
petréleo como fonte de carbono;

Os dez Trichoderma spp. testados atuaram sobre o petroleo bruto fazendo com que este
ficasse mais fluido, indicando que parte dele foi degradado;

S&0 necessarios estudos complementares, tais como efeito da temperatura e eficiéncia

de degradacéo de hidrocarbonetos (cromatografia).
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Apéndice A. Protocolo de identificagéo de Trichoderma spp.

PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO DE TRICHODERMA

Nome da cultura:

Espécie:
Periodo de incubagao:
1. Tamanho do diametro da col6nia:
2. Tipos de textura:
3. Topografia da superficie:
4. Descrigéo da morfologia do centro:

Caracteristicas Macroscopicas

5. Consisténcia:

6.Caracteristicas microscopicas:

64

7. Medidas das microestruturas da colonia:

CONIDIOFOROS | CLAMIDOSPORO FIALIDE CONIDIOS

Ot.
Comp. | Larg. | Fiali. | Comp. Larg. Comp. | Diam. | Comp. | Larg. | Carac.
Micélio/Hifa;

Septada / Cenaocitico; Hialino / Escuro; Diametro / Prosenquima; Etc.

Esporoforos:

Simples / Ramificado / Vesicula / Esterigma / Fialides / Etc.

Conidios:

Hialino / Escuro / Simples / Em cadeia / Septado / Formatado / Etc.

Outros:

Clamidosporo / Seta / Formagao de estrutura com picnidio



Apéndice B - Concentragio do indicador DCPIP nos ensaios colorimétricos pelo tempo de incubagéo, em meio INPA com nafta como fonte de carbono
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Isolados DCPIP mg/L*
0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 2,66 + 0,00 2,77 +0,01 2,68 + 0,00 2,58 +0,00 2,57 +0,00 2,60 +0,01
INPA F1 2,66 + 0,00 2,71 +0,00 2,38 +0,02 2,86 +0,00 2,88 +0,00 2,30 +0,04
INPA F2 2,26 + 0,00 2,53 +0,01 2,63 + 0,00 2,32 +0,03 2,44 +0,03 2,14 + 0,00
INPA F3 2,13 + 0,00 2,43 +0,00 2,17 + 0,00 2,66 +0,00 2,51 +0,00 2,38 +0,02
INPA F4 2,06 +0,00 2,04 +0,01 2,55 +0,01 2,15 +0,05 2,20 +0,08 2,54 +0,12
INPA F5 2,10 +0,00 2,45 +0,00 2,29 +0,01 2,43 +0,00 2,78 +0,00 2,46 +0,00
INPA F6 2,26 +0,01 2,66 +0,00 2,31 +0,01 2,17 +0,03 2,17 +0,00 2,32 + 0,00
INPA F7 2,21 + 0,00 2,76 +0,04 2,33 +0,00 2,13 +0,00 2,67 + 0,00 2,42 +0,01
INPA F8 2,31 + 0,00 2,24 +0,00 2,34 + 0,00 1,77 +0,01 1,85 +0,00 1,86 +0,00
INPA F9 2,18 +0,00 2,51 +0,00 2,03 +0,04 2,35 +0,04 2,34 +0,00 3,00 +0,00
INPA F10 2,26 +0,01 2,60 +0,02 2,46 +0,01 2,00 +0,00 2,28 +0,01 2,64 +0,00
INPA F11 2,62 +0,00 2,46 +0,00 2,38 +0,01 2,22 +0,02 2,91 + 0,05 3,00 + 0,00
INPA F12 2,55 +0,01 2,26 +0,01 2,66 + 0,00 1,85 +0,01 2,10 +0,08 1,73 + 0,00
INPA F13 2,14 +0,00 2,31 +0,01 2,19 + 0,00 2,28 +0,00 2,60 +0,04 2,63 + 0,00
INPA F14 2,18 +0,00 2,56 +0,00 2,34 +0,03 1,97 +0,03 2,44 +0,11 2,21 +0,02
INPA F15 2,69 +0,01 2,53 +0,02 2,45 + 0,04 2,17 +0,02 2,10 +0,02 1,97 +0,02
INPA F16 2,69 +0,02 2,53 +0,00 2,49 +0,01 2,75 +0,04 2,86 + 0,00 2,63 +0,01
INPA F17 2,34 +0,00 2,34 +0,00 2,26 +0,01 1,96 +0,02 2,02 +0,03 2,40 + 0,00
INPA F18 2,77 +0,00 2,31 +0,00 2,33 +0,00 2,30 +0,01 2,66 +0,09 2,51 +0,00
INPA F19 2,75 +0,01 2,58 +0,00 2,52 +0,01 2,40 + 0,05 3,13 +0,00 2,45 +0,00
INPA F20 2,66 +0,00 2,31 +0,00 2,31 +0,00 1,98 +0,03 2,25 + 0,06 1,84 +0,00
INPA F21 2,34 +0,00 2,72 +0,02 2,25 +0,00 2,00 +0,00 1,95 +0,00 1,92 +0,01
INPA F22 2,34 +0,03 2,64 +0,00 2,45 + 0,00 2,11 +0,00 2,65 + 0,05 2,17 + 0,00
INPA F23 2,06 +0,00 1,96 +0,00 1,99 +0,01 1,98 +0,00 2,01 +0,01 2,42 +0,04
INPA F24 2,21 +0,04 2,03 +0,00 1,99 + 0,00 2,45 +0,06 2,70 + 0,00 2,49 + 0,00
INPA F25 2,26 +0,01 2,34 +0,00 2,31 + 0,00 1,70 +0,01 1,79 + 0,00 1,96 + 0,00
INPA F26 2,12 + 0,00 2,12 +0,00 2,05 + 0,00 2,12 +0,01 2,76 + 0,00 2,65 +0,04
INPA F27 2,10 ,+0,00 1,94 +0,00 2,01 + 0,00 1,89 +0,01 2,04 + 0,00 2,85 + 0,00
INPA F28 2,18 +0,01 1,85 +0,01 2,32 +0,02 2,12 + 0,06 2,60 +0,14 2,88 +0,08
INPA F29 2,66 +0,00 2,31 + 0,00 2,26 +0,01 1,80 +0,02 1,85 +0,00 2,19 +0,00
INPA F30 2,08 +0,02 2,12 +0,01 2,26 + 0,00 2,17 +0,02 2,81 +0,01 2,44 +0,00
INPA F31 2,15 + 0,00 2,19 +0,00 1,98 +0,01 2,06 + 0,05 2,06 +0,00 2,28 +0,00
INPA F32 2,30 +0,00 2,57 +0,01 2,38 +0,00 2,04 +0,00 1,97 +0,00 2,19 +0,05
INPA F33 2,04 +0,01 2,46 + 0,00 2,04 +0,01 1,85 +0,04 1,72 +0,00 1,96 +0,00
INPA F34 2,04 +0,00 2,09 +0,00 2,02 +0,00 2,25 +0,00 2,52 + 0,00 2,09 + 0,00
INPA F35 2,09 +0,00 2,08 +0,02 2,13 + 0,04 1,85 +0,01 1,87 +0,01 2,51 + 0,00




