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RESUMO 

 

Ao longo dos anos desastres com petróleo têm causado poluições e toxicidade aos 

ambientes marinhos e terrestres. Tendo em vista estes derramamentos, faz-se necessário reduzir 

os danos ambientais por meio de técnicas sustentáveis e ecologicamente corretas. Posto isto, a 

biorremediação pode ser grande aliada neste processo, uma vez que utiliza microrganismos, 

especialmente bactérias e fungos para degradar as longas cadeias de hidrocarbonetos desses 

poluentes. Os fungos dispõem de diversas enzimas extra e intracelulares para metabolizar 

compostos químicos pesados, quando expostos a ambientes estressantes. Os objetivos do 

presente trabalho visam bioprospectar fungos filamentosos do bioma Cerrado, e observar o seu 

crescimento em petróleo (PT) e óleo diesel (OD), seguindo-se pelas análises do secretoma. 

Foram testados 6 fungos, dentre os resultados de bioprospecção, observamos satisfatório 

crescimento de Paecilomyces formosus (CZJ1), Clonostachys byssicola (CZJ2) e Aspergillus 

brasiliensis (CZJ3) em meios sólido e líquido. A partir desses resultados, os cultivos desses três 

fungos filamentosos foram direcionados para análise das proteínas e enzimas secretadas. Além 

disso, verificou-se a biodegradação dos hidrocarbonetos por meio do indicador redox 2,6 

diclorofenol-indofenol (DCPIP). Os resultados demostraram concentrações de proteínas 

secretadas totais em diesel de 23,14 µg/mL (P. formosus), 55,05 µg/mL (C.byssicola) e 183,61 

µg/mL (A. brasiliensis), e no cultivo com petróleo de 62,09 µg/mL (P. formosus), 38,76 µg/mL 

(C.byssicola) e 51,70 µg/mL (A. brasiliensis). Assim como, constatou-se a atividade enzimática 

de manganês-peroxidase (MnP), na qual, C. byssicola apresentou 29,93 (U/mL) em cultivo com 

diesel, P. formosus e A. brasiliensis apresentaram 8,93 (U/mL) e 15,24 (U/mL) no cultivo com 

petróleo, respectivamente. Os resultados com DCPIP demonstraram descoloração total do 

corante em cultivo com diesel para P. formosus, C. byssicola e A. brasilienses e um clareamento 

parcial da coloração azul para P. formosus e A. brasiliensis cultivados em petróleo, indicando 

biodegradação dos hidrocarbonetos presentes em ambos os óleos. Nota-se o potencial dos 

fungos citados para processos biorremediativos, uma vez que se constata a capacidade destes 

em utilizarem hidrocarbonetos presentes nas substâncias citadas como fonte de carbono e 

metabolizá-las para o benefício do seu ciclo de vida. 

 

 

Palavras-chave: Biorremediação, Bioprospecção, Secretoma, Fungos filamentosos 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Over the years, oil disasters have caused pollution and toxicity to marine and 

terrestrial environments. In view of these spills, it is necessary to reduce environmental damage 

through sustainable and environmentally friendly techniques. Bioremediation can be a great 

ally in this process, since it uses microorganisms, especially bacteria and fungi, to degrade the 

long hydrocarbon chains of these pollutants. Fungi have several extra- and intracellular 

enzymes to metabolize heavy chemical compounds when exposed to stressful environments. 

The aims of this work are to bioprospect filamentous fungi found in the Cerrado biome and 

observe their growth in petroleum (PT) and diesel oil (OD), followed by secretome analysis. 

Among the bioprospecting results, we observed satisfactory growth of Paecilomyces formosus 

(CZJ1), Clonostachys byssicola (CZJ2) and Aspergillus brasiliensis (CZJ3) in solid and liquid 

media. Based on these results, the cultures of these three filamentous fungi were sent for 

analysis of the proteins and enzymes secreted. In addition, the biodegradation of hydrocarbons 

was verified using the redox indicator 2,6 dichlorophenol-indophenol (DCPIP). The results 

showed total protein concentrations in diesel of 23.14 µg/mL (P. formosus), 55.05 µg/mL 

(C.byssicola) and 183.61 µg/mL (A. brasiliensis), and in petrol culture of 62.09 µg/mL (P. 

formosus), 38.76 µg/mL (C.byssicola) and 51.70 µg/mL (A. brasiliensis). As well, the 

enzymatic activity of manganese peroxidase (MnP) was found, C. byssicola showed 29.93 

