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RESUMO

Derramamentos durante a cadeia produtiva do petréleo ocasionam importante
contaminagao de diversos ambientes, isto devido a toxicidade dos hidrocarbonetos
aromaticos presentes. Destaca-se o tolueno, um composto agressivo ao sistema
nervoso e teratogénico, com alta mobilidade e solubilidade em agua, o que facilita o
impacto ambiental. Estudos mostram que fungos sao potenciais assimiladores de
compostos aromaticos, incentivando pesquisas sobre sua utilizacdo na recuperacao
de sitios contaminados. Este trabalho objetivou selecionar e caracterizar
degradadores de tolueno com potencial para biorremediagéo. Cinquenta fungos foram
selecionados da colegdo de micro-organismos de interesse para petréleo, gas e
biocombustiveis, da UNESP de Rio Claro, sendo todos isolados de ambientes
associados ao petréleo. Foram realizadas duas triagens para sele¢do de um micro-
organismo com maior capacidade de assimilagdo do hidrocarboneto. O primeiro teste
consistiu na avaliagdo do crescimento fungico, quando submetidos a uma atmosfera
saturada de tolueno. Deste foram escolhidos os 24 fungos com melhor produgéo de
biomassa para préxima triagem. O teste em placas foi realizado com aplicagéo do
agente redox DCPIP, o qual indica degradacao quando perde a coloragao azul. A partir
deste selecionou-se o isolado com maior crescimento e formagéo de halo incolor, o
Trichoderma complexo koningii o qual teve posteriormente sua capacidade de
degradagao avaliada por meio de cromatografia gasosa. O experimento provou a
eficiéncia da metodologia utilizada, com a obtencdo de resultados positivos da
validacdo do método e também demonstrou a eficiéncia dos frascos LA-PHA-PACK
em evitar a volatilizacdo do tolueno durante os 21 dias de experimento, sendo
confiavel a utilizagcdo deste para monitoramento do decaimento do tolueno
associando-o a degradagdo. Resultado importante, pois sdo escassas metodologias
e frascos eficazes para finalidade deste trabalho. No presente estudo os resultados
de degradacdo nao foram conclusivos, pois ndo demonstraram decaimento
significativo da concentragdo do hidrocarboneto. O fato pode estar relacionado a
concentracdo utilizada (1%), na literatura encontram-se concentragdes
significativamente menores. Devido aos resultados positivos nas triagens, esperam-
se bons resultados de degradagdo do fungo selecionado quando repetida a

metodologia de cromatografia utilizando concentragdes mais baixas.



ABSTRACT

Spills can ocurr during oil productive chain and contaminate various environments due
to the toxicity of monoaromatics hidrocarbons. Toluene stands out for being agressive
to the nervous sistem and teratogenic, with high mobility and solubility in water, which
facilitates environmental impact. Studies show that fungi are potential aromatic
compounds assimilators, encouraging new researches about its use on the recovery
of contaminated sites. This study aimed to select and characterize fungus with
potential for biorremediation of toluene. 50 fungi were selected of the Collection of
Microorganisms of Interest for Oil Gas and Biofuels, of UNESP Rio Claro, all of which
were isolated from sites contaminated with monoaromatic hydrocarbons. Two trials
were realized to select the microorganism with greater potential. The first test
evaluated fungal growth under toluene saturated atmosphere. 24 fungi were chosen
because its greater biomass production to participate in the next trial, the degradation
in plates test, where the blue redox agente, DCPIP, indicates the degradation reaction,
turning colorless. From this teste was possible to select one isolate which showed
higher growth and stronger medium discoloration as the microorganism with the
greatest potential to assimilate toluene. The Trichoderma cf. koningii had its potential
evaluated through gas cromatography. The experiment proved the efficiency of the
methodology, with positives results from the method validation and the effectiveness
demonstrated of the LA-PHA-PACK bottles to prevent the volatilization of toluene
during the 21 days of experiment. Being reliable its use for monitoring toluene decay
associating it with degradation. This results are important because there aren’t many
methodologies and vials efficient to the purpose of this work. In the present study the
degradation rates demonstrated no significant decay of the concentration of
hydrocarbon. That may be related to the toluene concentration used (1%), in other
papers are found significantly lower concentrations. That may be related to the toluene
concentration used (1%), in other papers are found significantly lower concentrations.
Due to the positive results in screening, it's expected good results of degradation with
the fungus selected when repeating the chromatography method using lower

concentrations.
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1 INTRODUGAO

Durante a cadeia produtiva do petréleo, ou seja, sua extracao, refino, transporte
e utilizagdo de seus produtos, hidrocarbonetos aromaticos e alifaticos, assim como
demais componentes do petroleo e derivados, sdo introduzidos no ambiente em
grandes quantidades (BARBOSA et al., 2009), acarretando a contaminacado de
diversos ambientes e microambientes, colocando em risco os sistemas biologicos.
Devido a grande demanda do petrdleo pela industria e o incentivo cada vez maior por
sua exploracao, a industria do petréleo € uma das principais responsaveis por liberar
compostos organicos para o meio ambiente. Tais ocorréncias exigem a realizagao de
pesquisas relacionadas com a remediacao de sitios contaminados (AISLABIE; SAUL;
FOGHT, 2006; MARIN et al., 2006).

Uma possibilidade é a aplicagdo de micro-organismos para degradagdo dos
compostos poluentes, pelo processo denominado biorremediacéo. Este baseia-se na
degradacao bioquimica dos contaminantes por meio da atividade de micro-
organismos presentes ou adicionados no local de contaminagao (BERNOTH et al.,
2000), diminuindo o contaminante a substéncias com massa molecular menor e maior
polaridade, ou a CO2 e H20 mediante mineralizacdo da molécula (ALEXANDER,
1999). A literatura recomenda a utilizagcdo de micro-organismos isolados do local
contaminado, pois sobrevivem gracas a habilidade metabdlica de assimilar as
substancias toxicas (SARKAR et al., 2005).

Fungos filamentosos e leveduras tém sido amplamente estudados para
degradagdo de compostos orgéanicos toxicos (SINGH, 2006). Fungos s&o
recomendados para o processo de biorremediagao devido a capacidade de adaptar o
seu metabolismo a diferentes fontes de carbono e energia rapidamente, além de
algumas espécies serem habeis em se adaptar a condigdes extremas. Essa
plasticidade se deve a producdo de grande quantidade de enzimas intra e
extracelulares, capazes de degradar diversas fontes de carbono, inclusive polimeros
complexos (SILVA; ESPOSITO, 2004). Ainda, os fungos filamentosos possuem
eficiente colonizagcdo e exploracdo de substratos como solos contaminados, por
possuir crescimento filamentoso e ramificado (GADD, 2001).

Dentre os beneficios e vantagens da biorremediagao esta o baixo custo, a
possibilidade de tratamento natural localizado, n&o utiliza produtos quimicos, ndo ha

grande interferéncia humana, e promove diminuigdo do residuo a niveis aceitaveis.
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Por isso, o0 método de biorremediacao tem sido considerado um dos mais eficientes,
destacando-se nos ultimos anos como uma solucido efetiva para a eliminagado de
diversos poluentes, entre eles os produtos do petréleo (PALA, 2006).

O petréleo é composto em 90% por hidrocarbonetos, que incluem os saturados,
os hidrocarbonetos aromaticos e, usualmente, compostos ciclicos de enxofre; resinas
e asfaltenos (ZILIO e PINTO, 2002). Os hidrocarbonetos aromaticos sdo mais téxicos
e possuem maior mobilidade em agua que os compostos alifaticos com mesmo
numero de carbono (TIBURTIUS; ZAMORA; LEAL, 2004).

Dentre os compostos organicos volateis encontrados no petroleo estdo os
hidrocarbonetos monoaromaticos do grupo BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e
xilenos). Sao particularmente estudados por apresentarem propriedades téxicas, por
serem 0s mais abundantes nas fragdes leves do petrdleo, como a gasolina e o 6leo
diesel, e os constituintes mais soluveis em agua e moveis. Dessa maneira séo
facilmente transportados para locais distantes do ponto de origem, e facilita a
contaminagao de lengois freaticos. E ainda, o seu pequeno tamanho molecular e baixo
ponto de ebuligdo, contribuem para que volatilizem em temperatura ambiente
constituindo um contaminante atmosférico importante (BARKER; CHATZIS;
OLIVEIRA,1995).

O tolueno (CeHsCHs3), hidrocarboneto de interesse nesse estudo, € muito
utilizado como solvente para diversas substancias (MITRA; ROY, 2011). Apresenta
toxicidade crénica mesmo em pequenas concentragdes, sendo um conhecido
supressor do sistema nervoso central (ATSDR, 2004; MELQUIADES et al., 2006),
além de ser considerado teratogénico (HAMMER, 2002). Podendo ser letal apés uma
hora de exposigdo a concentracdo de 1800 — 2000 ppm (HOBARA et al., 2000).
Apesar disso, grande quantidade de tolueno ainda € introduzida no ambiente
anualmente com o uso da gasolina e dos processos de refinamento de petrdleo
(FOSTER; TANNHAUSER; TANNHAUSER, 1994), mostrando a elevada importancia
em se desenvolver em estudos sobre a remediacdo desse composto.

Nesse contexto, o presente estudo buscou a selegdo e a caracterizagcédo de
fungos assimiladores de tolueno. Além de objetivar a aplicacdo destes micro-
organismos para remediagao de sitios contaminados, as linhagens e as informagdes
a elas associadas fomentardo o banco de dados e o acervo da colegcao de micro-
organismos de interesse para petréleo, gas e biocombustiveis da UNESP de Rio

Claro.
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2 OBJETIVOS

A partir de um conjunto de 50 isolados, escolhidos por sua associagdo com
ambientes contaminados por hidrocarbonetos e por apresentarem bom crescimento

em condi¢des de laboratorio, objetivou-se:

e Utilizar dois métodos de triagem para selecdo de um isolado de maior potencial
para assimilagao de tolueno, com base em:

e Testes de producédo de biomassa em atmosfera saturada de tolueno;
e Ensaios de biodegradacao de tolueno em placas.

e ApOs a selecao do isolado, avaliar sua capacidade de degradagcdo, mediante
analise do decaimento de tolueno utilizando cromatografia gasosa, tendo como
referéncia a linhagem padrédo CBS 110553 — Cladophialophora psammophila
indicada na literatura pela sua capacidade de utilizar o tolueno como unica fonte
de carbono e energia (BADALI et al., 2011).

e Caracterizar os isolados estudados e fomentar o acervo e o banco de dados da
colecao de micro-organismos de interesse para petrdleo, gas e biocombustiveis,
da UNESP de Rio Claro.
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3 JUSTIFICATIVA

A industria do petréleo € uma das principais responsaveis por liberar compostos
organicos para o meio ambiente, seja via gas, efluente ou por meio de sedimentos.
Alguns desses compostos estao incluidos na “Priority List” de substancias perigosas
feita pela EPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos) e Agency for
Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR), como os hidrocarbonetos poli-
aromaticos (HPAs), BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xileno), entre outros
(ATSDR, 2013). Uma estratégia promissora para a recuperagcdo de locais
contaminados baseia-se na aplicagdo de micro-organismos para degradagédo dos
compostos poluentes, mediante o processo denominado biorremediagdo. A
versatilidade microbiana € excelente para tolerancia as condi¢cdes extremas, possuem
grande capacidade para se adaptar, modificando sua maquinaria enzimatica para
enfrentar novos desafios no ambiente.

A biorremediagao promove tratamento do ambiente sem grande interferéncia
humana e além de tudo é viavel financeiramente, pois seu custo é extremamente baixo
em comparagao com outros processos principalmente fisicos, como extragao de vapor
do solo e bombeamento, entre outros, os quais sdo de alto custo, e podem gerar
problemas adicionais. Ainda as técnicas de biorremediagédo nao utilizam agua tratada
e nem produtos quimicos nocivos ao meio ambiente.

Na UNESP de Rio Claro existe uma linha de pesquisa, determinada a investigar
a aplicagdo de fungos para degradagao de compostos monoaromaticos — BTEX.
Comparado as bactérias, os fungos se destacam pela grande diversidade espécies
em ambientes terrestres, por apresentarem maior tolerancia a estresse osmaotico e
variacdo de temperatura, capacidade de viver em meios com pH acido (pH 5,5),
crescimento em ambientes com baixo grau de umidade, menor necessidade de
nitrogénio, tolerancia a altas concentragdes de gas carbdnico, capacidade de
degradar moléculas complexas como a lignina e, principalmente, ndo apresentam
restricdo quanto ao tamanho da cadeia do hidrocarboneto a ser degradada (ROSATO,
1997; TORTORA; FUNKE; CASE, 2003). Varios trabalhos mencionam o potencial
dos fungos para biorremediagao, inclusive alguns anteriormente desenvolvidos junto
ao programa de recursos humanos do Instituto de Geociéncias - PRH-05
(PRENAFETA-BOLDU, 2001; SATOW, 2008; ZHAO et al, 2010; BARON, 2011;
BARON, 2014; ATTILI-ANGELIS et al, 2014).
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Situacao do Problema

O petréleo e seus derivados sao utilizados pela sociedade desde 5 mil anos
a.C. (NEIVA, 1986), principalmente como lubrificante, querosene para lampadas e na
pavimentagao até surgir a industria petroquimica em 1930, que possibilitou utilizar-se
de derivados de petréleo como componentes de explosivos (glicerina e tolueno),
material sintético para vestimentas, como solventes, medicamentos, entre outras
utilizacdes. Com a criacdo do motor de combustdo interna e sua ado¢ao nos meios
de transporte, o consumo do petréleo e subprodutos aumentou, o que elevou sua
demanda, producdo, transporte e distribuicido (CORREA, 2003). A industria do
petroleo cresce progressivamente, com o avango da tecnologia sdo descobertos e
explorados novos campos petroliferos, com destaque atualmente para as camadas
do pré-sal, sdo também construidos ou ampliados terminais de carga e descarga de
Oleo e gas natural, assim como dutos e refinarias.