INPA F36
INPA F37
INPA F38
INPA F39
INPA F40
INPA F41
INPA F42
INPA F43

2,21
2,31
2,26
2,03
2,42
2,04
2,03
2,75

+ 0,05
+0,00
+0,01
+0,00
+0,02
+0,01
+0,00
+0,04

2,62
2,28
2,26
2,08
2,55
2,66
2,97
1,84

+0,01
+ 0,00
+0,01
+0,01
+0,01
+0,00
+0,00
+0,00

2,08
2,38
2,55
2,04
2,51
2,66
2,05
1,89

+0,02
+0,00
+0,01
+0,01
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00

2,05
1,86
1,74
2,42
2,15
1,68
2,37
1,98

+0,00
+0,00
+0,00
+0,03
+0,00
+0,00
+0,07
+0,00

1,88
2,38
2,08
2,59
2,25
1,82
2,66
1,98

+0,02
+ 0,00
+ 0,05
+0,00
+0,00
+0,01
+0,07
+0,01

2,10
2,26
1,99
2,60
2,27
2,64
2,38
1,91

+ 0,000
+ 0,06
+ 0,00
+0,09
+0,00
+0,02
+0,08
+0,04
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Apéndice C - Concentragio do indicador DCPIP nos ensaios colorimétricos pelo tempo de incubagéo, em meio INPA com gasolina como fonte de carbono

67

Isolados DCPIP mg/L?
0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 2,83 +0,02 3,02 +0,00 2,67 +0,00 2,64 +0,00 2,55 +0,00 2,62 +0,03
INPA F1 3,09 + 0,04 2,73 +0,01 2,43 +0,01 2,56 +0,01 2,43 +0,03 2,75 +0,04
INPA F2 2,70 +0,08 2,48 +0,00 2,32 +0,00 2,11 +0,01 2,27 +0,01 2,09 +0,00
INPA F3 2,23 + 0,00 2,86 +0,00 2,05 +0,01 3,03 +0,00 2,61 +0,00 2,50 +0,00
INPA F4 2,36 +0,00 3,09 +0,04 2,57 +0,01 2,13 +0,00 1,87 + 0,00 1,86 + 0,00
INPA F5 2,16 +0,00 2,82 +0,03 2,16 +0,00 2,71 +0,00 2,64 +0,02 2,61 +0,00
INPA F6 2,26 +0,00 2,53 +0,00 2,22 +0,01 2,13 +0,00 2,28 +0,02 2,17 +0,02
INPA F7 2,35 +0,03 2,57 +0,01 2,51 +0,00 2,12 +0,01 2,17 +0,02 2,04 + 0,00
INPA F8 2,51 +0,00 2,57 +0,00 2,57 +0,00 1,79 +0,00 1,85 +0,00 1,88 +0,00
INPA F9 2,17 +0,01 2,54 +0,02 2,18 +0,03 2,66 +0,00 3,14 +0,00 3,08 +0,00
INPA F10 2,14 +0,01 2,47 +0,00 2,31 +0,01 2,22 + 0,04 2,48 +0,00 2,37 +0,00
INPA F11 2,84 +0,00 2,79 +0,01 2,52 +0,03 2,67 +0,08 2,28 + 0,00 2,95 + 0,00
INPA F12 2,57 +0,01 2,51 +0,00 2,36 +0,00 2,17 +0,00 2,58 +0,10 1,94 + 0,00
INPA F13 2,52 +0,00 2,80 +0,04 2,10 +0,01 2,85 +0,00 2,69 + 0,00 2,72 +0,11
INPA F14 2,18 +0,00 2,51 +0,04 1,99 +0,04 1,93 +0,01 2,41 + 0,00 2,29 +0,02
INPA F15 2,91 +0,04 3,02 + 0,07 2,46 +0,00 2,65 +0,00 2,40 + 0,00 2,85 +0,12
INPA F16 2,78 +0,00 2,67 +0,01 2,57 +0,00 2,83 +0,00 2,98 + 0,06 3,41 +0,08
INPA F17 2,57 +0,00 2,36 +0,00 2,10 +0,01 2,03 +0,00 2,41 +0,01 1,76 +0,01
INPA F18 2,77 + 0,00 2,75 +0,00 2,10 + 0,00 3,63 +0,00 2,43 +0,05 2,41 +0,00
INPA F19 2,83 +0,00 2,83 +0,00 2,36 +0,04 2,62 +0,02 2,51 +0,09 2,67 + 0,07
INPA F20 1,98 +0,02 2,51 +0,00 2,57 +0,01 2,11 +0,00 2,21 +0,05 1,79 +0,00
INPA F21 2,05 +0,00 2,11 +0,00 1,82 + 0,00 1,99 +0,00 2,00 +0,00 1,92 +0,01
INPA F22 2,15 +0,00 2,39 +0,00 2,21 +0,03 2,32 +0,00 2,44 +0,02 2,17 + 0,00
INPA F23 1,98 +0,00 2,05 +0,00 1,95 +0,01 2,08 +0,02 1,99 +0,01 2,42 +0,04
INPA F24 2,05 + 0,00 2,20 +0,00 2,00 +0,00 2,45 +0,03 2,57 + 0,00 2,49 + 0,00
INPA F25 2,05 + 0,00 2,36 +0,00 1,70 +0,00 1,85 +0,00 1,95 + 0,00 1,96 + 0,00
INPA F26 2,01 + 0,00 2,09 +0,00 2,23 +0,02 2,24 +0,00 2,54 + 0,00 2,65 +0,04
INPA F27 2,22 +0,01 2,06 +0,00 1,97 +0,02 2,25 +0,05 2,03 +0,01 2,85 + 0,00
INPA F28 2,11 +0,00 2,05 +0,00 1,98 +0,01 2,17 +0,01 2,20 +0,00 2,88 +0,08
INPA F29 2,36 +0,00 1,98 +0,02 1,76 +0,00 1,92 +0,00 2,08 +0,00 2,19 +0,00
INPA F30 1,90 +0,00 2,06 +0,00 2,23 +0,07 2,34 +0,02 2,26 + 0,00 2,44 + 0,00
INPA F31 1,99 +0,00 1,97 +0,00 1,97 +0,02 2,30 +0,00 2,22 +0,00 2,28 +0,00
INPA F32 2,19 +0,02 2,18 + 0,05 2,14 + 0,00 2,49 +0,00 2,13 +0,00 2,19 +0,05
INPA F33 2,05 +0,00 2,05 +0,00 1,65 + 0,00 1,99 +0,00 1,97 +0,03 1,96 +0,00
INPA F34 1,93 + 0,00 2,09 +0,00 2,03 +0,02 2,23 +0,00 2,71 + 0,00 2,09 + 0,00
INPA F35 2,10 +0,03 1,92 +0,00 1,99 +0,03 2,12 +0,05 2,14 + 0,00 2,51 + 0,00