(U/mL) in cultivation with diesel, P. formosus and A. brasiliensis showed 8.93 (U/mL) and 

15.24 (U/mL) in cultivation with petroleum, respectively. The DCPIP results showed total 

decolorization of the dye in diesel culture for P. formosus, C. byssicola and A. brasiliensis and 

partial blue color clearing for P. formosus and A. brasiliensis grown in petroleum, indicating 

biodegradation of the hydrocarbons present in both oils. The potential of the above-mentioned 

fungi for bioremediation processes can be seen in their ability to use hydrocarbons present in 

the above-mentioned substances as a carbon source and metabolize them for the benefit of their 

life cycle. 

 

Key-Words: Bioremediation, Bioprospecting, Secretome, Filamentous fungi 
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INTRODUÇÃO 

 

A biorremediação pode ser definida como um processo de reciclagem biológico, o qual 

se baseia na degradação ou desintoxicação de resíduos ambientais por meio de microrganismos 

(ABATENH et al., 2017). 

A eficiência desta técnica torna-se bem-sucedida quando as condições ambientais 

possibilitam a atividade e o crescimento microbiano. Desse modo, a sua aplicação, 

frequentemente envolve a manipulação de parâmetros do ambiente, como por exemplo, 

pressão, temperatura, pH, taxa de oxigênio e umidade, permitindo o crescimento e a degradação 

em um ritmo mais acelerado (KUMAR; BISHT; JOSHI, 2011). 

Os procedimentos com biorremediação baseiam-se no uso de plantas, denominada de 

fitorremediação ou aplicação de microrganismos, chamada microrremediação, ambas têm como 

principal objetivo a degradação de poluentes. A diversidade natural dos microrganismos 

garante benefícios em áreas poluídas, uma vez que utilizam vias para metabolizar compostos 

tóxicos variados. Além disso, os microrganismos possuem alta habilidade de adaptação a novos 

compostos, em virtude da rapidez do seu tempo de geração (VAKSMAA et al., 2023). 

As comunidades microbianas são amplamente aplicadas para atuar em diversos 

cenários poluídos, dado que, aproveitam substâncias nocivas para o seu ganho de energia. O 

auxílio da engenharia genética possibilita que os metabólitos microbianos possam ser 

aperfeiçoados, viabilizando a deterioração de poluentes específicos (BORCHERT et al., 2021; 

JAISWAL; SINGH; SHUKLA, 2019; XIANG et al., 2021). Na limpeza de derrames industriais 

petrolíferos, a biorremediação acompanha duas principais estratégias: in-situ e ex-situ. Na 

primeira, a poluição é tratada no mesmo local onde ela ocorre, a segunda, retira-se a matriz 

poluidora da sua localidade, realizando o tratamento em outro espaço, geralmente nas refinarias 

(BISWAS; BANERJEE; BISWAS, 2022). 

Nos casos de derramamento de petróleo, pode-se trabalhar com a bioaumentação, 

aplicando os microrganismos direto no local da poluição ou emprega-se a técnica da 

bioestimulação, na qual estimula-se a comunidade microbiana natural, objetivando obter um 

desenvolvimento mais rápido e eficiente (SHARMA; SINGH, 2020). A bioestimulação pode 

ser definida como um tipo de remediação da qual melhora a degradação de poluentes por meio 

da manipulação de indicadores, sendo eles, alterações na aeração, controle de pH, temperatura 

e acréscimo de nutrientes. Essa estratégia garante privilégio na biorremediação, tendo em vista 

que usa microrganismos nativos adaptados ao solo ou água (MARGESIN; SCHINNER, 2001).  
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Por outro lado, a bioaumentação, adiciona microrganismos que degradam 

hidrocarbonetos e outros compostos tóxicos para auxiliar as populações nativas de bactérias e 

fungos. A utilização dessa técnica, faz-se necessária quando a degradação por comunidades 

autóctones está insuficiente, encontram-se muito estressadas ou quando a população nativa de 

microrganismo se verifica baixa no complexo de poluentes presentes no petróleo (LEAHY; 

COLWELL, 1990a). Outros exemplos da biorremdiação incluem o tratamento de águas 

residuais, tais como, limpeza de resíduos e corantes das águas de indústrias têxteis 

(IHSANULLAH et al., 2020), assim como, para limpar metais pesados de indústrias 

metalúrgicas (VERMA; KUILA, 2019). 