O petréleo é composto em 90% por hidrocarbonetos, que incluem os saturados
(alcanos de cadeia normal e ramificada, e cicloalcanos); os hidrocarbonetos
aromaticos, o0s quais incluem moléculas puras, cicloalcano-aromaticos (nafteno-
aromaticos) e, usualmente, compostos ciclicos de enxofre; resinas e asfaltenos,
(componentes policiclicos, de alta massa molecular, compreendendo atomos de
nitrogénio, enxofre e oxigénio) (ZILIO; PINTO, 2002). Hidrocarbonetos sao formados
por carbono e hidrogénio, componentes que variam em numero entre diferentes
hidrocarbonetos, produzindo pequenas diferencas na estrutura molecular, porém
notaveis diferengas entre as propriedades fisicas e quimicas. Os alcanos apresentam
cadeia aberta com simples ligagdes, desprovidos de insaturagdo, como exemplo o
metano (CH4). Os cicloalcanos possuem cadeia saturada e fechada, séo
hidrocarbonetos de médio e a elevada massa molecular (C10 a C35), apresentando
arranjo de 1 a 6 ciclos (PETERS; MOLDOWAN, 1993). Os hidrocarbonetos aromaticos
possuem carbonos e hidrogénios que se juntam num composto ciclico com ligagdes
simples e duplas alternadas, o conhecido anel benzénico. Também estao presentes
no petrdleo os compostos hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs) que

possuem de 2 a 4 anéis benzénicos condensados (BENTO, 2005).
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No Brasil, cerca de 20% do petréleo processado é convertido em gasolina
automotiva e 36% em O6leo diesel (MME-DNC, 1995). A gasolina é uma mistura
complexa de hidrocarbonetos parafinicos, oleofinicos, nafténicos e aromaticos. Sendo
que os compostos aromaticos constituem cerca de 10 a 59%, e os alifaticos 41 a 62%.
Os hidrocarbonetos aromaticos sdo mais téxicos e possuem maior mobilidade em
agua que os compostos alifaticos com mesmo numero de carbono (TIBURTIUS;
ZAMORA; LEAL, 2004).

A industria do petréleo € uma das principais responsaveis por liberar compostos
organicos para o meio ambiente, seja via gas, efluente ou por meio de sedimentos.
Os BTEX sé&o hidrocarbonetos monoaromaticos mais abundantes nas fragdes leves
do petréleo, como a gasolina e o 6leo diesel, sdo os constituintes mais soluveis em
agua e moveis. Dessa maneira sdao mais facilmente transportados para locais
distantes do ponto de origem. E ainda, o seu pequeno tamanho molecular e baixo
ponto de ebulicdo, contribuem para volatilizarem em temperatura ambiente
constituindo um contaminante atmosférico importante (ARAUJO, 2010 apud
BARKER; CHATZIS; OLIVEIRA, 1995).

Falhas e descuidos nos processos industriais acarretam a contaminacédo do
solo e das aguas subterraneas. Os BTEX sdo os primeiros a contaminar o solo
infiltrando no subsolo e contaminando o lencol freatico e, consequentemente, os rios.
A ocorréncia de contaminantes no solo, provocam inumeras consequéncias negativas
para os ecossistemas e recursos naturais (RODRIGUES; DUARTE, 2003). Sao
poderosos agentes depressores do Sistema Nervoso Central e causam leucemia
(EVANS et al., 1991; CORSEUL; ALVAREZ, 1996.), toxicidade crénica mesmo em
baixas concentragdes, sdo cancerigenos e possuem efeito teratogénico. Podendo
afetar tanto os animais e como os seres humanos (PEDROZA, 2009). Estudos
demonstraram a rapida absor¢cdao dos compostos BTEXs pela via pulmonar de
humanos e animais, (PEDROZO et al., 2002).

O tolueno (CeHsCHs), hidrocarboneto monoaromatico alvo deste estudo, é
encontrado tanto no petroleo bruto quanto em seus derivados, € um solvente organico
volatil, muito utilizado na produgcao de tintas, resinas, produtos de limpeza e em
acabamentos de couro e moveis (SILVA; MAINIER, 2004; MITRA; ROY, 2011). Possui
alta toxicidade, quando inalado ou ingerido em pequenas quantidades causa dores de
cabeca, confusdo mental, fraqueza, perda de memodria e pode afetar também as

fungdes dos rins e figados. Quando ingerido os sintomas mais comuns sao irritagéo
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da boca e faringe, vdmitos, dores abdominais e diarréia. E quando inalados seus
vapores pode ocorrer euforia, instabilidade emocional, cefaléia, vertigens, nauseas, e
vomitos. Se a exposigcdo a esse agente téxico for prolongada pode acontecer o
ressecamento da pele, perda de apetite, nausea, danos aos rins e figado e pode
causar danos ao cérebro (PREDROZO et al., 2002; TIBURTIUS; ZAMORA,; LEAL,
2004), podendo ser letal (HOBARA et al., 2000).

Apesar de serem os compostos mais soluveis do petréleo a maioria dos
hidrocarbonetos aromaticos possuem pouca solubilidade em agua, sendo que sua
solubilidade efetiva no ambiente depende do “efeito de co-solvéncia”, com o qual sua
transferéncia é facilitada por um composto mais soluvel. Por exemplo, o tolueno e
todos os BTEX sao misciveis em alcoois primarios (metanol e etanol), os quais séo
altamente soltuveis em agua (SILVA et al., 2002). Buscando diminuir a poluicao gerada
por automoéveis, o etanol tem sido utilizado como ingrediente na formulagdo da
gasolina (CORSEUIL et al., 1998). A combinagcdo de etanol com os compostos
monoaromaticos eleva o risco de contaminagdo aumentando a solubilidade destes na
agua (SPINELLI, 2007). No Brasil, a gasolina é aditivada com 20-25% de etanol
(FERNANDES, 2002; CIMA, 2013), permitindo a solubilizacdo de elevadas taxas de
tolueno isto permite que este fique retido no solo ndo apenas na fase gasosa,
aumentando a probabilidade de seu lixiviamento e de contaminagdo do subsolo e
aquiferos (MELQUIADES et al., 2006).

A liberagao dos hidrocarbonetos do petréleo para sub-superficie ocorre com a
migragao do liquido através da zona nao saturada do subsolo, com poros que retém
o produto, o que se denomina fase residual. Quando o contaminante alcanga o lencol
freatico, por ser pouco soluvel, é formada a fase liquida ndo aquosa (NAPL). A
duracao da transferéncia depende da massa do NAPL (leve ou pesado, de acordo
com densidade do hidrocarboneto) (GUIGUER, 1996) e da sua taxa de dissolugdo na
agua subterranea, que é afetada por diversos fatores, tais como volatilidade,
solubilidade do contaminante, velocidade do fluxo do aquifero, arranjo e tamanho dos
poros, composi¢cao da mistura de fluidos (BACKET; HUNTLEY, 2002). No caso de
NAPL com densidade menor que a da agua, o liquido se deposita no topo do nivel
d’dagua, formando uma fase livre (GUSMAO, 2002). Essa transferéncia dos
contaminantes para o lengol freatico se da tanto a partir da fase livre como da fase

residual, gerando uma pluma de contaminacao.
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Como os anéis aromaticos sao de dificil degradacédo, sdo persistentes no
ambiente por um longo periodo prejudicando os ecossistemas (SINGH, 2006). Assim,
os hidrocarbonetos aromaticos sao incorporados pela flora e nos animais, se ligam as
moléculas proteicas e ao tecido gorduroso, e sio transferidos através da cadeia
alimentar sem alteragdes de sua estrutura (TIBURTIUS; ZAMORA; LEAL, 2004). Por
esta razdo a contaminagao por hidrocarbonetos é considerada uma das grandes
preocupagdes ambientais, uma vez que interfere em todo ecossistema da area
afetada, poluindo solo, ar, aguas superficiais e subterraneas, fauna, flora e microbiota.
E ainda, a contaminacdo de aguas afeta o desenvolvimento socioeconémico da
regido, pois dificulta atividades de recreagcdo, pesca e degrada a paisagem,
prejudicando o turismo, o desenvolvimento industrial e da agricultura (PHILLIPI JR. E
MARTINS, 2005).

4.2 Micro-organismos e biorremediagao

Uma estratégia promissora para a recuperagao de locais contaminados se
baseia na aplicagdo de micro-organismos para degradagédo dos compostos poluentes,
mediante o processo denominado biorremediagdo. A versatilidade microbiana é
excelente para tolerancia as condigbes extremas, possuem grande capacidade para
se adaptar, modificando sua maquinaria enzimatica para enfrentar novos desafios no
ambiente. Nos micro-organismos podem-se encontrar atividades catabdlicas de
grande interesse, possiveis atuantes na biorremediacdo de ambientes fortemente
contaminados com compostos orgéanicos recalcitrantes toxicos (TORTELLA; DIEZ,;
DURAN, 2005). A biorremediagcdao baseia-se na degradacdo bioquimica dos
contaminantes por meio da atividade dos micro-organismos autéctones (encontrados
no local da contaminag&o), sendo uma medida passiva de remediagédo (chamada de
biorremediagdo natural), ou ainda pode ser adicionado agentes estimulantes como
nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulagdo) ou realizar o bioaumento,
inoculando consorcios microbianos enriquecidos ou uma linhagem reconhecida
degradadora (BENTO; CAMARGO; OKEKE, 2003). Essa técnica busca a recuperagao
ou remediacao de areas contaminadas, o tratamento de efluentes ou residuos sélidos
contaminados, diminuindo o contaminante a substancias menos tdxicas, ou a
mineralizando a molécula (ALEXANDER, 1999).
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A biorremediagdo promove tratamento do ambiente sem grande interferéncia
humana e além de tudo é viavel financeiramente, pois seu custo € extremamente baixo
em comparagao com outros processos principalmente fisicos, como extragao de vapor
do solo e bombeamento, entre outros, os quais sdo onerosos, e podem gerar
problemas adicionais. Por isso, 0 método de biorremediacéo tem sido considerado um
dos mais indicados para tratar ambientes contaminados, destacando-se nos ultimos
anos para a eliminagao de poluentes, como os produtos do petréleo (PALA, 2006).

Entretanto, o processo é lento e, frequentemente, faz-se necessario o
isolamento da area contaminada. A aplicacédo das técnicas pode ser feita no local (in
situ) ou ex situ, quando ha a remocg¢ao do solo contaminado devido a riscos de
dispersao do poluente para os lencgéis freaticos ou alastramento da area contaminada.
O processo in situ quando possivel € mais viavel, tanto economicamente e
ambientalmente, ocasionando menos disturbios ambientais (NANO; BORRONI;
ROTA, 2003; MARIANO, 2006).

Segundo Gutnick e Rosenberg (1977) os micro-organismos degradadores de
hidrocarbonetos possuem trés caracteristicas essenciais, um sistema eficiente para
absorver os hidrocarbonetos de interesse, com sitios especiais de ligagdo e/ou
producdo de substancia emulsificante para auxiliar o transporte do hidrocarboneto
para dentro da célula, enzimas oxigenases especificas e especificidade induzida, com
resposta positiva ao petroleo. E as estratégias de biorremediagao se dividem em trés
categorias gerais, ou 0 composto alvo € usado como fonte de carbono e energia, ou
€ enzimaticamente atacado, mas usado como uma fonte de carbono (co-
metabolismo), ou, por fim, o alvo composto ndo € metabolizado, mas é absorvido pelo
organismo (bioacumulagao). Fungos tém-se mostrado mais eficientes com co-
metabolismo e bioacumulacado do que no uso de xenobidticos como unicas fontes de
carbono (BENNETT; WUNCH; FAISON, 2001).

A reacgédo de biodegradacgao de hidrocarbonetos por micro-organismos baseia-
se em reacbOes de oxidagdo — redugdo, nas quais 0s mesmos sdo oxidados na
presenca de receptores terminais de elétrons como o oxigénio, nitrato, ferro (Ill),
sulfato e diéxido de carbono. As vias de degradacédo podem ser aerdbias e anaerobias,
de acordo com o0 modo de obtengao de energia dos micro-organismos. No processo
aerobio o oxigénio age como receptor final de elétrons e origina como produtos o
dioxido de carbono, agua e a biomassa celular, e na degradagao anaerdbia, os

receptores finais de elétrons sdo elementos quimicos como o nitrato, manganés, ion
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de ferro (lll) e dioxido de carbono (NUNES; CORSEUIL, 2007). A degradagao aerdbia
€ reconhecida mais eficiente e rapida para a biodegradagdo dos hidrocarbonetos
aromaticos, ressaltando a necessidade de oxigénio no sistema para aplicagéo de

técnicas de biorremediacao.

4.2.1 Fungos e biorremediagao

Os fungos sao micro-organismos pertencentes ao Reino Fungi, e possuem
conhecida importancia para a natureza e o ecossistema, sao os principais recicladores
de nutrientes organicos; degradam a matéria organica, liberam o didxido de carbono
na atmosfera e retornam, ao solo, os compostos nitrogenados e outras substancias
(OLIVEIRA, 2008). Estao amplamente distribuidos na natureza, sdo encontrados em
quase todos os ambientes do planeta Terra, desde no ar atmosférico, agua, solo, até
como parasitas de plantas e animais. Possuem forma, tamanho, cor e textura muito
variadas, podem ainda ser organismos unicelulares, como as leveduras ou entao
pluricelulares, como os fungos filamentosos. Além da importancia natural dos fungos,
algumas espécies contribuem economicamente para o homem, por exemplo, sé&o
utilizados na produgdo de compostos de interesse comercial, como enzimas,
antibidticos, vitaminas, pigmentos, alcoois, acidos organicos, produtos farmacéuticos,
cosméticos, alimentos entre outros, sao utilizados também como bioinseticidas e
atuam na produgdo de biocombustiveis. Devido sua capacidade de degradar,
transformar e mineralizar compostos organicos, eles sdo considerados como
possiveis degradadores de poluentes ambientais, como o petréleo e derivados.