INPA F36
INPA F37
INPA F38
INPA F39
INPA F40
INPA F41
INPA F42
INPA F43

2,11
2,19
2,36
2,15
2,19
2,05
191
2,31

+0,01
+0,00
+0,00
+0,00
+0,03
+0,00
+0,00
+0,01

1,96
2,02
2,05
1,96
2,18
1,98
2,04
1,93

+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+0,02
+0,00
+0,02
+0,00
+0,00

1,95
1,83
1,81
1,83
2,09
1,71
1,84
2,17

+0,01
+0,01
+0,00
+0,00
+0,00
+0,01
+0,00
+0,00

1,97
2,29
2,02
2,01
2,44
2,06
2,12
2,23

+ 0,02
+ 0,03
+ 0,04
+0,00
+0,00
+0,05
+0,00
+0,02

2,00
2,16
2,44
2,67
2,35
2,07
1,94
2,06

+0,02
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,03
+0,00
+0,00
+0,00

2,10
2,26
1,99
2,60
2,27
2,64
2,38
2,46

+0,00
+ 0,06
+0,00
+0,09
+0,00
+0,02
+0,00
+0,00
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Apéndice D - Concentragio do indicador DCPIP nos ensaios colorimétricos pelo tempo de incubagio, em meio INPA com querosene como fonte de carbono
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Isolados DCPIP mg/L?
0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 2,89 +0,00 2,82 +0,00 2,69 +0,01 2,88 +0,00 2,52 +0,00 2,64 +0,02
INPA F1 291 +0,00 2,49 +0,00 2,38 +0,02 2,97 0,00 2,32 +0,02 2,86 +0,01
INPA F2 2,16 +0,00 3,63 +0,00 2,38 +0,00 2,81 0,00 2,68 +0,00 2,22 +0,00
INPA F3 1,97 0,00 2,21 +0,00 2,01 +0,00 2,40 +0,00 2,52 +0,06 1,81 +0,00
INPA F4 2,08 +0,00 2,11 +0,02 2,33 +0,00 1,96 0,00 1,89 +0,03 1,82 +0,00
INPA F5 1,98 +0,00 2,16 +0,00 2,08 +0,00 2,52 +0,01 2,48 +0,00 2,09 +0,00
INPA F6 2,24 +0,01 2,82 +0,04 2,28 +£0,00 2,69 +0,03 2,71 +0,03 2,45 +£0,02
INPA F7 2,21 +0,00 2,44 +£0,00 2,28 +£0,00 2,57 +0,06 2,04 +0,00 2,35 +0,05
INPA F8 3,63 +0,00 2,08 +0,00 197 +0,00 181 0,01 1,95 +0,00 2,10 +0,00
INPA F9 197 0,01 2,11 +£0,00 196 +0,02 2,53 +0,00 2,66 +0,14 1,77 +0,00
INPA F10 2,25 +0,00 2,79 +£0,00 2,25 +£0,00 2,22 +0,00 2,56 +0,00 2,76 +0,06
INPA F11 2,78 +0,00 2,56 +0,03 2,39 +0,00 2,71 +0,00 2,25 +0,02 2,37 +0,03
INPA F12 2,11 +0,02 2,08 +0,00 2,11 +0,02 1,94 +0,02 191 +0,03 1,90 +0,04
INPA F13 1,98 +0,01 2,30 +0,00 2,12 +0,01 2,36 +0,03 2,30 +0,01 2,02 +0,00
INPA F14 2,21 +0,00 2,20 +0,00 2,33 +0,01 2,52 +0,00 2,93 +0,00 2,63 +0,00
INPA F15 2,84 +0,00 2,59 +0,01 2,34 +0,01 2,27 +0,01 2,11 +0,00 2,36 +0,00
INPA F16 2,88 +0,00 2,32 +0,01 2,44 +0,00 2,89 +0,03 2,64 +0,00 2,73 +0,02
INPA F17 2,08 +0,00 1,97 +0,00 2,11 +0,02 2,06 +0,03 2,09 +0,00 2,00 +0,04
INPA F18 1,95 +0,00 2,11 +0,02 1,93 +0,00 2,32 +0,02 2,33 +0,00 191 +0,04
INPA F19 2,94 +0,02 2,68 +0,00 2,31 +0,01 2,86 +0,00 2,65 +0,11 2,89 +0,00
INPA F20 2,38 +0,02 2,07 +0,00 2,08 +0,00 2,12 +0,01 1,94 +0,00 1,80 +0,00
INPA F21 2,04 +0,00 2,03 +0,00 2,42 +0,04 2,23 +0,00 2,03 +0,00 2,00 +0,00
INPA F22 2,02 +0,00 2,04 +0,01 2,58 +0,02 2,39 +0,04 2,14 +0,00 2,29 +0,03
INPA F23 2,05 +0,00 1,90 +0,00 1,99 +0,00 1,98 +0,00 1,94 +0,01 2,19 +0,00
INPA F24 1,89 +0,00 2,57 +0,00 2,04 +0,01 2,08 +0,03 2,20 +0,01 1,85 +0,00
INPA F25 1,97 +0,00 1,97 +0,00 2,11 +0,02 1,68 +0,00 1,87 +0,01 1,77 +0,00
INPA F26 1,91 +0,00 2,65 +0,00 2,15 +0,00 2,13 +0,02 2,24 +0,05 2,00 +0,01
INPA F27 2,08 +0,00 2,01 +0,00 2,08 +0,00 2,13 +0,00 1,92 +0,00 2,42 +0,00
INPA F28 2,07 +0,00 1,87 +0,00 2,10 +0,00 2,16 +0,00 1,94 +0,00 2,05 +0,00
INPA F29 2,11 +0,02 2,33 +0,00 2,07 +0,00 1,76 +0,00 1,89 +0,00 2,04 +0,00
INPA F30 1,90 +0,00 2,20 +0,04 2,01 +0,01 2,16 +0,00 2,07 +0,02 1,96 +0,01
INPA F31 2,09 +0,00 1,87 +0,01 1,90 +0,00 1,81 +0,01 1,86 +0,00 1,96 +0,00
INPA F32 2,01 +0,00 191 +0,00 2,40 +0,00 2,26 +0,01 1,92 +0,02 1,88 +0,00
INPA F33 2,26 +0,00 2,11 +0,02 2,33 +0,00 1,70 +0,01 1,82 +0,00 1,92 +0,00
INPA F34 1,87 +0,01 2,41 +0,00 2,07 +0,00 2,12 +0,02 2,31 +0,00 1,86 +0,00
INPA F35 2,03 +0,00 1,84 +0,00 197 +0,01 1,87 +0,00 1,80 +0,00 2,16 +0,00
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INPA F36
INPA F37
INPA F38
INPA F39
INPA F40
INPA F41
INPA F42
INPA F43

2,07
2,01
1,97
1,92
2,01
2,11
2,35
2,54

+0,00
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,02
+0,00
+0,03

1,96
1,94
2,33
2,51
1,99
2,11
3,15
2,08

+0,01
+0,01
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,02
+0,00
+0,01

2,20
2,51
1,97
1,94
2,45
2,33
2,47
2,51

+0,08
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,06
+ 0,04

1,91
2,08
1,68
1,97
2,26
1,68
2,88
2,42

+0,03
+0,01
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,02
+0,00

1,92
1,81
1,85
2,21
2,85
1,77
3,01
2,04

+ 0,02
+ 0,00
+ 0,00
+0,05
+0,00
+0,00
+0,00
+0,05

2,28
2,07
1,78
1,81
2,41
1,92
2,96
2,20

+ 0,05
+ 0,07
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,02
+0,05
+0,02