Os fungos são organismos quimio-heterotróficos ubíquos, ou seja, adquirem sua fonte 

de energia a partir de compostos químicos e estão presentes em amplitude nos ambientes 

aquáticos e terrestres. A maioria são aeróbicos, sendo assim, sobrevivem melhor em ambientes 

com a presença de oxigênio (O2), entretanto, podem ser encontrados em zonas com pouco O2,
 

bem como, no trato digestório dos animais (MURA et al., 2019; PENG; VALENTINE, 2021; 

STIEF et al., 2014). 

Na natureza, os fungos desempenham papel fundamental na decomposição de matéria 

orgânica, sobretudo em degradar madeira, incluindo celulose e lignina, produtos dos quais 

fazem parte da composição dos resíduos agroindustriais. Em razão da sua maquinaria intra, 

extracelular e capacidade de excretar ácidos, dispõem-se a metabolizar cadeias de compostos 

poluentes orgânicos e inorgânicos (DINIS et al., 2009; GOODELL; WINANDY; MORRELL, 

2020; JANUSZ et al., 2017). 

 Tipicamente, enzimas fúngicas possuem especificidade relaxada pelo substrato (EL-

GENDI et al., 2022), disponaderir a diversos compostos como fonte de energia e carbono 

(HARMS; SCHLOSSER; WICK, 2011). A otimização por biodegradação fúngica, está 

intimamente ligada as reações enzimáticas oxidativas, em especial, pelos conjuntos de 

peroxidases e oxidases (HOFRICHTER, 2002). Posto isto, os fungos são organismos muito 

proveitosos para fins biotecnológicos, destacando-se na biorremediação industrial e ambiental 

(HYDE et al., 2019).  

Durante o tempo de degradação, os fungos podem liberar diversas enzimas 

extracelulares, além disso, os seus micélios penetram de forma profunda, aumentando a 

superfície de contato ao substrato, garantindo vantagem nos processos biorremediadores, visto 

que, bactérias não possuem esse tipo de estrutura (AL-HAWASH, 2018; GHOSAL et al., 2016; 

MAO; GUAN, 2016). No solo, os micélios atuam como uma “rodovia” para as bactérias no 

transporte de poluentes, melhorando sistemas de biorremediação (BANITZ et al., 2013). 
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Bactérias do gênero Achromobacter, Acinetobacter, Alteromonas, Arthrobacter, 

Burkholderia, Bacillus, Enterobacter, Flavobacterium e Pseudomonas, são comumente 

utilizadas em processos de biorremediação (OJUEDERIE; BABALOLA, 2017; XU et al., 

2018). Vale ressaltar que os gêneros Oleispira, Alcanivorax, Marinobacter, Thallassolituus e 

Cycloclasticus, são classificadas como bactérias hidrocarbonoclásticas, conhecidas pela sua 

habilidade em degradar hidrocarbonetos (YAKIMOV; TIMMIS; GOLYSHIN, 2007). Em 

ambiente marinho, esses procariotos, toleram altas concentrações de sais, graças as suas 

características halofílicas, capazes de suportar estresses salinos (KHALID et al., 2021). 

Os autores Rezaei Somee et al., (2018) reportaram a habilidade de bactérias halofílicas 

em consórcio com Halomonas, Dietzia, e Arthrobacter, sendo assim, estas foram capazes de 

degradar 40% de óleo diesel. Dell’anno et al., (2020) elucidaram que a cepa de Halomonas 

(SZN1) revela-se adequada para degradar hidrocarbonetos, dispondo de percentual de 

degradação em torno de 47% a 80% quando incubada em sedimentos contaminados por pireno, 

indeno-pireno, criseno e diabenzo-antraceno. Em outro estudo, certificaram-se que 

Halorientalis sp. diminui 57% de Hexadecanos em meio contendo 3.6M de NaCl, expressando 

competência na deterioração dessa estrutura química parafínica (ZHAO et al., 2017). A espécie 

Acinetobacter baumannii (cepa JYZ-03) reduziu 93,29% de óleo diesel queimado em um 

período de 7 dias, além disso, demonstrou alta tolerância em meio com o metal pesado Arsênio 

(As) (SU et al., 2023). 