Os fungos tém sido especialmente estudados para degradacdo de compostos
organicos toxicos (SINGH, 2006), devido a capacidade de adaptar o seu metabolismo
a diferentes fontes de carbono e energia rapidamente, além de algumas espécies
serem habeis em se adaptar a condicdes extremas. Essa plasticidade se deve a
produgdao de uma grande quantidade de enzimas intra e extracelulares, capazes de
degradar diversas fontes de carbono, inclusive polimeros complexos (SILVA,;
ESPOSITO, 2004).

Ainda, os fungos filamentosos possuem eficiente colonizagao e exploragao de
substratos como solos contaminados, devido seu modo de crescimento filamentoso e
ramificado (GADD, 2001). Em relacdo as bactérias, os fungos destacam-se pela

grande diversidade espécies em ambientes terrestres, por apresentarem maior
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tolerancia a estresse osmotico e variagdo de temperatura, capacidade de viver em
meios com pH acido (pH 5,5), crescimento em ambientes com baixo grau de umidade,
menor necessidade de nitrogénio, tolerancia a altas concentragcdes de gas carbonico,
capacidade de degradar moléculas complexas como a lignina e, principalmente, néo
apresentam restricdo quanto ao tamanho da cadeia do hidrocarboneto a ser
degradada (ROSATO, 1997; TORTORA; FUNKE; CASE, 2003).

A capacidade de assimilar e tolerar hidrocarbonetos do petrdleo tem sido
observada em varias espécies de fungos. Desde 1950, vém sendo isolados varios
fungos, degradadores de compostos derivados do petréleo, principalmente os
pertencentes dos géneros Cunnighamella, Phanerochaete, Fusarium, Candida,
Penicillium, Pleorotus, Trametes, Asperguillus, Bjerkandera, Chrysosporium
(JACQUES, 2005). Espécies de fungo negros também tornaram-se de especial
interesse em virtude da protegao e resisténcia que o pigmento melanina concede a
sua parede celular. Possuem carater extremofilo e oligotrofico e vem sido relatadas
como degradadoras de hidrocarbonetoes, incluindo os BTEX (PRENAFETA-BOLDU
et al., 2001; PRENAFETA-BOLDU et al., 2002; ZHAO et al., 2010).

Cinco isolados fungicos, identificados como deuteromicetos pertencentes aos
géneros Cladophialophora, Exophiala e Leptodontium, e o ascomiceto Pseudeurotium
zonatum, foram reconhecidos como capazes de crescer em tolueno. Foram isolados
de solo e aguas subterraneas de ambientes contaminados com gasolina a partir de
culturas de enriquecimento, como sendo uma das técnicas culturas liquidas, onde o
crescimento dos fungos foi favorecido pela combinagéo de baixo pH e baixa atividade
de agua, o que sugere que estes podem ser utilizados em biofiltros de ar para a
purificacdo de fluxos de gas que contém hidrocarbonetos aromaticos (PRENAFETA-
BOLDU et al., 2001). Os resultados foram comparados com o fungo Cladosporium
sphaerospermum, isolado de biofiltro utilizado para remover tolueno de ar, o primeiro
eucarioto descrito como degradador de tolueno (WEBER; HAGE; DE BONT, 1995)
Em um préoximo estudo a linhagem Cladophialophora sp. T1 (ATCC MYA-2335),
isolada de solo, foi capaz de crescer numa fracao soluvel em agua de gasolina que
continha os 6 componentes BTEX. Benzeno néo foi metabolizado, mas tolueno,
etilbenzeno e xilenos foram degradados por uma combinagédo de assimilagdo e co-
metabolismo. Estes trés componentes foram degradados na cadeia lateral pela
enzima monooxigenase (PRENAFETA-BOLDU et al., 2002).
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Nikolova e Nenov, 2005, mostraram o potencial dos fungos Cladophialophora
sp. e Cladosporium sp. degradarem o BTEX. O etilbenzeno foi faciimente degradado
em todos os casos, mas nenhum dos isolados foi capaz de degradar o benzeno.
Cladophialophora sp. degradou totalmente o orto e meta-xileno, tanto como substratos
individuais e em misturas com tolueno, enquanto Cladosporium sp. foi capaz de
degrada-los completamente apenas na presenca de tolueno. O para-xileno foi apenas
parcialmente assimilados em todos os testes.

Barbosa et al. (2009), utilizaram uma cepa de Aspergillus niger em reatores em
batelada, para tratamento de agua contaminada por BTX. Os autores concluiram que
este micro-organismo foi capaz de assimilar o benzeno e o tolueno do sistema. Outros
géneros também foram relatados como tolerantes e possiveis assimiladores de
hidrocarbonetos. Davies e Westlake (1979) verificaram o crescimento de 60 isolados
fungicos em n-tetradecano, tolueno, naftaleno e sete dleos brutos de petrdleo de
varias composi¢des. Quarenta apresentaram crescimento em um ou mais dos 6leos
brutos de petroleo, sendo que 28 destes foram isolados de solo. Os géneros isolados
de solos, normalmente possuem grande produgédo de conidios, como Verticillium,
Aspergillus e Penicillum, e sao 6timos em assimilar hidrocarbonetos.

Fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Acremonium,
Beauveria, Fusarium, Cladosporium e Gongronella, foram citados como possiveis
degradadores dos hidrocarbonetos do petréleo (saturados e aromaticos) com taxas
de degradacdo variando de 5 a 49%. As espécies Beauvaria alba, Penicillium
simplicissimum, P. brevicompactum, P. fenophilium e Acremonium strictum
apresentaram as maiores taxas de degradacgao, cujos valores corresponderam a 49,
45, 40, 33 e 33%, respectivamente (CHAINEAU et al, 1999). Aratjo e Lemos (2002)
também selecionaram fungos com capacidade de degradar petréleo, sendo 87,5% de
linhagens degradadoras, as quais foram agrupadas nos géneros Aspergillus,
Penicillium, Paecilomyces e Fusarium. Em outro estudo de WU e colaboradores
(2010), selecionaram trés cepas isoladas de solos contaminados com petréleo para
degradacgao de BTEX. Também foi investigado o impacto do tempo de degradacao,
teor de oxigénio, a relacdo N/P, pH, quantidade de inéculo e concentragdo de
hidrocarbonetos de petréleo na eficiéncia de remocdo dos mesmos do solo. Os
resultados demonstraram que a maior eficiéncia de remogao de BTEX foi obtida pelo
fungo F3 (Trichoderma sp.) obteve maior eficiéncia de remocao de BTEX e que o

impacto de concentragdo de hidrocarbonetos de petroleo sobre a biodegradacao foi
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significante, sendo mais degradado quando a maior concentracdo do estudo foi

utilizada, 6.78 g.m-2.

4.2.2 Cladophialophora psammophila

A espécie Cladophialophora psamophilla, linhagem ATCC MYA-2335 (CBS
110553) foi isolada pela primeira vez em 2001, a partir de solo contaminado com
BTEX. Neste estudo o fungo provou ser capaz de crescer utilizando tolueno e outros
alquilbenzenos como unica fonte de carbono e energia (PRENAFETA-BOLDU et al.
2001). Foi demonstrada novamente esta capacidade de degradagao durante novos
estudos (PRENAFETA-BOLDU et al, 2002; 2004). A espécie foi descrita por BADALI
(2011), foi feita as descrigdes morfologicas e molecular, e foi avaliada a habilidade de
assimilagao de tolueno, a susceptibilidade a antifungicos e sua viruléncia. Os testes
de patogenicidade feitos em ratos indicaram que a linhagem C. psammophila CBS
110553 nao possui fatores de viruléncia, fato que é corroborado pelo fato de o fungo
nao se desenvolver a temperaturas acima de 37°C. O antifungico contra o qual € mais
resistente € o Fluconazol, com a concentragdo minima de 32 mg/L. O teste de
degradacao, utilizando cromatografia gasosa, demonstrou que cerca de 80% do
tolueno foi recuperado na forma de COz2, 0 que indica uma mineralizagdo de quase a
totalidade do composto téxico, comprovando sua habilidade de utilizacdo deste
hidrocarboneto como unica fonte de carbono e energia. Por este motivo, € o fungo

utilizado no presente estudo como um controle positivo de assimilagao de tolueno.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Triagem

5.1.1 Teste em dessecadores com atmosfera saturada em tolueno

Metodologia para triagem foi adaptada de Zhao et al. (2010). Os 50 isolados
foram pré-selecionadas a partir de estudos realizados anteriormente, os quais
buscaram o isolamento de possiveis degradadores de hidrocarbonetos (SILVA-CRUZ,
2010; BARON, 2011; DUARTE et al., 2012). Esses fungos foram crescidos em agar
malte 2% por 7 dias e posteriormente inoculados em duplicata nos tubos de cultura
(10 mL), previamente pesados em balancga analitica, contendo 3 mL de meio mineral
(2 mL de solugao de micronutrientes: FeCl3120mg; H3BO 350mg; CuS0O4.5H20 10mg;
Kl 10mg; MnSO4 . H20 45mg; NazMoOa4 . 2H20 20mg; ZnSO4 . 7H20 75mg; CoCl2 .
6H20 50mg; AIK(SO4) . 12H20 20mg; CaCl2 . 2H20 13,25g; NaCl 10,0g; agua
destilada qg.s.p. 1000mL; para 1L de solugdo de macronutrientes: KH2PO4 4,5¢;
K2HPO4 0,5g; NH4CIl 2,0g; MgSOa4 . 7H20 0,1g; agua destilada q.s.p.1000mL).

Os tubos foram cobertos com folha de aluminio e incubados em dessecadores.

Foram preparados trés tratamentos:

1 — Controle positivo de crescimento: Nenhuma fonte de hidrocarboneto volatil foi
adicionada. No interior do dessecador apenas os tubos contendo o inéculo em meio
mineral adicionado de 4% de glicose como fonte de carbono, demonstrando o

crescimento fungico utilizando uma fonte de carbono simples;

2 — Tratamento Tolueno: No interior do dessecador havia o indculo em meio mineral
e um béquer (50 mL) contendo 15 mL de tolueno, criando-se uma atmosfera saturada
de tolueno, o qual constituira a unica fonte de carbono disponivel para o crescimento

dos micro-organismos;

3 — Controle negativo de crescimento: No interior do dessecador havia o inéculo em
meio mineral, sem glicose ou tolueno, demonstrando o crescimento dos fungos na

auséncia de fontes de carbono.
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Os dessecadores foram fechados e incubados em temperatura ambiente por
um periodo de 30 dias. Apos o periodo de incubagao foi avaliado o crescimento de
biomassa a partir da medida de seu peso seco. O conteudo dos tubos foi submetido
a secagem por 24 horas em estufa a 105 °C e entdo pesado em balanga analitica para
a obtencdo dos valores de biomassa produzida. Os isolados com os melhores

resultados foram selecionados para o préximo screening.

5.1.2 Screening em placas para ensaios de biodegradagao de tolueno.

O potencial de degradagdo de BTEX pelos isolados também foi avaliado
empregando-se o indicador redox 2,6-diclorofenol indofenol (DCPIP). O teste
fundamenta-se na transferéncia de elétrons para os aceptores (como oxigénio, nitrato
e sulfato), que ocorre durante a oxidagdo microbiana dos hidrocarbonetos. A
incorporacdao de um aceptor de elétron ao meio de cultura, no caso o DCPIP,
possibilita averiguar a capacidade dos fungos em utilizar hidrocarbonetos como
substrato. O resultado é confirmado com a mudanca de cor de azul (oxidado) para
incolor (reduzido). Esta técnica desenvolvida por Hanson et al. (1993) foi adaptada
para aplicagcdo em meio de cultura sdlido.

Os isolados foram cultivados em caldo Malte 2% por 5 dias, sob agitagdo a
28°C. Posteriormente, 1,5 mL do indculo foi transferido para uma placa de fundo reto
de 96 pocos. Por existirem espécie filamentosas, a inoculagao foi realizada em pogos
alternados para evitar contaminagao cruzada, resultando na utilizacdo de 24 pocos
por placa.

Concomitantemente, placas de Petri 100 x 20 mm foram preparadas contendo
0 meio agar Bushnell Haas (Difco™) acrescido com 1,6 mL de DCPIP (1 g/L) e 0,1 %
de Tolueno, o qual foi utilizado como fonte de carbono. Posteriormente as placas
receberam os indculos cultivados com auxilio de um replicador. O ensaio foi feito em
duplicata.

Em funcgao da volatilidade e toxicidade do substrato, ressalta-se que as placas
foram cuidadosamente vedadas e envoltas em papel aluminio devido a
fotossensibilidade do indicador DCPIP e mantidas em dessecadores durante os
experimentos. A atividade é considerada positiva mediante formagao do halo incolor
(reduzido) contrastante com a cor azul (oxidado).
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5.2 Ensaio de Cromatografia Gasosa

5.2.1 Coleta do solo para microcosmo

Amostras de solo foram coletadas no jardim experimental da UNESP — Rio
Claro, nas coordenadas 22°23'45.18"S 47°32'49.18"W (Figura 1)

O solo foi coletado de acordo com a Associacgao Brasileira de Normas Técnicas
(1986), Norma Técnica NBR 6.457: Amostras de solo - Preparagéo para ensaios de

compactacao e ensaios de caracterizagao.

Figura 1- Area de coleta das amostras de solo, no Jardim experimental da UNESP,
campus de Rio Claro.

Fonte: Préprio autor (2014)

5.2.2 Caracterizagdo microbiolégica do solo

A caracterizacao foi realizada mediante contagem das Unidades Formadoras
de Colbnias por grama de solo seco (UFC/g/ss), pela metodologia de diluigdo seriada
do solo (CLESCERI; GREENBERG; EATON, 1998).

Preparou-se uma suspensdo de 10g de solo em 90mL de solugcdo salina
estérilizada (0,85% de cloreto de sédio - NaCl) a qual doi deixada sob agitagao por 10
minutos. Apos esse periodo, procedeu-se a uma diluicdo decimal. Das dilui¢cdes
preparadas de 103 e 10, uma aliquota de 1 mL foi inoculada em meios de cultivos
apropriados, em ftriplicata, utilizando a Técnica em Profundidade (Pour Plate). Aos

meios de cultivo para o crescimento de fungos foram adicionados os antibidticos
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penicilina (11,5 uL/mL de meio) e cloranfenicol (1,92 uL/mL de meio) para que inibir o
crescimento bacteriano.