Apéndice E - Concentrago do indicador DCPIP nos ensaios colorimétricos pelo tempo de incubagéo, em meio INPA com 6leo diesel como fonte de carbono
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Isolados DCPIP mg/L?
0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 2,78 +0,06 2,88 +0,00 2,78 +0,03 2,78 +0,00 2,79 +0,00 2,75 +0,00
INPA F1 2,71 +0,06 2,48 +0,00 2,45 +0,01 2,46 +0,01 3,04 +0,09 251 +0,02
INPA F2 2,55 +0,00 2,70 +0,02 2,47 +0,00 2,56 +0,00 2,40 +0,00 2,07 +0,00
INPA F3 1,96 0,00 1,98 +0,00 2,14 +0,00 2,37 +0,03 2,42 +0,00 1,73 +0,00
INPA F4 2,02 +0,00 2,31 +0,02 2,31 +0,02 1,82 0,01 1,76 +0,00 2,07 +0,03
INPA F5 1,99 +0,00 2,13 +£0,00 2,55 +£0,00 2,46 +0,00 2,55 +0,02 2,47 +£0,00
INPA F6 2,48 +0,00 2,47 +0,00 2,46 +0,00 2,30 +0,02 2,44 +0,00 2,11 +0,00
INPA F7 2,46 +0,03 2,51 +£0,03 2,53 £0,00 2,39 +0,02 2,03 +0,01 2,44 +0,00
INPA F8 2,22 +0,00 2,16 +0,03 2,71 +£0,05 1,80 +0,00 1,73 +0,01 2,48 +0,00
INPA F9 199 +0,01 2,04 +0,00 2,06 +0,04 2,40 £0,00 2,35 +0,00 195 +0,04
INPA F10 2,46 +0,00 2,71 +0,02 2,80 +0,07 2,31 +0,04 2,28 +0,00 2,13 +0,03
INPA F11 3,16 +0,05 2,58 +0,01 2,48 +0,00 2,565 +0,00 2,30 +0,00 2,73 +0,03
INPA F12 2,31 +0,02 2,16 +0,00 2,31 +0,02 2,02 +0,06 1,71 +0,02 2,19 +0,00
INPA F13 1,96 +0,00 2,15 +0,01 2,37 +0,00 2,31 +0,00 2,28 +0,00 1,86 +0,02
INPA F14 2,51 +0,00 2,81 +0,00 2,84 +0,00 2,34 +0,05 2,59 +0,00 2,52 +0,02
INPA F15 2,41 +0,00 2,46 +0,00 2,49 +0,00 2,54 +0,08 2,82 +0,04 2,88 +0,06
INPA F16 2,31 +0,02 2,65 +0,00 2,63 +0,03 2,51 +0,00 2,37 +0,00 2,33 +0,01
INPA F17 2,16 +0,00 2,22 +0,00 2,64 +0,04 1,86 +0,01 1,94 +0,06 2,14 +0,00
INPA F18 1,93 +0,00 2,09 +0,01 2,20 +0,00 2,32 +0,00 2,67 +0,05 1,82 +0,02
INPA F19 2,96 +0,05 2,71 +0,05 2,31 +0,01 2,43 +0,06 2,34 +0,00 2,68 +0,00
INPA F20 2,10 +0,02 2,31 +0,02 2,19 +0,00 197 0,01 2,20 +0,06 2,29 +0,06
INPA F21 2,00 +0,00 2,22 +0,03 1,96 +0,00 2,01 +0,00 2,02 +0,02 2,03 +0,00
INPA F22 2,02 +0,00 2,40 +0,00 2,19 +0,03 2,02 +0,00 2,31 +0,00 2,87 +0,00
INPA F23 2,02 +0,00 1,94 +0,00 2,08 +0,01 2,21 +0,00 2,41 +0,00 2,51 +0,00
INPA F24 2,02 +0,00 2,10 +0,00 2,01 +0,04 2,45 +0,00 2,37 +0,00 2,56 +0,00
INPA F25 1,89 +0,00 1,93 +0,01 2,31 +0,02 1,72 +0,00 1,74 +0,00 2,10 +0,00
INPA F26 1,99 +0,00 2,16 +0,00 1,89 +0,00 2,41 +0,00 2,40 +0,00 2,21 +0,00
INPA F27 2,01 +0,00 1,99 +0,00 2,05 +0,00 221 +0,04 2,34 +0,03 2,76 +0,01
INPA F28 2,19 +0,01 1,85 +0,01 251 +0,02 2,49 +0,04 2,00 +0,01 2,22 +0,01
INPA F29 1,96 +0,00 1,93 +0,00 2,23 +0,00 191 +0,02 1,84 +0,00 1,92 +0,00
INPA F30 1,99 +0,00 2,09 +0,00 2,14 +0,06 2,14 +0,05 2,11 +0,03 2,44 +0,00
INPA F31 2,07 +0,00 1,91 +0,00 2,09 +0,02 1,89 +0,00 1,92 +0,00 2,37 +0,00
INPA F32 2,06 +0,00 2,07 +0,00 2,16 +0,03 190 +0,02 2,53 +0,00 3,03 +0,09
INPA F33 1,93 +0,00 1,92 +0,00 2,12 +0,00 168 +0,01 1,73 +0,00 1,85 +0,00
INPA F34 1,98 +0,00 2,15 +0,01 1,90 +0,00 2,11 +0,02 2,44 +0,08 2,36 +0,00
INPA F35 2,02 +0,00 1,77 +0,00 2,12 +0,02 1,91 +0,00 2,03 +0,01 2,79 +0,03