Em estudo de Wang et al., (2020), os autores avaliaram a diversidade bacteriana 

advindas de águas hidrotermais e sua competência na degradação de hidrocarbonetos, partindo-

se do conceito que algumas bactérias podem viver na presença de hidrocarbonetos de fontes 

termais. Utilizou-se sondagem de isótopos estáveis baseadas em DNA contendo 

hidrocarbonetos marcados com 13C para a identificação. As bactérias mais abundantes foram 

Marinobacter (36,3%), seguido de Sulfurimonas (17,7%) e Halomonas (24,3%). O Consórcio, 

após 60 dias, foi capaz de degradar 92-97% do total de n-alcanos e 76-78% do total de 

polihidroxialcanoatos (PHAs). 

 Pesquisas validam a utilização de microalgas, especialmente dos gêneros 

Selenastrum, Scenedemus e Chlorella. Essas algas verdes, comprovam-se eficazes na 

deterioração de hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (HPAs), tais como, pireno, fenantreno 

e naftaleno, da mesma forma, demonstram aptidão para a imobilização de metais (GARCÍA DE 

LLASERA et al., 2016; GHOSAL et al., 2016; LEI et al., 2007; TAKÁČOVÁ et al., 2014). As 

microalgas dispõem de estratégias para remover os compostos tóxicos, produzindo 

exopolissacarídeos, atuando na absorção de contaminantes na superfície celular, 
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transformando-os em formas menos complexas, reduzindo a toxicidade e biodisponibilidade do 

agente poluidor no ambiente (LIU; POHNERT; WEI, 2016). O contaminante liga-se aos 

exopolissacarídeos da parede celular, podendo ficar aderente, quelatado ou internalizado pelas 

fitoquelatinas, peptídeos sintetizados por enzimas, estimulados pela presença de metais pesados 

na água (PERALES-VELA; PEÑA-CASTRO; CAÑIZARES-VILLANUEVA, 2006; 

SHARMA et al., 2015). O uso de estirpes de microalgas, incluindo bactérias e fungos, podem 

potencializar os efeitos de biorremediação, recuperando áreas contaminadas, especialmente em 

meio aquático contaminados com petróleo e derivados (DELL’ ANNO et al., 2021) 

Flayyh e AI-Jawhari, (2014) coletaram amostras de solo contaminado por petróleo nos 

arredores do deserto iraniano. Encontraram-se, em abundância, os fungos: Aspergillus niger, 

Aspergillus fumigatus, Fusarium solani e Peniclllium funiculosum. As culturas axênicas, livre 

de contaminação, apontaram um decaimento de 95% em hidrocarbonetos de petróleo com A. 

niger, após 28 dias de tratamento. As culturas mistas, contendo A. Niger e A. fumigatus 

exprimiram redução de 90% na perda de hidrocarbonetos. O consórcio misto, contendo todos 

os quatro fungos citados, demonstrou remoção de 70% deste composto tóxico. 

Lamas de petróleo foram isoladas do campo petrolífero localizado em Tahe, Xinjiang, 

noroeste chinês. Observou-se o potencial de Purpureocillium lilacinum para degradação de 

hidrocarbonetos, identificados pelos autores como HF. O fungo foi cultivado por 30 dias em 

meio contendo petróleo. Os resultados demonstraram que HF degradou 100% de cicloalcanos, 

21,2% de n-alcanos, 15,1% de anéis aromáticos e 14,5% de iso-alcanos (YANG et al., 2023). 

 O trabalho de  Castro e Silva et al., (2019) aponta que Basiodimicetos verificam-se 

proveitosos na biorremediação. A espécie Trametes cubensis apresentou expressiva atividade 

da enzima lacase (12.000 UI/L) na degradação de HPAs e pireno. No trabalho de Atakpa et al., 

(2022), os autores testaram uma cepa fúngica (Scedosporium sp. ZYY) com habilidade de 

degradar petróleo, isolada e cultivada com estirpes bacterianas produtoras de biossurfactantes 

(Acinetobacter sp. Y2). Esta co-cultura revelou resultados significativos, uma vez que a tensão 

superficial do óleo reduziu de 63,12 mNm-1 para 47,58 mNm-1, exibindo secreção de 

biossurfactantes no meio. A redução de hidrocarbonetos no petróleo aumentou de 23,36% para 

58,61% ao final de 7 dias de incubação. Ademais, a cromatografia gasosa por espectrometria 

de massa, revelou degradação significativa (P <0,05) entre 3789,27 µg/L e 940,33µg/L para n-

alcanos e diminuição de 1667,33 μg/L para 661,5μg/L tratando-se de HPAs. Observa-se que a 

combinação entre fungo e bactéria produtora de biossurfactantes, contribuiu na degradação dos 

compostos tóxicos citados, melhorando a estratégia biorremediadora realizada pelos autores.  
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Os fungos utilizam os hidrocarbonetos como nutrientes e a contaminação atua como 

estimulante para o crescimento das populações fúngicas (MOHSENZADEH; CHEHREGANI 

RAD; AKBARI, 2012). A degradação realizada por microrganismos estimula a produção de 

ácidos orgânicos e produtos metabólicos (NWANCHUKWU; UGOJI, 1995). Desse modo, o 

ácido orgânico produzido auxilia na redução dos níveis de pH (OBOH et al., 2006).  