Os meios utilizados foram: Plate Count Agar (PCA) para bactérias, Sabouraud
para leveduras e Potato Dextrose Agar (PDA) para fungos filamentosos. Apds a
inoculagao, as culturas foram mantidas a 28 + 1°C. Para quantificar a UFC/g/ss foi
verificado o peso seco do solo mediante sua secagem em estufa 105°C por duas horas
(COMPANHIA DE TECNOLOGIA E SANEAMENTO AMBIENTAL, 1984).

5.2.3 Preparo do solo

Para a montagem do experimento, o solo foi seco em bandejas sob a agéo do
sol, peneirado em malha 2,0 mm (ABNT) e posteriormente triturado. Foi realizada a
medida da capacidade de campo (CC; adaptada de ANDERSON e INGRAM, 1996) e

acertada a umidade para 70% da capacidade de campo.

5.2.3.1 Capacidade de Campo (CC)

O conteudo de agua presente no solo foi determinado. Para isso pesou-se
cerca de 1 £ 0,001 g de substrato e em seguida foi colocado em estufa por 24 horas
a 105 £ 2°C. A umidade inicialmente presente no solo foi calculada pela diferenga dos
pesos (antes de depois da secagem em estufa).

Para avaliar a capacidade de campo foi adicionada agua ao solo até sua
saturagdo e depois de 24 horas foi pesado 1 + 0,001g do material encharcado para
ser levado a estufa a 105°C por 24 horas e entdo pesado novamente seco. O calculo
da CC foi obtido pela diferenca de peso entre o solo encharcado e o solo seco, a
capacidade de campo demonstra a quantidade maxima de agua necessaria para

saturar o material estudado.
5.2.3.2 Preparo do inéculo
As linhagens selecionadas, Trichoderma sp. e Cladophialophora Psammophila

foram crescidas em meio Agar-aveia e Malte 2% respectivamente, durante 10 dias,
incubadas em estufa a 25°C. Posteriormente os indéculos foram acertados para
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concentragédo de 10% em solugdo salina e entdo adicionados ao solo de acordo com

os tratamentos (quadro 1).

5.2.4 Frasco utilizado

A cromatografia gasosa € um método que permite a avaliagdo da concentragao
de um composto em um sistema ao longo do tempo, sendo indicado para detecgao
da degradacdo de um composto. O problema de se trabalhar com os BTEX,
especificamente o tolueno neste trabalho, reside em seu alto grau de volatilizagao,
fato que dificulta manter um controle do hidrocarboneto no sistema que permita uma
avaliacao correta da degradagao do composto. Essa caracteristica exige um frasco
que tenha uma eficiente vedacéao, e além disso, deve ser considerado seu tamanho,
pois para se trabalhar com micro-organismos vivos € necessario um frasco de
tamanho consideravel, para maior disponibilizacdo de oxigénio. Nesse contexto,
recomenda-se os frascos de Boston acoplados a valvulas de politetrafluoretileno
(teflon) tipo Mininert® (PRENAFETA-BOLDU et al., 2001), porém, tem custo elevado
para ser obtido no Brasil, sendo economicamente inviavel para experimentos que
necessitam de grande numero.

Em sua dissertacdo de mestrado BARON (2014) avaliou diferentes frascos e
adaptagdes buscando uma alternativa mais economica que desse suporte para as
necessidades tanto do micro-organismo quanto da metodologia. Quatro projetos
diferentes de frascos foram montados, e nenhum deles provou ser eficiente para o
propésito desejado, demostrando a dificuldade existente em experimentos como os
pretendidos nesse trabalho.

No presente trabalho foi utilizado o frasco Vial clear, 60 mL, com septo de teflon
da LA-PHA-PACK (Figura 2).



29

Figura 2 — Frascos utilizados para microcosmo

Fonte: Proéprio autor (2014). A) Frasco 60 ml LA-PHA-PACK. B) Destaque para tampa com

septo de teflon

5.2.5 Tratamentos realizados

Seis tratamentos foram realizados no ensaio para analises de cromatografia.

Cada um com 3 repetigdes. Os tratamentos estdo descritos no quadro 1.

Quadro 1 - Descrigao dos tratamentos realizados no ensaio.

Tratamento Solo Estirpe fungica
Controle Positivo 1 | Esterilizado C. psammophila
Controle Positivo 2 Nativo C. psammophila
Controle Negativo Nativo -

Ensaio 1 Esterilizado | Linhagem selecionada
Ensaio 2 Nativo Linhagem selecionada
Controle Abidtico | Esterilizado -

Fonte: Elaborado pelo autor (2014); (-) = auséncia

O controle abidtico foi preparado para monitorar a possivel perda de tolueno do
sistema e o controle negativo para verificar a capacidade de degradacao da microbiota
nativa. Para o controle positivo foi utilizada a linhagem CBS 110553 C. psammophila,
descrita na literatura por utilizar tolueno como fonte de carbono. Foi testada sua
capacidade de degradagao quando isolada de outros micro-organismos (solo estéril)

e quando em consorcio (solo nativo). Os ensaios 1 e 2 utilizaram a linhagem
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selecionada na triagem a partir do screening descrito no item 5.1, e os ensaios
testaram seu comportamento em relagao ao tolueno, em solo estéril e em solo nativo.
Quando foi o caso, o solo foi autoclavado por 50 minutos a 120°C para esterilizagao.
Foi adicionado tolueno 1% em 6 gramas de solo nos tratamentos descritos no quadro
1. Os indculos preparados como no item 5.2.3.2 foram adicionados aos devidos

tratamentos durante a montagem do experimento.

5.2.6 Analise da degradagao de tolueno na amostra

Foram realizadas analises de cromatografia gasosa para a determinacao dos
indices de degradacdo do tolueno nas amostras a serem analisadas, incluindo os
controles. O experimento foi efetuado na divisdo de Quimica Organica e Farmacéutica
do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA),
Paulinia, Sao Paulo, sob a supervisdo do doutor Adilson Sartoratto, responsavel pelas
analises, utilizacdo do equipamento de cromatografia e validagdo da metodologia. Os
extratos obtidos, como descrito no item 5.2.6.2, foram analisados utilizando-se
cromatografo a gas Agilent, modelo HP-6890 acoplado a detetor seletivo de massas
Agilent, modelo HP-5975, utilizando-se He como gas de arraste, fluxo de 1 mL / min.
A temperatura da coluna foi inicialmente 35°C, com velocidade de aquecimento
3°C/min e temperatura final de 65°C. A temperatura do injetor foi 220°C e do detector

250°C. O volume do extrato injetado foi de 1 pL.

5.2.6.1 Validagdo do método de extragdo de tolueno do solo

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢gdes quimicas, com a
comparacao, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais reconhecida
e exigida. Para garantir que um novo método analitico gere informagdes confiaveis e
interpretaveis sobre uma amostra, ele deve passar por uma série de avaliagdes
denominado validagao (RIBANI et al., 2004).

Estes estudos laboratoriais t€ém o objetivo de garantir a exatidao, seletividade,
reprodutibilidade e robustez de um método dentro de uma faixa especifica na qual o
analito sera analisado. Os principais parametros avaliados sédo exatidao, precisao,
limite de detec¢do e de quantificagdo, linearidade e faixa linear. Os quais foram
verificados neste trabalho.



31

5.2.6.1.1 Exatid&o do processo de extragdo

O célculo da exatidao mede a proximidade entre o valor obtido na analise e o
valor esperado presente na amostra. Pode ser determinada de 3 formas: 1) com a
analise de materiais certificados; 2) fazendo-se a comparagéo entre dois métodos,
sendo um deles o método oficial ou de referéncia, e 3) e testes de recuperacgado, onde
quantidades conhecidas do analito sdo adicionadas a matriz amostra (processo
conhecido como fortificagdo). Neste estudo foi realizado o teste 3, a recuperacgao,
expressa em porcentagem, € definida como a relagdo entre a concentragdo
determinada para uma amostra fortificada e a concentragao adicionada na fortificagao,

expressa pela equagao 1.

%recuperacdo  concentragdo encontrada na amostra fortificada x 100

-1
_ (Mg g™) (1)

concentragéo adicionada na amostra (ug g™')

Primeiramente foi preparado um padréo de tolueno na concentragao 2608 ug/
mL (65,2 mg de tolueno em baldo volumétrico de 25 mL, com acetato de etila) e a

partir desta solucéo, foram preparados os padrdes de trabalho de acordo com a tabela
1.

Tabela 1 - Concentracdes dos padrdes de tolueno utilizadas

Mg/ mL
130,4

260,8
521,6
782,4

1304,0
1825,6
2608,0

Fonte: Préprio autor (2014).
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Foram também preparadas 3 concentragbes (em triplicata) de amostras
contendo 0,5, 1,0 e 1,5% de tolueno em agua para serem avaliadas. Os padrdes foram

injetados no cromatografo a gas e os resultados foram colhidos e analisados.

5.2.6.1.2 Exatidao do método de analise

Da curva de calibragdo construida (média de 3 injegbes), retirou-se o ponto
intermediario, construiu-se uma nova curva com 0s pontos restantes e calculou-se o
ponto retirado para verificar a eficacia do sistema envolvido, como equipamento,

solucdes utilizadas e curva obtida.
5.2.6.1.3 Preciséo
A precisao representa o grau de disperséo entre resultados obtidos para uma

mesma amostra, analisada repetidas vezes em condi¢des idénticas. Ela pode ser

expressa pela estimativa do desvio padrao relativo (sr), equacgao 2.

Sk= 100 x s/X (2)

onde: sr = estimativa do desvio padréao relativo
s = desvio padrao

X = média dos valores

Os valores aceitaveis para a precisdo podem ser estimados em funcéo da

concentracao do analito na matriz, de acordo com a equacgao de Horwitz (equacéo 3).

Sg = 2(1-0,510gC) (3)

onde: C — concentragéo
sr — estimativa do desvio padrao relativo
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Segundo a ANVISA, uma precisdo aceitavel apresenta um DPR abaixo ou
préximo do limite superior de 5% (ANVISA, 2003). Foram realizadas 6 inje¢cdes das

concentragdes minima, intermediaria e maxima dos padrdes preparados.

5.2.6.1.4 Limites de detecg¢édo e quantificagdo

O limite de detecgéo (LD) representa a menor concentragdo do analito que
pode ser percebida, mas ndo necessariamente quantificada, com certo nivel de
confianga, utilizando um método analitico. A forma mais conveniente para o calculo
do LD é atraveés da relagdo sinal/ruido (S/R). Este método pode ser aplicado somente
em procedimentos onde o ruido da linha de base é mensuravel e é feito pela
comparagao entre os sinais de amostras com baixas concentragdes conhecidas do
composto de interesse com um branco destas amostras. O LD é definido como a
concentracado de analito a partir da qual S/R = 3, sendo o resultado expresso como a
concentracédo do analito na amostra.

O limite de quantificacédo (LQ) de um método representa a menor concentragao
de um analito que pode ser medida com precisdao e exatidado aceitaveis. Pode ser
avaliado com a relacao sinal/ruido, sendo reconhecido quando a concentragao do
analito possui S/R = 10.

Os limites de detecgao (LD e quantificagéo (LQ) foram calculados através da
relagéo sinal/ruido na regido do cromatograma proxima ao pico do tolueno de menor

concentracao, considerando-se a relagao 3:1 para LD e 10:1 para LQ.

5.2.6.1.5 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito em exame, dentro de uma
determinada faixa de concentracdo. A correlacdo entre o sinal medido e a
concentragcédo (ou massa) da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida
a priori. Na maioria dos casos, a relagdo matematica entre o sinal e a concentragao
(ou massa) da espécie deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais
medidos para amostras com concentragdes (ou massas) conhecidas dessa espécie.
Idealmente, esta relagdo pode ser expressa por uma reta chamada curva analitica.

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes descritivos dessas retas a partir de
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um conjunto de medigdes experimentais pode ser feita usando o método conhecido
como regressao linear. Além dos coeficientes angular a e linear b, também é possivel
definir o coeficiente de correlacéo r. Este parametro permite estimar a qualidade da
curva obtida. Quanto mais préximo da unidade, menor a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regresséo estimados.
Um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,999 é considerado como evidéncia

de um ajuste ideal dos dados para a linha de regressdo (ANVISA, 2003).

5.2.6.1.6 Faixa linear

Em qualquer técnica instrumental, a relagdo linear simples, descrita pela
equagao y = ax + b, so é valida em um determinado intervalo de concentracéo (ou
massa) da espécie analisada. Este intervalo no qual se pode construir uma curva
analitica linear é chamada de faixa linear dindmica, que € a faixa de concentracéo

onde a sensibilidade do método pode ser mantida constante.