INPA F36
INPA F37
INPA F38
INPA F39
INPA F40
INPA F41
INPA F42
INPA F43

2,01
1,95
2,10
1,94
2,01
1,89
2,31
2,51

+0,01
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,02

2,12
2,29
2,14
2,06
2,05
2,16
2,07
1,73

+0,04
+ 0,00
+ 0,06
+0,00
+0,00
+0,03
+0,00
+ 000

1,93
1,93
2,11
1,79
2,22
1,93
2,07
2,47

+0,01
+0,01
+ 0,00
+0,01
+0,00
+0,00
+0,03
+0,00

2,08
1,97
1,75
2,31
2,19
1,72
2,11
2,44

+0,00
+0,03
+0,00
+0,00
+0,06
+0,01
+0,00
+0,00

2,04
1,76
1,76
1,95
2,17
1,79
2,48
1,95

+ 0,02
+0,01
+0,01
+0,00
+0,08
+0,00
+0,00
+0,04

2,15
1,93
1,87
2,11
2,19
1,79
2,13
2,73

+ 0,03
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,01
+0,00
+0,03
+0,03
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Apéndice F - Concentragio do indicador DCPIP nos ensaios colorimétricos pelo tempo de incubagio, em meio INPA com dleo lubrificante como fonte de carbono
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Isolados DCPIP mg/L*
0 hora 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas 120 horas
Controle 2,28 +0,00 2,68 +0,00 2,76 +0,00 2,78 +0,00 2,61 +0,00 2,53 +0,03
INPA F1 2,55 +0,00 2,61 +0,03 2,41 +0,00 2,46 +0,01 2,64 +0,00 2,73 +0,03
INPA F2 2,07 +0,00 2,68 +0,00 2,32 +0,00 2,56 +0,00 2,51 +0,00 2,27 +0,02
INPA F3 2,40 +0,00 1,89 +0,00 2,14 +0,00 2,37 +0,03 2,77 +0,03 2,10 +0,00
INPA F4 1,89 +0,00 2,14 +0,00 2,02 +0,00 1,82 +0,01 1,83 +0,00 1,70 +0,00
INPA F5 1,95 +0,00 2,02 +0,02 2,25 +0,00 2,46 +0,00 2,78 +0,00 2,19 +0,04
INPA F6 2,28 +0,00 2,67 +0,00 2,10 +0,00 2,30 +0,02 2,40 +0,00 2,09 +0,01
INPA F7 2,13 +0,00 2,55 +0,02 2,48 +0,01 2,39 +0,02 2,47 + 0,06 1,98 +0,01
INPA F8 1,96 +0,00 2,14 +0,00 1,94 +0,01 1,80 +0,00 2,06 +0,01 2,86 +0,17
INPA F9 1,94 +0,00 2,03 +0,02 2,24 +0,03 2,40 +0,00 2,68 +0,09 2,15 +0,03
INPA F10 2,18 +0,01 2,40 +0,00 2,34 +0,03 2,31 +0,04 2,26 + 0,00 1,95 +0,00
INPA F11 2,35 +0,00 2,50 +0,00 2,26 +0,05 2,55 +0,00 2,54 + 0,00 2,33 +0,00
INPA F12 2,10 +0,00 2,23 +0,02 1,89 +0,01 2,02 +0,06 2,02 + 0,00 2,69 +0,19
INPA F13 1,95 +0,00 2,12 +0,00 2,20 +0,00 2,31 +0,00 2,54 + 0,00 2,29 +0,00
INPA F14 2,17 +0,00 2,34 +0,00 2,21 +0,00 2,34 +0,05 2,89 +0,00 2,04 +0,00
INPA F15 2,68 +0,00 2,38 +0,01 2,42 + 0,08 2,54 +0,08 2,70 +0,11 2,93 +0,11
INPA F16 2,39 +0,00 2,33 +0,02 2,23 +0,02 2,51 +0,00 2,31 +0,00 2,88 +0,00