Quanto ao consórcio entre fungos e outros microrganismos, Sa et al., (2020) afirmam 

que cultura de somente um fungo se verifica melhor do que culturas mistas, driblando o 

problema de competitividade entre as comunidades de fungos. Entretanto, outros estudos 

explanam que consórcios em conjunto, com outras comunidades microbianas, dispõem 

vantagens na degradação de hidrocarbonetos compostos (YUAN et al., 2021). 

 

Histórico do Derramamento de Petróleo   

 

Durante o processo de extração de petróleo e derivados são geradas grandes 

quantidades de energia e água, resultando em líquidos poluidores, como águas contaminadas 

despejadas a céu aberto, liberando gases tóxicos na atmosfera terrestre (ROGOWSKA; 

NAMIEŚNIK, 2010). As consequências da exploração offshore resultam em vazamentos de 

óleos nos dutos e nas plataformas, poluindo diretamente o ecossistema, especialmente, o 

marinho (EUZEBIO; RANGEL; MARQUES, 2019).  

A partir dos anos 50, a poluição marítima começou a ganhar atenção ao redor do 

mundo, devido aos diversos casos de despejo de óleos por navios e grandes embarcações. A 

Convenção Internacional para a Prevenção da Poluição do Mar por Óleo (OILPOL) reconheceu 

este potencial poluidor de práticas extrativistas marinhas e estabeleceu um conjunto de normas 

e competências que devem ser desempenhadas pela Organização Marítima Internacional (IMO) 

quando esta for requerida (NORONHA; FERREIRA; PINTO, 2018). As convenções definiram 

zonas de descarte, consequentemente, obrigando empresas multinacionais a cuidarem dos seus 

óleos derramados e aderirem a responsabilidade sócio ambiental na política de seus 

empreendimentos (IMO, 2023).  

Em âmbito brasileiro, as leis e políticas nacionais, tornaram-se rigorosas ao longo dos 

anos nos processos de licenciamento ambiental e meio ambiente. A Política Nacional do Meio 

Ambiente (PNMA) (Lei nº 6939/81, art. 9, IV) e a Lei do Petróleo (Lei nº 9479/97), assim 

como, o apoio de órgãos reguladores e executores, como por exemplo, o Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA), a Agência Nacional do 
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Petróleo (ANP) e o Conselho Nacional de Política Energética (CNPE) apresentam diversas 

regulamentações legais das quais regulam as atividades petrolíferas em território nacional 

(BLAJBERG SCHAFFEL et al., 2002). Tais leis, possuem o princípio da precaução, 

salientando alertar acerca dos riscos e perigos dos desastres ambientais. Por meio desse 

princípio, pode-se antecipar riscos para a saúde humana e ambiental no ambiente de extração 

de petróleo (MOTA, 2006). 

O primeiro grande intenso derramamento a ser estudado foi o da Empresa Exxon 

Valdez, da qual, despejou aproximadamente 43mil m³ de petróleo bruto no mar do Alaska, 

estado Norte Americano em 1989. Os impactos foram devastadores, houve a redução do 

crescimento da população de peixes e deformidades anatômicas nos mesmos, promovidos pela 

ingestão de hidrocarbonetos (SHORT, 2017). Um caso alarmante para o mundo em 2010 dado 

pela explosão da plataforma americana Deepwater Horizon no golfo do México, resultou em 

11 mortes e acidentes graves para 17 trabalhadores. Foram derramados cerca de 55.000 barris 

de petróleo, caracterizando o maior derramamento de petróleo na história marítima dos Estados 

Unidos da América (EUA) (BUCKINGHAM-HOWES et al., 2019). 