5.2.6.2 Extracéo dos analitos

Primeiramente foram montados 72 tubos (60 mL), previamente esterilizados em
autoclave por 15 minutos a 120°C e identificados com os respectivos tratamentos.
Entao foram adicionados a cada tubo 6 gramas de solo, esterilizado ou ndo, de acordo
com os tratamentos (Quadro 1). Os inéculos preparados de acordo com o item
5.2.3.2, e o tolueno (1%) foram adicionados aos tubos previstos, os quais foram entao
devidamente fechados e vedados. Apds, 3 tubos de cada tratamento foram
preparados para a analise de cromatografia gasosa, para obtengédo da concentragao
de tolueno nos tempos 0, 7 dias, 14 dias e por fim 21 dias depois (T0, T7, T14 e T21),
as ftriplicatas eram sacrificadas a cada medida. Este procedimento foi realizado
segundo protocolo adaptado de Souza (2005). Foram adicionados 6 gramas de 6xido
de calcio e 30 mL de alcool isopropilico aos tubos, submetidos a agitagdo manual para
mistura de fases e posteriormente foram agitados mecanicamente em shaker por 30
minutos. Entdo, esperou-se a separacdo de fases e foi coletado 1 mL do
sobrenadante, o qual foi filtrado em membrana Millipore 0,45 mm com auxilio de

seringa, depositado em vials de leitura cromatografica e enviados para analise.
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5.3 Preservacgao das linhagens utilizadas

5.3.1 Ultracongelamento a -80 °C

Microtubos de 2mL foram devidamente identificados com o codigo dos isolados,
adicionados 300 pL de malte 2% caldo e inoculados. Esse material foi incubado por 7
dias a 25°C. Apds, foi adicionado o crioprotetor, 300 pL de glicerol 30% (concentragao
final de 15%) e agitou-se vigorosamente em vortex por 10 s e entdo adicionou-se 12-
15 pérolas de vidro (0,2 - 0,3 mm de didmetro), para servirem como suporte para o
micro-organismos. Os microtubos foram a seguir colocados a -20°C por no minimo
duas horas e entdo acondicionados em caixas plasticas no interior de ultracongelador
a -80°C (modificado de CBS, 2010).

5.3.2 Método de Castellani

Os isolados foram inoculados em meio de cultura PDA. Apds o crescimento
satisfatorio da cultura, blocos de agar (4 a 6 mm?3) contendo o micélio fungico, foram
transferidos, com o auxilio de um bisturi esterilizado, para tubos contendo de 10 a 15
mL agua destilada esterilizada, devidamente identificados. A seguir foram mantidos a
4 °C (CASTELLANI, 1939).

5.4 Identificagao dos isolados

5.4.1 Analise morfolégica

A caracterizagao morfolégica das culturas foi feita mediante observagdes macro
€ microscoépicas com o auxilio de estereomicroscépio e preparagao de laminas para
microscopia 6ptica a partir da técnica de microcultivo. Para tal, o meio de cultura foi
vertido em placa com 0,5 cm de espessura e apos solidificado, cubos de 10 x 10 mm
foram recortados e deixados sobre 0 meio de cultura, inoculados e cobertos com uma
laminula de 20 x 20 mm (Corning) esterilizada. A placa foi fechada e incubada a 25°C
(CROUS et al., 2010). Decorridos de trés a quatro dias o sistema foi aberto, retiraram-
se as laminulas e as mesmas foram colocadas sobre Iaminas contendo uma gota de

acido lactico ou azul de lactofenol, para serem analisadas sob microscopio optico.
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5.4.2 Analise molecular

5.4.2.1 Extragédo do DNA genémico

5.4.2.1.1 Leveduras

Microtubos de 1,5 mL foram identificados com o cédigo da cultura, adicionados
com 500 pL de solugao de lise esterilizada, e o equivalente a 100 uL de micro-esferas
de vidro (Sigma) autoclavadas por 15 minutos a 121°C. Micélio/células com até 10
dias de crescimento foram adicionadas e agitadas vigorosamente em vortex por 4
minutos, buscando a quebra das células para liberagao do DNA. Apds, os tubos foram
colocados em banho-maria por 1 hora a 65°C. Os procedimentos de agitacdo e
aquecimento em banho-maria foram repetidos mais duas vezes e, depois disso, 0s
tubos foram centrifugados por 15 minutos a 13.000 rpm. Em seguida, recuperou-se a
fase aquosa (aproximadamente 400 pL), que contém o DNA, em novos tubos
esterilizados previamente marcados, os quais foram armazenados a temperatura de -
20°C (modificado de Sampaio et al., 2001 e Almeida, 2005).

5.4.2.1.2 Fungos filamentosos

Foi utilizado o método de extracdo com CTAB (cetiltrimetil brometo de aménio),
modificado de Moller et al. (1992) e Gerardo et al. (2004). Em microtubos de 1,5 mL
foram adicionadas esferas de vidro e 500 uL de tampé&o de lise (TES) esterilizados e
entdo adicionou-se o fungo. Posteriormente 10 pL de proteinase K (20 mg/mL) foi
adicionada e a mistura foi agitada por 4 minutos no vértex, incubada a 65° C durante
30 minutos e agitada novamente durante 4 minutos. Em seguida 140 pL de NaCl 5M
e 64 uL de CTAB 10% foram colocados nos microtubos, os quais foram invertidos
manualmente 25 vezes e mantidos a 65° C por 60 minutos. Apds homogeneizou-se a
mistura no vortex por 4 minutos e foi centrifugada a 10.000 RPM durante 30 segundos.
Adicionou-se 600 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) e inverteram-se 0s
microtubos durante 5 minutos para entdo centrifuga-los a 12000 RPM durante 10
minutos. Novos tubos foram preparados para coletar o sobrenadante resultado da
centrifugacao, apos foram adicionados 300 pL de isopropanol 100% gelado e 50 uL

de acetato de sddio 3M pH 5,2 e invertidos os microtubos 25 vezes. Novamente foram
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centrifugados a 10.000 RPM durante 10 minutos e o isopropanol foi removido por
inversao unica dos microtubos. Apos foi adicionado 600 pL de etanol 70% gelado e
os tubos foram centrifugados a 10.000 RPM durante 10 minutos para a seguir remover
o etanol também por inversao unica. Os microtubos foram deixados em repouso
overnight na bancada e posteriormente adicionou-se 30 yL do tampéo TE (Tris 10
mM; EDTA 1 mM), agitou-se no vortex e centrifugou a amostra. O DNA extraido foi

estocado a -20°C para posterior sequenciamento.

5.4.2.2 Eletroforese

Produtos de extragcdes, amplificacdes e purificagdes foram caracterizados em
gel de agarose 1% para conferir a qualidade do procedimento. A eletroforese foi
realizada em uma cuba horizontal, onde foi adicionada a solugédo de tamp&o TBE 1X
mais agarose 1%. Antes de verter a solucdo na cuba, adicionou-se diretamente ao
gel, na concentragado 1 uL/100 mL de gel, solugao de Sybr Green para coloracdo. Foi
utilizado como padrdo um marcador de massa molecular (ladder) de 1 Kb. A corrida
foi realizada a 100V e 50 mA por 40 minutos. O gel foi visualizado sob luz ultravioleta

com o auxilio de um transiluminador e fotografado (figura 3).

Figura 3 — Fotografia do gel de eletroforese

—

.
-—
-—
—
-
.

Fonte: Préprio autor (2014). Seta indica banda do gel com DNA.
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5.4.2.3 Amplificacdo do DNA ribossomal — PCR
Para o sequenciamento foi realizada a amplificacdo da regido ITS do DNA
ribossomal a partir das amostras de DNA gendémico. Para isso, um mix de reagentes

foi preparado como indicado na tabela abaixo.

Tabela 2 - Reagentes para o MIX de PCR para amplificacéo da regido ITS

Concentragao Concentracao final Volume por
Reagentes ~ ~ ~
solugao estoque por reagao reagao (25 uL)
Solugao tampao
da Taq 10 X 1X 5,0 uL
Solugao de
MgClz 50 mM 1,5 mM 1,5 uL
Primer reverse 20 uM 0,4 um 1,0 uL
Primer forward 20 uM 0,4 um 1,0 uL
dNTP’s 25 uM 200 um 0,4 uL
Tagq DNA- 5 U/l 2U 0,4 L
polimerase
___DNA - 50-100 ng 5,0 uL
Agua ultrapura - - 10,7 uL

Fonte: Elaborado pelo autor (2014)

Em tubos de PCR (0,2 mL) primeiro a agua e o tampao foram misturados, em
seguida o dNTP e os primers e por ultimo a Taq polimerase e o DNA a ser amplificado.
Posteriormente os tubos foram colocados no termociclador (modelo Hybaid Spring).
Os primers utilizados para amplificacdo do DNA ribossomal dos fungos foram
especificos para regiao ITS1-5,8S-ITS e regiao D1/D2.

O programa de amplificagao utilizado foi: 1 ciclo de 94°C/ 2 min seguido de 30
ciclos a 94°C/30 seg, 55°C/ 30 seg, 72°C/ 1 min e 1 ciclo a 72° por 10 min. Ao final
dos ciclos um estagio hold a 4°. Para verificagdo dos produtos de amplificagcao foi
realizada eletroforese em gel de agarose 1% como realizado para verificagdo da

extracdo do DNA gendémico.

5.4.2.4 Purificagdo dos produtos da Amplificagdo (PCR)

Posterior a verificacdo da qualidade dos produtos formados na amplificagao, as

amostras foram purificadas, utilizando-se o kit “lllustra GFX PCR DNA and gel band
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purification kit”, da GE Healthcare®. Em um tubo coletor (2 ml) identificado com o
numero da amostra, foi colocada uma coluna GFX, onde foi adicionado 500 pL de
capture buffer mais DNA (100 L), entdo a solugéo foi homogeinizada. As amostras
foram centrifugadas (12.000 x g) por 1 minuto, e a solugao contida no tubo coletor foi
descartada. Foi adicionado 500 yL de Wash Buffer a coluna e foram novamente
centrifugadas e deixadas em repouso por 1 min. A coluna GFX foi ento trasferida a
novo tubo, ao qual foi adicionado 30 puL de agua Milli-Q autoclava. Os tubos foram
incubados a temperatura ambiente por 2 minutos e posteriormente centrifugados por
2 minutos a 12.000 x g, para recuperar o DNA purificado As amostras puras

resultantes foram aplicadas em gel de agarose 1% para nova checagem.

5.4.2.5 Reacéo de sequenciamento

A reagdo de sequenciamento foi feita utilizando o kit Big Dye da Life
Technologies. Foi realizada em uma placa de 96 pogos previamente banhada em UV
compativel com o sequenciador ABI 3500 xI. Em cada reacéo foi adicionado 6 uL de
agua para PCR, 2 uL do tampao Save Money (Tris-HCI e MgCI2), 0,5 yL do primer a
(5uM), 0,5 uL de Big Dye (Life Technologies) e de 0,5-3,0 uL de DNA (10-20 ng/uL),
totalizando 10 uL. O Big Dye é um reagente sensivel a luz e a temperatura, portanto
foi mantido fora do freezer o minimo possivel. Apdés o termino da ciclagem no
Termociclador a reagao foi armazenada a -20°C e protegida da luz para posterior
precipitacdo e aplicagcdo no sequenciador.

As sequéncias resultantes foram editadas utilizando-se o software BioEdit
v.7.0.5.3 (HALL, 1999), e as sequéncias consensus obtidas foram analisadas com o
uso do aplicativo BLASTn disponivel no site do NCBI (National Center for
Biotechnology Information) que compara a sequéncia apresentada as sequéncias

depositadas no GenBank.



40

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Triagem

6.1.1 Teste em dessecadores com atmosfera saturada em tolueno

O resultado de producao de biomassa dos 50 isolados analisados encontra-se
no apéndice A, e a média dos crescimentos pode ser observado no grafico 1.

O teste realizado apresentou resultados positivos para os isolados testados,
visto que os valores médios de biomassa encontradas nos tratamentos foram os
esperados. O controle positivo apresentou crescimento superior aos demais
tratamentos, com média de 1,041g (+ 0,28g) de producao de biomassa, esse resultado
pode ser atribuido ao fato da glicose ser um monossacarideo, de facil absorgao celular
e também demonstra que todos os indculos estavam viaveis. No controle negativo os
fungos demonstraram baixo crescimento, em média de 0,005g (+ 0,0099g), o que foi
compreensivel devido a auséncia de fonte de carbono e energia do meio, este
crescimento, apesar de pequeno, ocorreu provavelmente pelo uso da reserva de
carbono normalmente encontrada no inéculo. Os isolados, quando submetidos ao
tratamento com tolueno, demonstraram crescimento superior ao tratamento sem fonte
de carbono, com média de 0,016g (+ 0,001g) de biomassa produzida, o que indica
que esses micro-organismos foram capazes de utilizar o tolueno como fonte de
carbono.

O crescimento desses isolados na presenca de tolueno demonstra que os
mesmos assimilam e s&o tolerantes a toxicicidade da molécula, caracteristica
desejada em micro-organismos selecionados para biorremediagao. Nesse aspecto, a
técnica demonstrou-se muito satisfatoria para essa triagem de fungos, pois foi capaz
de evidenciar a tolerancia e utilizagdo do tolueno como fonte de energia, visto que
apresentaram média de biomassa cerca de 3 vezes superior ao tratamento sem fonte

de carbono, como esta demonstrado no grafico 1.
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Grafico 1 - Produgdo média (n=50) de biomassa.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2014). Tratamento com tolueno (T), controle negativo(C-) e controle
positivo (C+)

Foram selecionados, a partir dessa primeira triagem, 24 fungos com melhores

resultados para o préximo ensaio em placa, como listados na tabela 3.

Tabela 3 - Fungos selecionados e respectivos valores de biomassa seca.

LMA | Biomassa produzida (mg) | LMA | Biomassa produzida (mg)
C+ C- T C+ C- T

578 | 0,372 | 0,003 | 0,016 | 171 | 0,947 | 0,003 | 0,016
917 | 1,188 | 0,003 | 0,017 | 411 | 1,192 | 0,004 | 0,017
920 | 0,531 0,056 | 0,016 | 413 | 1,296 | 0,003 | 0,016
922 | 0,481 0,003 | 0,017 | 602 | 1,047 | 0,004 | 0,017
931 | 1,199 | 0,003 | 0,018 | 611 | 1,102 | 0,004 | 0,017
927 | 1,261 0,003 | 0,015 | 764 | 1,087 | 0,004 | 0,016
268 | 1,262 | 0,004 | 0,016 | 656 | 0,982 | 0,003 | 0,017
34 | 1,152 | 0,003 | 0,017 | 707 | 0,997 | 0,004 | 0,017
41 1,19 0,004 | 0,016 | 708 | 1,043 | 0,004 | 0,017
84 | 0,712 | 0,003 | 0,017 | 760 | 0,816 | 0,004 | 0,016
102 | 0,653 | 0,003 | 0,016 | 763 | 0,829 | 0,034 | 0,016
144 | 0,725 | 0,004 | 0,016 | 767 | 1,261 0,004 | 0,017

Fonte: Elaborado pelo autor (2014). Controle positivo (C+), negativo (C-) e tratamento com
tolueno (T). LMA = Laboratério de Meio Ambiente.
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6.1.2 Triagem em placas para ensaios de biodegradacgao de tolueno.