INPA F17 1,89 +0,01 2,10 +0,00 1,96 +0,00 1,86 +0,01 2,66 +0,15 2,23 +0,04
INPA F18 1,97 +0,00 2,00 +0,00 2,16 +0,02 2,32 +0,00 2,57 +0,03 2,06 +0,00
INPA F19 2,49 +0,01 2,39 +0,02 2,59 +0,00 2,43 + 0,06 2,24 +0,00 2,03 +0,01
INPA F20 1,96 +0,00 2,23 +0,02 2,26 +0,05 1,97 +0,01 2,05 +0,04 2,13 +0,02
INPA F21 1,99 +0,00 2,01 +0,00 2,06 +0,00 2,01 +0,00 2,00 +0,01 1,82 + 0,00
INPA F22 1,98 +0,00 1,96 +0,01 2,09 +0,02 2,02 +0,00 2,20 +0,02 3,03 + 0,00
INPA F23 1,96 +0,00 1,85 +0,00 2,31 +0,04 2,21 +0,00 1,95 +0,02 1,95 +0,03
INPA F24 1,86 +0,00 1,96 +0,00 2,25 +0,05 2,45 +0,00 1,79 +0,01 2,16 + 0,00
INPA F25 1,94 +0,00 1,85 + 0,00 1,76 +0,02 1,72 +0,00 1,97 + 0,06 1,77 + 0,00
INPA F26 1,88 +0,00 2,01 +0,01 2,15 + 0,00 2,41 +0,00 2,23 +0,04 2,35 +0,02
INPA F27 1,99 +0,00 1,96 +0,00 2,15 +0,00 2,21 +0,04 1,88 +0,00 2,34 +0,09
INPA F28 2,08 +0,01 1,86 +0,01 2,45 +0,01 2,49 +0,04 2,08 + 0,05 1,96 +0,00
INPA F29 2,35 +0,13 1,88 +0,00 1,83 +0,00 1,91 +0,02 2,18 +0,00 2,08 +0,00
INPA F30 1,87 +0,00 2,12 + 0,04 1,97 +0,02 2,14 + 0,05 2,10 +0,01 2,39 +0,00
INPA F31 2,11 +0,00 1,84 +0,00 2,51 +0,01 1,89 +0,00 1,96 + 0,04 2,64 + 0,00
INPA F32 1,98 +0,00 1,96 +0,01 2,20 +0,00 1,90 +0,02 2,14 + 0,06 2,69 + 0,00
INPA F33 1,75 +0,00 1,83 +0,00 1,88 +0,00 1,68 +0,01 1,69 +0,01 1,77 +0,02
INPA F34 1,86 +0,00 1,94 +0,00 2,15 +0,00 2,11 +0,02 2,18 + 0,05 1,99 + 0,00
INPA F35 2,00 +0,01 1,94 +0,03 2,40 + 0,06 1,91 +0,00 1,81 + 0,00 2,02 +0,03
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INPA F36
INPA F37
INPA F38
INPA F39
INPA F40
INPA F41
INPA F42
INPA F43

2,03
1,96
1,81
1,83
2,01
2,04
2,38
2,34

+0,01
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,03

2,00
1,89
1,83
191
1,97
1,96
2,19
2,03

+ 0,00
+ 0,00
+ 0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00
+0,00

1,89
2,14
1,96
1,89
2,15
2,08
2,82
2,70

+0,01
+ 0,00
+0,01
+0,01
+0,00
+0,00
+0,08
+0,07

2,08
1,97
1,75
2,31
2,19
1,72
2,48
3,02

+0,00
+0,03
+0,00
+0,00
+0,06
+0,01
+0,00
+0,00

2,52
1,85
1,73
1,98
2,35
1,96
3,16
1,97

+ 0,00
+ 0,00
+0,01
+0,00
+0,02
+0,05
+0,06
+0,00

2,35
2,24
1,74
2,13
2,54
1,76
2,54
3,02

+ 0,08
+ 0,00
+ 0,00
+0,03
+0,05
+0,00
+0,00
+0,00
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Resumo