Em fevereiro de 2023, o petroleiro Princess Empress afundou 800.000 litros de óleo 

industrial na costa oeste de Mindoro nas Filipinas, afetando comunidades de pescadores 

regionais, prejudicando sua economia e dificuldades no atendimento médico (THE 

GUARDIAN, 2023a). No mesmo ano, aconteceu o pior desastre ambiental da história do Peru, 

a empresa espanhola Repsol, responsável pela distribuição de energia no país, despejou mais 

de 10.000 barris de petróleo bruto no Oceano Pacífico depois de erros em descargas rotineiras 

no petroleiro. A mancha negra de petróleo espalhou-se por 25 praias, poluindo reservas 

marinhas (THE GUARDIAN, 2023b). No dia 30 de agosto de 2019, o Brasil impactou-se com 

a notícia do derramamento de petróleo no litoral pernambucano atingindo mais de 130 

municípios em 11 estados da região Nordeste. De acordo com a Marinha brasileira, retiraram-

se mais de 5.000 toneladas de petróleo bruto (SANTOS, 2023). No ano 2000, na Baía de 

Guanabara, um duto da Petrobrás rompeu-se, vazando cerca de 1,3 milhão de litros de óleo 

combustível nas águas, espalhando a mancha por 40 km² na costa carioca (ORTIZ, 2014). 

 Propriedades Químicas do Petróleo e Óleo Diesel  

 

Conhecido como óleo cru, o petróleo pode ser definido como uma mistura de 

contaminantes orgânicos, hidrocarbonetos e impurezas inorgânicas, tais como, sais, água e 

sedimentos em geral. Apresenta-se de forma líquida, entretanto, pode ser uma emulsão de 
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componentes orgânicos e inorgânicos apresentando-se nas formas sólidas e gasosas. Os 

elementos inorgânicos, em sua maioria, são representados pelo enxofre elementar (fonte de 

99% enxofre) e gás sulfídrico (H₂S). Os compostos classificados como não hidrocarbonetos, 

permanecem nas frações mais pesadas do óleo. Os hidrocarbonetos classificam-se de acordo 

com as formas de ligação dos átomos de Carbono (C), agrupados em: Aromáticos, Parafínicos, 

Naftênicos e Olefínicos (Figura 1A). Em cada tipo de petróleo, varia-se as proporções dessas 

substâncias, existindo quantidades de propano, metano e etano dispersos na mistura.  

Considera-se os hidrocarbonetos sólidos, aqueles com mais de 18 átomos de C, 

ressaltando, as resinas e asfaltenos dos quais decompõem-se antes da sua vaporização. No 

petróleo podem ser encontradas impurezas, tais como derivados do enxofre (S) (benzotiofenos, 

dissulfetos, mercaptanas e sulfetos), derivados do O2 (ácido naftênicos), nitrogênio (N) (piridina 

e pirrol), e metais: Arsênio (As), Cobalto (Co), Cobre (Cu), Cromo (Cr), Chumbo (Pb), Ferro 

(Fe), Manganês (Mn), Molibdênio (Mo), Níquel (Ni), Sódio (Na), Vanádio (V) e Zinco (Zn). 

 Outras impurezas classificadas como orgânicas, são água, sais, areia e sedimentos. A 

figura 1B, revela um resumo dos constituintes do petróleo e a sua classificação, o mesmo é 

composto por hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos. Os compostos instáveis, como as 

oleofinas, não são encontrados no petróleo, entretanto, são geradas durante o processo de 

refinamento, fazendo parte da constituição dos derivados e os não hidrocarbonetos, são os 

contaminantes (VILLELA BARCZA, 2023).  

O óleo diesel deriva-se do petróleo, utilizado para motores do ciclo diesel com 

combustão interna e ignição por compreensão. Este, compõe hidrocarbonetos (8 a 16C), assim 

como, apresenta em pequenas quantidades O2, N2 e S. A sua formulação baseia-se na mistura 

com gasóleos, nafta pesada, diesel leve e pesado, advindos das etapas do refinamento do 

petróleo bruto. 

 Considera-se o óleo diesel S-10, como um combustível mais refinado, contendo baixo 

teor de S. Esse óleo exibe maior concentração de Hidrogênio (H), garantindo características 

solventes em impurezas (PETROBRAS, 2021) 

 

                

Figura 1: Exemplos de Hidrocarbonetos. A) Os hidrocarbonetos aromáticos são compostos por 

anéis aromáticos, por esta razão, são mais difíceis de serem degradados. Os parafínicos e naftênicos são derivados 

do petróleo bruto. B) O petróleo constitui-se de hidrocarbonetos, classificados em alifáticos e aromáticos 
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(composto por anéis) e as oleofinas que são derivadas do refinamento. Os não hidrocarbonetos são compostos 

basicamente por metais e elementos orgânicos (C, H, S, N e O). 