Nesse segundo método de triagem foram testados os isolados listados na
tabela 3. Na figura 4, onde registrou-se os didmetros dos halos de degradacéo,
verificou-se que dos 24 fungos, 5 apresentaram formacdo de halo mostrando
capacidade de degradacdo do tolueno, 10 apresentaram crescimento no meio
adicionado tolueno, mas sem formacao de halo, indicando apenas tolerancia ao
composto, e ndo degradacdo. Os didmetros da biomassa e halos formados estao

dispostos na tabela 4. O demais fungos ndo apresentaram crescimento.

Tabela 4 — Medidas em cm de formagao halo e biomassa no meio contendo DCPIP.

Diametro (cm)
Isolados(LMA) Halo |Biomassa

578 1,5 1,5
917 3,3 3,3
920 0,5 0,5
268 6,0 6,0
41 0,6 1,0
922 - 0,8
931 - 0,4
84 - 2,8
411 - 0,4
764 - 0,3

656 - 0,35
708 - 0,4
760 - 0,3
763 - 0,4

767 - 0,35

Fonte: Elaborado pelo autor (2014). (-) auséncia. LMA = Laboratério de Meio Ambiente.

Dentre os isolados com resultado positivo para degradagao, o fungo 454A
(figura 4, letra A), identificado como Trichoderma complexo koningii, foi selecionado
para o ensaio de cromatografia gasosa, pois apresentou maior crescimento da colénia
e formagao de halo, com 6,0 cm de didmetro. Indicando alta tolerancia ao composto

téxico e potencial degradacgao do tolueno.
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Figura 4 - Placa demonstrando mediante halo incolor a tolerancia e biodegradacgao
do tolueno pelos fungos testados.

Fonte: Autor (2014). Halos estéo indicados pelas setas. Letra (a) indica o fungo 454A.

6.2 Trichoderma complexo koningii

A espécie Trichoderma koningii foi descrita em 1902 por Oudemans e Koning,
e desde entdo tem sido uma das espécies mais citadas de Trichoderma Pers
(Hypocreales, Hypocreaceae). Em relagdo a degradagéao de hidrocarbonetos, Wu e
colaboradores (2010) demonstraram alta eficiéncia de remocdo de BTEX pela
linhagem de Trichoderma sp. O género é mencionado como capaz de degradar
hidrocarbonetos presentes em petréleo bruto (SINGH, 2006), o que também suporta
investigacdes para seu uso em biorremediagao de areas contaminadas por petréleo e
seus derivados.

Sabe-se contudo que a maioria dos trabalhos relatam o envolvimento de
diversas espécies de Trichoderma principalmente no controle de doencas de plantas
causadas por outros fungos. Em um deles, WORASATIT et al. (1994) relataram a
producao de 6-pentil-alfa-pirona por T. koningii, um inibidor de germinagao de
esporos. SONG et al. (2006), caracterizou “trichokonins” nesse micro-organismo que
sao peptaibols (antibidticos de 5-20 aminoacidos) com atividade antimicrobiana. A
literatura revela o papel de T. koningii em muitas atividades, por exemplo, filtrados de
culturas T. koningii e T. harzianum mataram 100% dos nematdides de galha em Sri
Lanka (SANKARANARAYANAN et al., 1997). Gava e Menezes (2012) demonstraram
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que T. koningii apresentou potencial para uso no controle biolégico de patogenos de
solo do meloeiro no Vale do Sdo Francisco. SILVA et al (2012) demonstraram a
produgao de quitosanase por esta linhagem, uma enzima que sintetiza oligdmeros a
partir de glucana como fonte de carbono, e tem aplicagao na industria farmacéutica e
de quimica fina. O fungo também beneficia a saude das plantas e consumo de
nutrientes, é altamente ativo na biomineralizacdo de cristais de oxalato de calcio no
solo (OYARBIDE; OSTERRIETH; CABELLO, 2001).

A producao de antibiéticos como dermadin e trichoviridin por T. koningii ja foi
relatada (TAMURA; KOTANI; NARUTO, 1975), assim como a producdo de
antifungicos como o acido koningico (ENDO; KANBE, 1981; ENDO et al, 1985).
Halliwell (1965), apud Wood (1968), mostrou a capacidade de solubilizagao de
celulose nativa, na forma de fibras de algodao, por T. koningii.

Até o momento a espécie Trichoderma koningii ainda nao foi descrita como
possivel degradador de tolueno, porém seu amplo espectro enzimatico e os resultados

apresentados neste estudo incentivam o aprofundamento nessa diregao.

6.3 Solo para ensaio de Cromatografia gasosa

6.3.1 Analise fisico-quimica

O solo coletado em ftriplicata foi analisado no Departamento de Solos e Adubos

da Unesp de Jaboticabal, SP. Os resultados estao registrados nos anexos A e B.

6.3.2 Analise microbiologica

A quantificagdo de numero de micro-organismos encontrado no solo esta
registradoo na tabela 5. Verificou-se que o solo tinha 0,17 g de 4gua e seu peso seco
corresponde a 0,83g, valor utilizado para o quantificar o UFC/g/ss (Tabela 5). Os
valores registrados demonstraram alta abundéncia microbiana no solo amostrado,

qualidade importante para o presente estudo.
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Tabela 5. Numero (10%) de UFCs em meios de cultivo diferentes.

Amostra PDA PCA SAB

1 5 54 9
2 10 62 6
3 5 41 6
Valor médio 6,67 52 7

UFC/g/ss 8,03 63,05 8,43

Fonte: Elaborado pelo autor (2014). Meios PDA (Potato Dextrose Agar), PCA (Plate Count
Agar) e SAB (Sabouraud).

6.3.3 Calculo da Capacidade de Campo

Primeiramente foi calculada a umidade inicial do solo, para que fosse possivel
determinar o quanto de solugao teria de ser adicionada ao solo para que sua saturagao
atingisse 70%. A umidade inicial encontrada foi de 12%, valor obtido a partir da média
entre 3 réplicas. Posteriormente, calculou-se a quantidade maxima que o solo suporta
até sua saturacdo completa, o valor obtido entre 3 réplicas foi 46%, dessa maneira,
para calcular a capacidade de campo, € necessario subtrair o valor de umidade inicial
pelo valor de umidade maxima, obtendo entdo a quantidade necessaria de solugao
para atingir 100% de umidade.

A partir do conhecimento destes valores foi possivel calcular quanto de solugao
€ necessaria para atingir 70% de saturagéo do solo, que resultou em 0,24 ml/g de

solo.
6.4 Validagao do método analitico
6.4.1 Exatidao
Os padrbées foram injetados no cromatografo a gas, obtendo-se os valores de

integracdo demonstrados na tabela 6. Com esses resultados construiu-se uma curva

analitica (curva de calibracao) (grafico 2)



Tabela 6 — Valores de integragcado de acordo com os padrdes

Conc. (ug/mL) | Area1 Area 2 Area 3 Média
130,4 20080248 19038213 18717826 19278762
260,8 35127119 36084987 36552657 35921588
521,6 72745441 72998911 71909210 72551187
7824 103806067 | 105129487 | 108174696 | 105703417

1304,0 177110820 | 175058564 | 179511900 | 177227095
1825,6 245507168 | 247867681 | 246741472 | 246705440
2608,0 342467487 | 348625323 | 348772091 346621634

Fonte: Préprio autor (2014).

Grafico 2 — Curva de calibracado dos padrdes de tolueno
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Fonte: Préprio autor (2014).

A tabela 6 e o grafico 2 demonstram que concentragdes entre 130,4 pg/mL e
2608,0 pg/mL

determinacgédo (R?) indica, em percentagem, o quanto o modelo consegue explicar os

resultardo em uma resposta proporcional. O coeficiente de
valores observados. Quanto maior o R (0 a 1), mais explicativo € modelo, melhor ele
se ajusta a amostra. Nesse caso, o R? é 0,9998, isto significa que 99,98% da variavel

dependente consegue ser explicada pelos regressores presentes no modelo.
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6.4.2 Exatidao do processo de extragao

As inje¢des das amostras teste com 0,5, 1,0 e 1,5% de tolueno, resultaram nos
valores descritos na tabela 7. Os resultados comprovam que o método utilizado para
extracdo e para analise do analito € confiavel. Visto que para a extragao os resultados
mostrados na tabela 7, a média encontrada de recuperacao foi 71% e segundo o
INMETRO (2003), assume-se aceitavel uma recuperagéo maior ou igual 80 %, com
desvio de 15%, diminuindo para 68%. Assim, o valor encontrado de recuperagao por
essa metodologia pode ser considerado suficiente. Fatores como o alto grau de
volatilidade do analito facilita perdas durante a manipulacdo do sistema no qual se
encontra, o que torna compreensivel uma recuperagdo nao tao eficiente e ainda,
segundo ANVISA (2003), se o método obtiver boa preciséo, pode ser aceitavel baixas

recuperacoes (item 6.4.4).

Tabela 7 — Valores em pyg/mL de recuperacéo de tolueno

Amostra (%) Area Conc. Conc. Média | Recuperagao (%)
0,5 (1) 80118334 584,75
0,5 (2) 82878518 605,55 590,81 59,08
0,5 (3) 79770589 582,13
1,0 (1) 202998153 1510,7
1,0 (2) 206165078 | 1534,57 1549,84 77,49
1,0 (3) 215413523 | 1604,26
1,5 (1) 288465719 | 2154,74
1,5 (2) 324316478 | 2424,89 2312,06 77,07
)

315246852 2356,55
Média 199485916 |1484,237778| 2312,06 71,21

Fonte: Proprio autor (2014)

6.4.3 Exatidao do método de analise

Para a obtencéo do grau de exatidao do método de analise, foi retirado da curva
de calibragéo construida (grafico 2) o ponto intermediario (782,4 ug/mL) (tabela 6) e
construiu-se uma nova curva com os pontos restantes e calculou-se o ponto retirado

(grafico 3 e tabela 8), para verificar a aproximagao do ponto encontrado com o ponto
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calculado. A analise do analito demonstrou possuir alta exatidao, 99,3 £ 2,2, como

pode ser observado na tabela 8, o que reforga a confiabilidade do método.

Grafico 3 - Curva de calibragdo sem o ponto médio (782,4 pg/mL).
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Fonte: Préprio autor (2014)

Tabela 8 — Calculo do ponto médio a partir da curva de calibragao

Valor esperado Area obtida Valor calculado Exatidao (%)
(Hg/ml) (ug/mL)
103806067 762,3 97,4
782,4
105129487 772,3 98,7
108174696 795,3 101,6
Média 776,63 99,3+2,2

Fonte: Proprio autor (2014)
6.4.4 Precisao (repetibilidade)
Foram realizadas 6 injegcdes das concentragcbes minima (130,4 pg/mL),

intermediaria (782,4 ug/mL) e maxima (2608,0 ug/mL) dos padrbées preparados para
obtencao da média, desvio padrao (s) e o desvio padrao relativo (Sr). O S mede a
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variabilidade dos valores a volta da média e o Sr € a relagao entre o desvio absoluto
e a média. Os resultados estao expostos na tabela 9. O Sr da menor concentragao
aplicada demonstra que houve maior variagdo entre os valores obtidos do que nas
outras concentragdes, 0 que sugere maior precisdo por parte da metodologia para
analise de concentragdes mais altas. Assim sendo, segundo a ANVISA a precisao é
aceitavel em todas as situacdes, pois apresenta um Sr abaixo ou proximo de 5%
(ANVISA, 2003).

Tabela 9 — Precisdo metodoldgica para diferentes concentragdes em ug/ml de

analito
Replicata Resultados em area
130,4 782,4 2608,0
1 20080248 | 103806067 | 342467487
2 19038213 | 105129487 | 348625323
3 18717826 | 108174696 | 348772091
4 19882606 | 106752583 | 347338905
5 21258772 | 106501701 | 352251736
6 21109393 | 107159016 | 350291112
Média 20014510 | 106253925 | 348291109
Desvio padrao (s) 1039540 1554025 3312125
Desvio padrao relativo (sr, %) 5,19 1,46 0,95

Fonte: Préprio autor (2014)

6.4.5 Limites de deteccdo e quantificagcao

Os limites de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados utilizando a
relagéo sinal/ruido na regido do cromatograma proxima ao pico do tolueno de menor
concentragéo (130,4 pg/mL), considerando-se a relagdo 3:1 para LD e 10:1 para LQ.
Segundo medidas tomadas no grafico (grafico 4 e 5), a abundancia do padrao (130,4
pMg/mL) resultou em 705.000 unidades de area e a abundéancia do ruido em 4.400
unidades de area. Seguindo uma regra de trés simples, a concentragédo de tolueno
encontrada no ruido seria 0,81 pg/mL. Assim, o limite de detecgéo resultou em 2,43
pg/ml (3 x 0,81) e o limite de quantificagdo em 8,10 pg/mL (10 x 0,81). Ou seja, a
concentragdo minima que é reconhecida como um pico é 2,43 pg/mL, porém a

concentragédo a partir da qual a metodologia da seguranga para quantificar € 8,10
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pg/ml. Valores de sensibilidade suficientes para o estudo em desenvolvimento, o qual

utiliza concentragdes expressivamente maiores.

Grafico 4 — Padrao 130,4 ug/ml
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Fonte: Préprio autor (2014)
Grafico 5 — Ruido
TIC: Pd-130-1.D\data.ms
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Fonte: Proprio autor (2014)
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6.4.6 Linearidade e faixa linear

A equacéao da reta encontrada com a curva de calibragdo pode ser observada
na equacao 4.