O impacto ecolegico causado por petrileo e seus derivados vem sendo minimizado por diferentes técni-
cas de remediagdo, entre elas a biorremediacdo. A bioremediagdo usa microrganismos ou suas enzimas
para destoxificar amb entes contaminados. Estudos realizados com fungos do género Trichoderrna mos-
traram que apresentam a habilidade de usarem petrében como fonte de carbono e, por em sua maioria
nao serem patogénicos a animais e plantas, ap-esentam potencial d2 uso na descontaminagao de am-
bientes contaminados com esse produto e seus derivados O objetivo deste Irabalho foi avaliar a capa-
cidade de Trictkoderma sp. em crescerem em mzio coatendo a gasoling com» fonte de carbono. Para o
isolamento dos fungos das amostias de solos, foi utilizada a técnica de diluicao seriada até 10, em meio
de cultura Basal utilizando glicose como fonte de ca‘bono, e apds seu crescimento, foram purificados
em meio BDA. Com isso foi possivel isolar 81 fungos, sendo que 16 pertencem ao género Trichoderma.
Posteriormente, foi analisado o crascimento desses 16 fungos em meio INPA enriquecido com 0,1 mL de
gasolina. A quantificacdo do crescimento se deu pele peso da biomassa microbiana seca. Todas as 16
linhagens foram capazes de crescer em meio INFA acrescido de gasolina, sendo que osisolados INPA R43
e INPA R48 apresentaram as miaiores produgoes de biomassa, respectivamente 296 e 279 mg.

Palavras-chave: Biodegradagao, metabolismo microbiano, hidrocarboenetos.

Introducao

As contaminagoes de solos e do ambiente hidrico >or hidrocarbonetos ocorrem desde o processo de
extragao, transporte, refino, até o consumo, com a producio de gases poluentes. Tais acidentes tém um
grande efeito sobre as propriedades do ambiente cotaminado. Obs2vam-s2 com muita preocupagao,
0s casos de contaminagdo do sclo e dgua por hidrocarbonetos derivacos de patréleo, que mesmo em pe-
quenas concentragoes, podem constituir um grande perigo a satde humana e ao meio ambiente (Souza
et al.2010).

Natentativa de fazer reparo adequado em dreas contaminadas, utiliza-se uma técnica de biorremedia-
¢ao, que compreende o processo de transformacao e/ou degradagio de compostos toxicos para torna-lo
ecologicamente inofensivo (Jacques, 2010). Esse proczsso pode envolver o emprego ¢e microrganismos
inerentes ao produto contaminante e ao meio ambiente, cu ainda pede langar mao de microrganismos
exogenos (Bennet e Faison, 1997).

O crescimento microbiano e a degradagaoe de contaminént es ocorrem em fungao do meio ambiente de
uma maneira interativa: enquanto crescem e se adaptam ao meio ambiente, 0s microrganismos o alteram
através do cons amo de nutrientes e liberagao de produtos (Bragato, 2006). Assim, a eficiéncia da biorre-
mediacdo € lim tada se as condigdes fisicoquimicas como temperatura, pH, umidade ¢ disponibilidade
de outros nutrientes, além do poluente, o qual representa a fonte de energia, nao forem favoraveis a
sobrevivéncia e a atividade dos microrganismos degradadores, senda, portanto, necessario um rigoroso
controle e definigao de parametros para aplicacao dessa técnica (Boopathy, 2000; Jacques, 2010).

A habilidade de m crorganismos como fungos de adaptar rapidamente o seu metabolismo a diversas
fontes de carbono e energia é um fator essencial para sua sobrevivincia. Essa flexibilidade se deve a
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producdo de uma grande quantidade de enzimas intra e extracelulares, capazes de degradar estes com-
postos inclusive polimeros complexos (Silva e Esposito, 2004).

Fungos do género Tridioderma sdo conhecidos por sinte:izarem diversos metadalitos secu nddrios,
como inibidores de fitopatégenos antimicrobianos, produtores de fitohormbnios e enzimas como a cel s
lase e a amilase (Pandey et al.2000; Chandra er al. 2009). Estes vivem livremente no meio ambiente ou
parasitando outras espécies de fungos, podendo ser encontrados na rizosfera de p.antas, em qualquer
tipo de solo com disponibilidade de matéria organica em abundincia como fonte de cabono e nitro-
génio e em materiais vegetais em decomposi¢io (Harman, 2006; Carreras-Villasendr er al.2012), senco
colonizadores de sucesso de seus habitats. Esta caracteristica deve-se a sua capacidade degradativa co
substrato, que € realizada através de suas enzimas extracelulares (Schuster e Schmoll, 2010), tornando-os
de grande interesse econdémico,

Por apresentarem essas caracterfsticas e principalmente por raramente serem paogénicos a animais
e plantas (Espésito e Silva 1998; Kredics et al.2003; Groll e Walsh, 2001), os fungos Trichaderma podem
se tornar uma alternativa viavel para serem utilizados em processo de biorremediacdo de ambientes
contaminados por petroleo e seus derivados. Assim, o objetivo deste trabalho foi isolar e selecionar
linhagens flingicas de Trichoderma spp. e, avaliar a capacidade de crescimento das coldnias em conta:o
com gasolina,

Material e Métodos

Coleta dos solos

Foram coletadas amostras de solos ca Resarva Biologica da Campina, e das Estagdes Experimentais
de Silvicultura Tropical e Fruticultura T-opical do INPA situadas mo entorno da cidade de Manaus-AM.
As amostras foram acondicionadas em tubos falcon estéreis e encaminhadas ao Laboratério de Ecologia
e Biotecnologia de Microrganismos da Amazoaia/INPA.

Isolamento e purificagdo de Trichoderma spp.