 

Fonte: Villela Barcza (2023) 

 

Os Hidrocarbonetos, Metais na Membrana dos Fungos, Enzimas e Metabolismo 

 

Os metais pesados As, Bário (Ba), Cádmio (Cd), Pb, Mercúrio (Hg), Ni e Zn são 

comumente encontrados no petróleo. Estes elementos estão presentes no processo de refino e 
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extração, bem como, na combustão de combustíveis em sistemas de aquecimento e transporte 

(KUYUKINA; KRIVORUCHKO; IVSHINA, 2018).  

Em nível celular, os metais podem exercer a sua toxicidade de diversas maneiras: 

rompendo a membrana plasmática, atrapalhando a interação com células sadias nos sistemas 

homeostáticos, resposta ao estresse e inibição da ação enzimática (LI; LIU; GADD, 2020). Os 

cátions metálicos conseguem substituir os cofatores nas ligações metálicas essenciais no 

interior de uma enzima, por exemplo, Cd2+ pode substituir Zn2+, ocasionando disfunções 

enzimáticas (SANDRIN; MAIER, 2003).  

Os PHAs interagem com os componentes lipofílicos da membrana plasmática, 

alterando a permeabilidade, resultando em melhor penetração do metal tóxico dentro da célula 

fúngica (SHEN et al., 2005). A biodegradação de hidrocarbonetos por fungos torna-se possível 

devido as atividades de enzimas secretoras, tais como, lacases, manganês peroxidases, 

tirosinases, citocromo p450 monooxigenases e dehalogenases. À vista disso, afetam a 

especiação dos metais no momento da excreção, revertendo-os em uma diversidade de 

metabólitos, por exemplo, aminoácidos, sideróforos, proteínas extracelulares e ácidos orgânicos 

(LI; LIU; GADD, (2020). 

Tratando-se da degradação dentro da célula, as membranas ficam permeáveis aos 

poluentes orgânicos, degradados por enzimas intracelulares, bem como a Citocromo p450, 

redutor dehalogenases e nitroredutases (OSTREM LOSS; YU, 2018; TRIPATHI et al., 2017) 

subseguindo-se pelo metabolismo adicional, dado pela β-Oxidação e entrada no ciclo do ácido 

tricarboxílico (TCA) (LI; LIU; GADD, 2020). De outro modo, os fungos podem oxidar 

hidrocarbonetos de petróleo, como fenóis e aminas aromáticas de forma extracelular por meio 

da liberação de enzimas para a degradação fora da célula, produzindo lacases (MARTÍNKOVÁ 

et al., 2016), manganês peroxidases (MnP) (ZHANG et al., 2016) ou lignina-peroxidades (LiP) 

(FALADE et al., 2017). 

Os mecanismos dos fungos que operam na mobilidade e toxicidade dos metais, 

incluem a produção de proteínas para a ligação de metais, precipitação orgânica, inorgânica, 

transporte ativo e compartimentalização intracelular. Eles podem precipitar metais nas 

superfícies das hifas pelo processo de oxidação (ex: óxidos, oxalatos, fosfatos insolúveis e 

carbonatos) comprovando-se eficácia na imobilização de metais, principalmente com Pb e Zn  

(FOMINA; GADD, 2014; LIANG et al., 2015; SUYAMUD et al., 2020). 

 De forma geral, as membranas dos fungos são permeáveis aos hidrocarbonetos ou 

compostos orgânicos oxidados através das enzimas extra e intracelulares, das quais, podem 

sofrer hidrólise, desalogenação, β-oxidação e entrada pelo ciclo TCA. A respeito dos metais 
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pesados, estes podem acumular-se na superfície das células dos fungos mediante biossorção, 

resultando-se na nucleação, acarretando na precipitação de biominerais. Alguns metais 

acumulam-se no interior celular devido ao transporte ativo da membrana, frequentemente, 

encontrados nos vacúolos. Tal como, podem ser sequestrados por peptídeos ou proteínas 

ligantes aos metais, ilustrado na figura 2 (LI; LIU; GADD, 2020) 

         

Figura 2: Esquema da interação fúngica com os metais tóxicos e hidrocarbonetos de petróleo. A 

degradação intracelular dos poluentes orgânicos pode ser realizada devido a permeabilidade da membrana fúngica. 