Y =132.705,7613 X + 2.519.105,7730 4)

O coeficiente de correlagéo (R?) foi igual 0,9998, resultado aceitavel, visto que
um coeficiente de correlagdo maior ou igual a 0,999 é considerado como evidéncia de
um ajuste ideal dos dados para a linha de regressao (ANVISA, 2003). O método,
portanto pode ser considerado capaz de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracao do analito em exame, dentro da faixa linear encontrada
de 130,4 uyg/mL a 2608 pg/mL, que € a faixa de concentragdo onde a sensibilidade do

método pode ser mantida constante.
6.5 Cromatografia

Os tratamentos descritos no quadro 1, foram denominados de acordo com a
esterilidade do solo e o fungo adicionado, para facilitar o andamento do experimento.

Denominagao pode ser observada no quadro 2.

Quadro 2 - Tratamentos realizados no ensaio

Tratamento Solo Estirpe fungica
ECP Esterilizado C. psammophila
NCP Nativo C. psammophila

N Nativo -
ET Esterilizado | Trichoderma cf. koningii
NT Nativo Trichoderma cf. koningii
E Esterilizado -

Fonte: Elaborado pelo autor (2014); (-) = auséncia; ECP = Solo esterilizado com C.
psammophila; NCP = Solo nativo com C. psammophila; N = Somente solo nativo; ET = solo
esterilizado com Trichoderma cf. koningii; NT = solo nativo com Trichoderma cf. koningii; E =

somente solo estéril
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Tabela 10 - Concentracdo média de tolueno presente nos tratamentos durante o

experimento.

Concentragao média (ug/mL)

Tratamentos To T7 T4 To1
E 1441 | 1101 | 1084 | 1142

ET 1413 | 1163 | 1156 | 1184
ECP 1474 | 1156 | 1133 | 1144

N 1456 | 1183 | 1108 | 1176

NT 1541 | 1188 | 1160 | 1207
NCP 1348 | 1208 | 1237 | 1177

Fonte: Elaborado pelo autor (2014). Tempo em dias: 0 (TO0), 7 (T7), 14 (T14) e 21 (T21).

Grafico 6 — Recuperagao média de tolueno em ug/ml da amostra
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Fonte: Elaborado pelo autor (2014)
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Os resultados elucidados na tabela 10 e no grafico 6, registram a concentragao

média de tolueno (ug/mL) em cada tratamento no periodo de 21 dias de analise. Como

foi adicionado ao sistema 1% do hidrocarboneto em 6 gramas de solo, ou seja 60 pl

de tolueno, e o mesmo foi suspenso em 30 mL de alcool isopropilico, esperava-se no

tempo 0 uma concentragdo préxima a 2000 ug/mL, 100%. Como pode ser observado

no grafico 6, nesse experimento foi atingido no tempo 0 em média, 72% de

recuperacao, valor que é considerado como aceitavel para analise deste tipo de
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composto (ANVISA, 2003). Nos seguintes dias os valores se mantiveram com cerca
58,5% de recuperagcdo, sendo que a maioria das diferengcas encontradas
eventualmente ndo apresentaram significancia estatistica, segundo o teste de
Friedman aplicado empregando-se o softaware BioEstat (AYRES et al., 2007).

Os resultados do teste de Friedman estao representados nos graficos 7 e 8,
quando o p<0,05 quer dizer que as diferengas sao significantes. Este teste foi
escolhido, pois os resultados sio relacionados entre si, possuem dependéncia.
Também é um teste adequado para o experimento em questao, que nao proporcionou
dados abundantes, o que traria resultados nao confiaveis com a aplicacdo de outros
testes, porém traz informacgdes importantes para o trabalho.

O grafico 6 registra maior decaimento da concentracdo de tolueno entre os
tempos 0 e o 7, que nao foi considerada significante pelo teste citado (graficos 7 e 8).
Os resultados obtidos também demonstram que n&o houve perda relevante de tolueno
entre TO e T21, o que demonstra sua eficacia em manter a concentragdo do tolueno,
caracteristica de muito valor, pois confirma a aplicabilidade do frasco. Este resultado
pode significar que os micro-organismos utilizados e a microbiota do solo n&o foram
capazes de degradar o composto. Outra hipotese € de que a concentragao utilizada
(1%) foi muito alta e téxica para os micro-organismos antes que eles tivessem tempo
para se adaptar. Trabalhos anteriores utilizaram de 0,02% a 0,4% de tolueno
(PRENAFETA-BOLDU, 2004).

E importante ressaltar que a linhagem utilizada como controle positivo de
degradagao, C. psammophila, nao influenciou nos resultados para que houvesse
maior decaimento do hidrocarboneto, o que corrobora com a hipbétese que a
concentracdo de tolueno utilizada pode ter sido alta. As questdes aqui levantadas
sugerem a importancia do experimento ser repetido sob concentragées mais baixas
de tolueno, provavelmente 0,02 e 0,2%.

Os resultados que apresentaram diferenga significativa foram entre o tempo 0
e o tempo 14 (grafico 7) (p= 0,0143) e entre os tratamentos E (solo estéril) e NT (solo
nativo com Trichoderma cf. koningii) (p= 0,0455), como exposto no grafico 8. Com a
repeticao do experimento em mais duas concentragdes, a capacidade de degradagéao
de tolueno pelo fungo selecionado e o tempo em que isto acontece poderdo ser
confirmados, uma vez que os resultados obtidos até o momento ndao puderam ser

conclusivos.
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Grafico 7 — Avaliacao estatistica dos tempos experimentais em dias

Friedman - Diferenca da soma dos Ranks
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Fonte: softaware BioEstat (AYRES et al., 2007). Foi avaliada a significancia dos valores
encontrados entre os tempos 0 (1), 7 (2), 14 (3) e 21 (4). P<0,05 indica diferencas

significantes.

Grafico 8 - Avaliagao estatistica dos tratamentos utilizados.

Friedman - Diferenca da soma dos Ranks

fe d
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Fonte: softaware BioEstat (AYRES et al., 2007). Foi avaliada a significancia dos valores
encontrados entre os tratamentos E (1), ET (2), ECP (3), N (4), NT (5), NCP (6), durante o

experimento. P<0,05 indica diferengas significantes.
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Esses resultados tém grande importancia, em virtude da escassez de
metodologia para analise de degradacéo de hidrocarbonetos aromaticos por fungos
durante longo periodo de exposi¢ao. Existe grande dificuldade em trabalhar com a
volatilidade dos BTEX e peculiares exigéncias de um fungo filamentoso. Esses
resultados demonstraram a eficacia do método para recuperacéo do hidrocarboneto
e do frasco na retencdo do mesmo, sendo um experimento com alta repetitibilidade e
significancia para proximos estudos. Uma grande contribuicao deste trabalho foi que
as dificuldades aqui enfrentadas muito contribuiram para o desenvolvimento do

espirito investigativo da aluna e a formag&o de recursos humanos.

6.6 Preservagao

Os 50 fungos foram eficazmente preservados pelos dois métodos de
preservagao propostos, o ultracongelamento a -80 °C (figura 5) e por Castelanni

(figura 6).

Figura 5- Culturas estudadas preservadas por ultra-congelamento a -80.

Fonte: Autor (2014)
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Figura 6- Culturas estudadas preservadas por método de Castellani.

Fonte: Autor (2014)

6.7 Identificacao

A identificagdo molecular foi feita com sucesso para 47 dos 50 isolados
mediante o sequenciamento da regido ITS. Visto que foi possivel determinar a nivel
de espécie 45 fungos e a nivel de género 2. Com outros 2 isolados foi possivel obter
apenas identificacdo a nivel de ordem e um 1 isolado nao foi possivel identificar,
devido a dificuldades encontradas para a amplificacdo e sequenciamento do DNA
ribossomal. A lista com as identificagdes encontra-se registrada no Quadro 3.

No Quadro 3 verifica-se que 38% dos isolados foram identificados como
Exophiala dermatitidis, um dermatiaceo isolado anteriormente de ambientes
contaminados com hidrocarbonetos de petréleo (ZHAO, et al., 2010). A alta presenca
deste fungo pode estar associada ao fato de espécies negras possuirem protecao e
maior resisténcia devido ao pigmento melanina em sua parede celular, também sao
extremofilos e oligotroficos.

Todos os fungos estudados fomentam o acervo e o0 banco de dados da colegao
de micro-organismos de interesse para petroleo, gas e biocombustiveis, da UNESP
de Rio Claro. Nos apéndices B, C, D, E, e F é possivel observar exemplos de fichas
catalograficas com imagens e as caracteristicas morfologicas e moleculares

principais.
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Quadro 3 — Identificagcdo dos isolados fungicos preservados no Laboratério de Meio
Ambiente (LMA)

Cfrn'go Identificagao Cf:n'go Identificagao
34 Pycnidiophora dispersa 715 Exophiala dermatitidis
41 Westerdykella dispersa 729 Exophiala dermatitidis
46 Westerdykella dispersa 741 Exophiala dermatitidis
84 Microsphaeropsis arundinis 748 Exophiala dermatitidis
102 Cladosporium sp. 752 Exophiala dermatitidis
144 Cladosporium 756 Exophiala dermatitidis
cladosporioides
171 Phoma cf. macrostoma 759 Exophiala dermatitidis
192 Pseudallescheria boydii 760 Exophiala dermatitidis
227 Paraconiothyrium 763 Exophiala dermatitidis
maculicutis
268 Trichoderma cf.koningii 764 Exophiala dermatitidis
602 Cladophialophora devriesii 767 Exophiala dermatitidis
611 Fonsecaea brasiliensis 793 Exophiala dermatitidis
620 Exophiala dermatitidis 796 Exophiala dermatitidis
624 Exophiala dermatitidis 407 Exophiala alcalophila
625 Exophiala dermatitidis 534 Exophiala xenobiotica
D031 Exophiala dermatitidis 538 Cladosporium
halotolerans
644 Exophiala dermatitidis 554 Cladophialophora imunda
656 Exophiala dermatitidis 578 Exophiala xenobiotica
707 Rhinocladiella atrovirens 541 Penicillium purpurogenum
708 Chaetothyriales-like 411 Exophiala cf. attenuata
712 Exophiala dermatitidis 413 Peyronellaea glomerata
715 Exophiala dermatitidis 917 Fusarium solani
750 Chaetothyriales-like 920 Paecilomyces formosus
922 Paecilomyces sp 924 Scedosporium dehoogii
927 Sem identificagao 931 Aspergillus versicolor

Fonte: Autor (2014)
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7 CONCLUSOES

As metodologias utilizadas para identificagdo molecular e preservagao dos micro-
organismos deste estudo, foram adequadas. Pode-se concluir que as técnicas de
triagem utilizadas foram bem sucedidas para selegdo de micro-organismo tolerante a
toxicidade do tolueno e com potencial para degradagdo do mesmo. Este estudo foi
importantes também para caracterizar fungos a respeito de seu potencial para area
de biorremediacao de hidrocarbonetos monoaromaticos do petréleo e derivados. O
experimento provou a eficiéncia da metodologia utilizada, com a obtencédo de
resultados positivos da validagao do método e também demonstrou a eficiéncia dos
frascos LA-PHA-PACK em evitar a volatilizagdo do tolueno durante os 21 dias de
experimento, sendo confiavel a utilizagado deste para monitoramento do decaimento
do tolueno associando-o a degradacdo. Resultado importante, pois sdo escassas
metodologias e frascos eficazes para finalidade deste trabalho. No entanto, os
resultados de degradagdo nao foram conclusivos, pois ndo demonstraram o
decaimento significativo da concentracdo do hidrocarboneto. Este fato pode estar
relacionado a concentragdo utilizada (1%), sendo que na literatura autores utilizam
concentragcbes significativamente menores. Mesmo ndo tendo apresentado
degradagao neste teste, existe um grande potencial no fungo selecionado por este
estudo, demonstrado pelas triagens feitas. Assim, espera-se um bom resultado
quando repetida a metodologia de cromatografia utilizando concentragdes mais baixas
de tolueno. Outras linhagens aqui estudadas também apresentaram potencial para
degradagdo do hidrocarboneto e serdo incluidas em estudos futuros. O trabalho
contribui com informagdes importantes para a estruturagao de uma colegao de fungos
de importancia para o setor de petréleo, gas e biocombiustiveis e para a formagao de

recursos humanos com capacidade investigativa apurada.
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APENDICE A - Tabela com os valores de biomassa
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CcODIGO| C+ C- |TOLUENO|CODIGO| C+ C- |TOLUENO
34 1,152 | 0,003 0,017 750 1,105 | 0,015 0,016
41 1,19 | 0,004 0,016 752 1,183 | 0,004 0,013
46 1,252 | 0,002 0,016 756 1,041 | 0,004 0,016
84 0,712 | 0,003 0,017 759 1,103 | 0,004 0,016
102 0,653 | 0,003 0,016 760 0,816 | 0,004 0,016
144 0,725 | 0,004 0,016 763 0,829 | 0,034 0,016
171 0,947 | 0,003 0,016 764 1,087 | 0,004 0,016
192 1,029 | 0,003 0,016 767 1,261 | 0,004 0,017
227 1,981 | 0,003 0,009 793 0,107 | 0,004 0,016
268 1,262 | 0,004 0,016 796 1,043 | 0,003 0,017
602 1,047 | 0,004 0,017 407 0,975 | 0,004 0,013
611 1,102 | 0,004 0,017 917 1,188 | 0,003 0,017
620 1,101 | 0,005 0,017 920 0,531 | 0,056 0,016
624 1,155 | 0,003 0,017 922 0,481 | 0,003 0,017
625 1,144 | 0,004 0,016 924 1,168 | 0,004 0,011

D031 | 1,103 | 0,002 0,016 927 1,261 | 0,003 0,015
644 1,163 | 0,002 0,016 931 1,199 | 0,003 0,018
656 0,982 | 0,003 0,017 578 0,372 | 0,003 0,016
707 0,997 | 0,004 0,017 534 1,015 | 0,004 0,016
708 1,043 | 0,004 0,017 538 1,104 | 0,004 0,016
712 1,068 | 0,004 0,017 541 1,127 | 0,004 0,016
715 1,135 | 0,004 0,016 588 1,081 | 0,004 0,016
729 1,266 | 0,004 0,017 554 1,024 | 0,004 0,015
741 1,121 | 0,004 0,017 411 1,192 | 0,004 0,017
748 1,15 | 0,004 0,017 413 1,296 | 0,003 0,016
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APENDICE B - FICHA CATALOGRAFICA

LMA 268 / Efluente da Refinaria de Petréleo de
Cadigo / Origem:
Paulinia
Identificagao: Trichoderma complexo koningii
Macroscopia da colénia: Microscopia:

Coldnia de T. cf koningii com 7 dias
de crescimento em MA 2%

Caracterizagao morfoldgica:

- Fungo filamentoso, de aspecto
pulvurulento e coloracdo verde
escuro.