Das amostras coletadas foram retiradas 10 g de solo e ressuspendidas em 50 mL de igua destilada
estéril e agitados por 30 minutos a 200 rpm em agitador rotativo, As amostras foram submetidas a uma
diluigdo seriada de até 107 em solugdo salina (C,85%). Posteriormente, aliquotas de 100 uL de cada dilui-
¢do foram semeadas em triplicata em meio de cultura seletivo »ara Tridhoderma em meio Basal utilizando
glicose como fonte de carbono (Leelavathi et a'.2014). As placas foram incubadas a 30 *C por cinco dias
e a medida que as coldonias surgiram, foram isoladas e purificadas utilizando-se 0 meio BDA (Batata-
Dexlrose‘Agar] nas mesmas condicoes ce cultivo do solamento.

Avaliagao do crescimento de Trichodermas spp. em contato com gasolina

Foram selecionados dezesseis fungos que apresentaram caracteristicas morfolégicas semelhantes aos
fungos do género Trichoderma. Um disco de 5 mm de diametro da borda de cada micélio do fungo
crescidos em placas de Petri contendo meio EDA foi inoculado, em triplicata, em papéis de filto
estéreis (0,58 mg) colocados sobre a superficie do meio INPA enriquecido com (0,1 mL de gasolina
cedida pelo Laboratorio pertencente a Rafinaria Isaac Sabba (REMAN), localizada na cidade de Manaus,
Amazonas, com um tratamento controle (papel filtro, gasolina @ meio mineral INPA). A gasolina foi
filtrada em membrana de 0,22 pm de paro. A incubagao foi realizada em temperatura de 15°C até o mo-
mento em que as hifas dos fungos comegaram a atingir a borda da placa. Posteriormente, os filtros com
as hifas associadas foram secos em estufa a 62°C por 48 horas e em seguida pesados. Os pesos foram
obtidos subtraindo-se o peso do filtro apds o crescimento dos fungos (Diniz, 2014).

Analise estatistica

Os dados gerados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA), pelo teste E Quando significativo, as
comparacoes de médias foram realizadas >elos testes Skott-Knot:, ao nivel de 5% de probabilidade (SISVAR).
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Resultados e Discussao

Das amostras de solos coletzdas de diferentes locais no entorno de Manaus, foram isolacos 81 fungos.
Esses fungos foram identificados inicialmente como INPA F1 a INPA FE1 e estao debositadas na Colegao
do Laboratério de Ecologia e Biotecnologia de Microrganismos ca Amazonia/INPA. Destes, dezesseis
linhagens (INPA F2, INPA F4, INPA F12, INPA F18, INPA F23, INPA F29, INPA F31, INPA F30, INPA F4l1,
INPA F43, INPA F44, INPA F46, INPA F48, INPA FS0, INPA F52, INPA F58) foram caracterizadas morfo-
logicamente como sendo Trichaderma.

Foram observadas diferengas significativas nos valores médios de peso da biomassa dos fungos tes-
tados (Figara 1). Os isolados IMPA F43 e INPA F48 apresentaram maiores peso da siomassa microbiam
seca, com 296 mg e 279 mg, respectivamente, Enquanto que os isoladas INPA F41 e F52 ndo apresenta-
ram valores satisfatoria (24 e 13 mg) até o fim do pe-iodo de avaliagiao (15 dias). Quando utilizado o meio
INPA com a gasolina (Controle), nao foi observada crescimento flingico no papel filtro, confirmando com
isso nao haver contaminantes presentes no derivado de pe:réleo.

Nota-se na figura 1, que a maioria dos tratamen:es apresentou peso superior a 80 mg, aos 15 dias d2
incubacao, sugerindo com isso que ¢ possivel e vidwel a utilizacao destes fungos num processo de biorre-
mediagdo de solos, uma vez que demonstraram adaptacao ao meio de cultura e ao derivado de petrdleo.

Resultzdos semelhantes aos encontrados neste trabalho foram descritos por Diniz (2014), que ad
real zar testes com fungos isolados de amostras de solo contaminado da Antdrtica, observoa que quatry
isolados axresentaram peso entre 151,8 e 426,4 mg, em diferentes concentrag@es de dleo diesel. Hugnes
et al. (20061, por outro lado, as avaliaram fungos isolados de solo menos contaminado com hidrocarbo-
netos, verificaram que os fungos isolados a partir de um so.o altamente impactado 3o menos tolerantes,
Para os autores, atolerancia menor dos fungos ped= ter ocorrido devido ao enriguecimente do solo com
microrganismos que degradam os hidrocarbonetos durante derramamentos anterioces de dleo.

Parr et al, (1983) descrevem que a atividade microbiologica no solo € ‘ntensamente afetada pela disponibi-
lidade de nutrientes, pela tolerancia dos microrganismos as variagoes do pH, compostos txicos, entre outros.
Segundo Maciel (2013), fungos filamentasos como o Penidilium, sdo capazes de sobreviver em ambientes
com poucos nutrientes e degradar hidrocarbonetos do querosene, Khelifi ex al. (2009), relatam que ao serem
expostos a compostos de estrutura complexa, como a gasolina 0s micrerganismos utilizam xma fonte mais
facilmente assimildvel para a oblengao de energia, para sé entio cometabolizar as moléculas mais complexas.
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Figura 1. Peso da biomassa microbiana seca das | nhagens de Thchalerma (mg), crescidos em meio INPA
vontendo gasolina,
0BS. Médias seguidas pela mesma letra nao diferen entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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Conclusdes

De um total de 81 isolados de Trichoderma da cidade de Manaus, 16 foram capazes de crescer em
meio INPA acrescido de gasolina;

Os isolados de Trichoderma de maiores pesos d2 biomassa seca, no periodo de 15 dias de crescimento
foram INPA R43 e INPA R48;

A adigdo da gasolina a0 meio de cultive nao inibiu o crescimento da maioria dos fungos isolados testa-
dos. A tolerancia e as variagdes de crescimento na presenca da gasolina foram desendentes de cada fungo;

Os testes indicam que esses fungos foram capazes de tolerarem e crescerem na presenca e gasolina,
indicando com isso potencial uso no processo de biorremediacgao de solos.
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