- Conidios com 3-8 um de
comprimento e 3,5-4,0 um de
didmetro.

Hifas e conidios de Trichoderma cf
koningii

Referéncia Bibliografica

OUDEMANS C.A.J.A, KONING C.J. Prodrome d’une flore mycologique obtenue par
la culture sur gélatine préparée de la terre humeuse du Spanderswoud, prés de
Bussum. Archives Néerlandaises des Sciences Exactes et Naturelles, Sér. 2, 7:
266-298, 1902.
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Caracterizagao molecular

A sequéncia parcial do gene ITS da amostra LMA 268 apresentou alta confiabilidade
de identificagdo com sequéncias de fungos do complexo Koningii, depositadas no
banco de dados TrichOkey.

Anexo l. Sequéncia parcial do gene ITS da amostra analisada.

AAGGGATCATTACCGAGTTTACAACTCCCAAACCCAATGTGAACGTTACCAAACT
GTTGCCTCGGCGGGGTCACGCCCCGGGTGCGTCGCAGCCCCGGAACCAGGCG
CCCGCCGGAGGAACCAACCAAACTCTTTCTGTAGTCCCCTCGCGGACGTATTTC
TTACAGCTCTGAGCAAAAATTCAAAATGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCT
TGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGC
AGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGTATTCT
GGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCGAACCCCTCCGGGGGAT
CGGCGTTGGGGATCGGGACCCCTCACACGGGTGCCGGCCCCGAAATACAGTG
GCGGTCTCGCCGCAGCCTCTCCTGCGCAGTAGTTTGCACAACTCGCACCGGGA
GCGCGGCGCGTCCACGTCCGTAAAACACCCAACTTTCTGAAATGTTGACCTCG
GATCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA
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APENDICE C - FICHA CATALOGRAFICA

Cédigo / Origem:

LMA 767 / Solo de oficina mecanica

Identificagao:

Exophiala dermatitidis

Macroscopia da colénia:

Microscopia:

Coldnia de E. dermatitidis com 3 dias
de crescimento em agar Sabouraud.

Células de Exophiala dermatitidis.

Caracterizagcao morfolégica

pm de didametro.

- Coldnia leveduriforme, melanizada de coloragao olivacea.

- Células ovaladas ou arredondadas com 3,5 - 5,0 ym de comprimento x 2,5 - 3,0

Referéncia Bibliografica

HOOG, G.S. de; GUARRO, J. Atlas of Clical Fungi. Centraalbureau voor
Schimmelcultures/Universitat Rovira i Virgili, p. 720, 1995.
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Caracterizagao molecular

A sequéncia parcial do gene ITS da amostra LMA 767 apresentou 100% de
similaridade com sequéncias da mesma regido da espécie Exophiala dermatitidis,
depositadas no banco de dados GenBank e do CBS.

Anexo l. Sequéncia parcial do gene ITS da amostra analisada.

AGGGATCATTAACGAGTTAGGGTCTTCTCAGGCCCGACCTCCCAACCCTTTGTT
TACCCGACCCGTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTTTCGACGGCCGCCGGAGG
ACCGCCTATTCAGGTCCTCCGGCCCGCGCCCGCCGGTAGCCAATTCTACCAAA
CTCTTGAATCAAATCGTGTCCAATGTCTGAGTATATTACAAAATAAAAGCAAAACT
TTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGA
TAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCCAGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTATCACCCCTC
AAGCCCCCCCGGCTTGGTGTTGGACGGTCTGGTCGAGCGTTTCCGCGCGACCC
CTCCCAAAGACAATGACGGCGGCCTGGTTGGACCCCCGGTACACGGAGCTTCT
TCACTGAGCACGTATCGGTTTCAAGGTGTCCCCGGGACCCGGTCGACCTCTCTT
GCTCCCCTGCGGGAGTGGGAGAGACCCCCCTTTTTATCAAGGTTGACCTCGGA
TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAA-
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Cédigo / Origem:

LMA 920 / Madeira com creosoto

Identificagao:

Paecilomyces formosus

Macroscopia da colénia:

Colbénia de Paecilomyces formosus
com 7 dias de crescimento em MA 2%

Caracterizagao morfoloégica:

- Fungo filamentoso, colonia de
aspecto furfuraceo e cor oliva.

- Conidios ovalados com 3,9-4,6 ym
de comprimento por 2,9-3,1 ym de
diametro

- Fialides com 18,0-23,0 pm de
comprimento por 3,4-3,5 uym de
diametro.

Referéncia Bibliografica:
SAMSON, R.A., et al.

Microscopia:
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Polyphasic taxonomy of the heat resistant ascomycete genus

Byssochlamys and its Paecilomyces anamorphs. Persoonia, [S.l], v. 22, p. 14-27,

2009.
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Caracterizagao molecular

A sequéncia parcial do gene ITS da amostra LMA 920 apresentou 100% de
similaridade com sequéncias da mesma regido da espécie Paecilomyces formosus,
depositadas no banco de dados GenBank e do CBS.

Anexo l. Sequéncia parcial do gene ITS da amostra analisada.

AAGGATCATTACCGAGTGAGGGTCCCTCGAGGCCCAACCTCCCATCCGTGTTG
TTAAACACCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTGGTTCACGCCGTGGCCGCCGG
GGGGCATCTCGCCCCCGGGCCCGCGCCCGCCGAAGACCCCTCGAACGCTGCC
TTGAAGGTTGCCGTCTGAGTATGAAATTCAATCGTTAAAACTTTCAACAACGGAT
CTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAA
TTGCAGAATTCCGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCA
TTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTAACCCTCCAGCCCGGCTGG
TGTGTTGGGTCGACGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGG
CGCCGCGTCCGATCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACGCGCTCTGGTAGGGT
CGGCCGGCTGGCCAGCCAGCGACCTCACGGTCACCTATTATTTTTCTCTTAGGT
TGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
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APENDICE E - FICHA CATALOGRAFICA

Cédigo / Origem:

LMA 924 / Efluente da Refinaria de Petroleo de

Paulinia

Identificagao:

Scedosporium dehoogii do complexo Pseudallescheria

boydii

Macroscopia da colénia:

Microscopia:

Coldnia de Scedosporium dehoogii
com 7 dias de crescimento em MA 2%

conidios sésseis e células
conidiogénicas

Caracterizagao morfolégica:

acinzentada.

de didmetro.

- Fungo filamentoso, colénia com aspecto algodonoso e coloragao branco-

- Conidios de formato ovalado com 9,2-11,0 yum de comprimento por 4,5-5,0 um

Referéncia Bibliografica

GILGADQO, F. et al. Molecular and Phenotypic Data Supporting Distinct Species
Statuses for Scedosporium apiospermum and Pseudallescheria boydii and the
Proposed New Species Scedosporium dehoogii. Journal of Clinical Microbiology.

[S.1], v. 46, p. 766-771, 2008.
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Caracterizagao molecular

A sequéncia parcial do gene ITS da amostra LMA 924 apresentou 99% de similaridade
com sequéncias da mesma regido da espécie Scedosporium dehoogii, depositadas
no banco de dados GenBank e CBS.

Anexo l. Sequéncia parcial do gene ITS da amostra analisada.

AGGGATCATTACAGAGTTACTACTCCAAACCCATTGTGAACCTTACCTATGTTCT
GTTGCCTCGGCGGCGCGGTCAGCGCCCGAAAGGACGACGGCCCCCGCCGGC
AGCACCAAACTCTTGAATTTTACAGCGGATTACAGTTCTGATTTGAAACAAAAAA
ACAAGTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGC
AGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTT
GAACGCACATTGCGCCCGGCAGTAATCTGCCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCA
TTTCAACCCTCGAACCTCTGTTTCCTCAGGGAAGCTCAGGGTCGGTGTTGGGGC
GCTACGGCGAGGTCTTCGCGACCCCCGTAGGCCCTGAAATACAGTGGCGGTCC
CGCCGCGGTTGCCTTCTGCGTAGTAAGTCTCTTTTGCAAGCTCGCATTGGGTCC
CGGCGGAGGCCTGCCGTCAAACCACTATAACTCCAGATGGTTTGACCTCGGAT
CAGGTAGGGTTACCCGCTGAACTTAA
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APENDICE F - FICHA CATALOGRAFICA

LMA 84 / Efluente da Refinaria de Petréleo de
Cédigo / Origem:
Paulinia/SP
Identificagao: Microsphaeropsis arundinis
Macroscopia da colénia: Microscopia:

Colbnia de M. arundinis com 7 dias Micélio e conidios de
de crescimento em MA 2%. Microsphaeropsis arundinis.

Caracterizagao morfolégica
- Fungo filamentoso, aspecto algodonoso de coloragéo branca.
- Didmetro da colénia: 6,5 cm x 6,2 cm

- Conidios com 5 - 6uym comprimento x 1,5 - 2um largura

Referéncia Bibliografica:

AVESKAMP, M.M.; de GRUYTER, J.; WOUDENBERG, J.H.C.; VERKLEY, G.J.M.;
CROUS, P.W. Highlights of the Didymellaceae: a polyphasic approach to characterise
Phoma and related pleosporalean genera. Studies in Mycology, n.65, p 1-60, 2010.
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Caracterizagao molecular

A sequéncia parcial do gene ITS da amostra LMA 84 apresentou 100 % de
similaridade com sequéncias da mesma regido da espécie Microsphaeropsis
arundinis, depositadas no banco de dados GenBank e do CBS.

Anexo l. Sequéncia parcial do gene ITS da amostra analisada.
TAACACTCTTACGCGCCACATGTCTGAATCCTTTTTTTACGAGCACCTTTCGTTC
TCCTTCGGTGGGGCAACCTGCCGTTGGAACTTATCAAAACCTTTTTTTGCATCTA
GCATTACCTGTTCAGATACAAACAATCGTTACAACTTTCAACAATGGATCTCTTG
GCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATTGCAG
AATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCTTGGTATTCCATG
GGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATCTACACCCTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGG
CGTCTGTCCCGCCTCTGCGCGTGGACTCGCCCCAAATTCATTGGCAGCGGTCT
TTGCCTCCTCTCGCGCAGCACATTGCGCTTCAGAGGGGTGTGGGCCGCGTCCA
CGAAGCAACATTATCGTCTTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACT
TAAG
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ANEXO A - Analise quimica do solo

UNIVERSIDADE ESTADURL PRULISTA
Faculdade de Cleacias Agrarias e Veterinarias - (aapus de Jaboticabal
IEPARTAMENTD DE SOLOS E ADUBDS
Via de Acesso Prof. Paulo Domato Castellane, s/m - CEP 14B84-900 - Fone/Fax: (15} 3209-2672/2573
e-sail: soloséfcav.unesp.br
LASORATORID DE AMALISE DE SOLD E PLANTA

Proprietario: PROFA.DRA.DEJANIRA DE F. DE ANGEL1S

Propriedade: DEPTO BIOQUINICA E NICROBIOLOGIA
Endereco  : DEPTQ BIOQUIMICA E MICROBIOLOGIA Endereco @
Bairro ! Municipio : RIO CLARD
Nunicipio : RID CLARD Foae: Estade : 8P
Estado : 5P Fane

Data entrada: 20/05/14
fata saida : 29/03/14

AKALISE GUINICA DE 50L0 - MICRONUTRIENTES, S-504 E Al

Nuseroe amostra B Cu Fe Hn In £-80a Al

Lab.  Interes. ag/da® wol lde®
002857 01 0.77 4.1 3l 17.0 2.4 21 3
00288 02 0.75 4.1 3 156.6 2.3 20 3
002869 03 0.78 1.0 30 18.7 2.4 2 3

01 - S0L0 DE JARDIN

02 - SOLO DE JARDIM

03 - S0L0 DE JARDIN
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ANEXO B - Analise quimica do solo

UMIVERSIDADE ESTADUAL PAALISTA
Fatuldade de Ciencias Agrarias e Veterinarias - Campus de Jaboticabal
DEPARTANENTO DE SOLOS E ADUBDS
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e-pail: solos@fcav.unesp,br

LABORATORIO DE ANALISE DE SOLO E PLANTR

Proprietario: PROFA.DRA.DEJANIRA DE F. DE AMBELIS

Propriedade: DEPTQ BIDOUIMICA E MICROBIOLOSIA

Endereco ¢ DEFTO BIOGUINICA E MICROBIOLDGIA Endereco @ QuAoape Z( )
Bairro : Municipio : RIO CLARD m”wﬂ‘ é)g,
Musicipio : RID CLARD Fene: Estado : 8P L
Estato 1 5P Fooe t & BASICA
Data entradar 20/05/1¢ ¢ CRANULOMETRIA
Data satda @ 29/05/14
ANSLISE QUINICA 0O SOLO
Neacro amostra pH LA P [ Ca No HiAl SB T v
-------------- -— en resina
Lab.  Interes. Calls g/de®  0g/de® ~=eeermeecemmencnan. 880] o /4@3 ==memsscnmacncaaa. X
002867 01 4.9 32 9 1.6 K1} 15 58 4.6 112.8 5]
002868 02 4.8 3l 9 1.4 35 15 52 1.4 1034 30
002859 03 4.8 30 8 1.4 3 16 58 3.4 1114 48
01 - 50L0 DE JARDIN
0z - SOLD DE JARDIN
03 - SOLD DE JARDIN
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