Estes, são degradados por enzimas presentes no interior da célula, destacando-se a citocromo p450. Assim como, 

pode ocorrer a degradação extracelular pela liberação das enzimas lacases, LiP e MnP.  Subsegue-se para o 

metabolismo pela β-Oxidação e Ciclo TCA. Além disso, os fungos podem precipitar os metais na superfície das 

hifas através do processo de oxidação, imobilizando-os, resultando no fenômeno da biossorção. Alguns metais 

acumulam-se no interior da célula por meio da difusão da membrana e são armazenados em vacúolos. De outro 

modo, podem ser sequestrados por peptídeos ou proteínas das quais ligam-se aos metais. 

 

 

 

Fonte: Li; Liu; Gadd, (2020) 

 

Fungos de podridão parda (brown rot) e branca (white rot) são qualificados na secreção 

de enzimas ligninolíticas, implicando na oxidação da lignina composta na madeira. Geralmente, 

as classes de enzimas na degradação são lacases e peroxidases. Oxidam-nos por meio de 
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radicais livres (hidroxilo), através da doação de um elétron, que irá oxidar os anéis presentes 

nos hidrocarbonetos. Esta reação gera uma seleção de PAH-quinonas e ácidos, ao invés de 

dihidrodióis. A epóxido hidrolase e o citocromo P450 em fungos ligninolíticos também 

desempenham um papel significativo na hidroxilação inicial dos HPAs (AL-HAWASH, 2018).  

A degradação de antraceno inicia-se pela via 9,10-antraquinona, subseguindo-se pela 

clivagem do anel em ácido ftálico, prosseguindo para dióxido de carbono (CO2), como visto na 

figura 3A. As formas purificadas das enzimas LiP e MnP oxidam pireno, fluoreno, 

benzo[a]pireno e antraceno nas quinonas correspondentes (HAMMEL; GREEN; GAI, 1991).  

Os HPAs compondo até seis anéis aromáticos, são oxidados por reações de 

peroxidação por MnP (LAMAR; WHITE; ASHLEY, 2002). Por exemplo, o fungo 

Phanerochaete chrysosporium metaboliza o fenantreno até em 9,10-quinona e depois cliva os 

anéis até chegar em ácido 2,2-difénico e liberando CO2 (figura 3B). 

 

Figura 3: Metabolismo de Antraceno e Pireno por Fungo Lignocelulítico. A) A degradação do 

hidrocarboneto antraceno começa pela via da 9,10-Antraquinona, posteriormente, a clivagem dos anéis geram o 

ácido ftálico, em seguida, a liberação de CO2. B) P. chrysosporium metaboliza o hidrocarboneto fenantreno em 

fenantreno- 9,10-óxido até 9,10-dihidróxidofenantreno, após, ocorre a clivagem dos anéis, propiciando o ácido 

difénico, subseguindo-se, em gás CO2. 

 

 

 

Fonte: Figura original obtida de Cerniglia; Sutherland, (2009) 

As enzimas oxidativas em petroderivados  

 

Entre as fenoloxidase, encontram-se as maiores famílias de enzimas fúngicas 

ligninolíticas como LiP, MnP e lacases (QUEIROZ DE SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 
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2019). Acerca das peroxidades fúngicas, a Manganês-peroxidase (MnP) desenvolve papel 

ecologicamente importante, especialmente na conversão de biomassa vegetal e degradação de 

compostos recalcitrantes (KELLNER et al., 2014). Tal enzima, é vastamente explorada no ramo 

biotecnológico, uma vez que realiza reações de biocatálises em corantes, bem como, na 

biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo (BECARELLI et al., 2019). 

As enzimas lignocelulósicas são influenciadas por diversos fatores, como fontes de 

carbono e nitrogênio, condições de crescimento específícas e a depender dos efeitos de cada 

composto aromático (SCHNEIDER et al., 2018), assim como, depende-se da fisiologia, 

genética e ecologia de cada fungo (ELISASHVILI et al., 2010). A atividade catalítica dessa 

enzima requer a presença de cofatores, como metais e coenzimas, atuando em uma faixa de pH 

preferencialmente ácida. A falta desses parâmetros, pode afetar negativamente a atividade e 

produção da referida enzima (MACIEL; CASTRO E SILVA; RIBEIRO, 2010). As enzimas 

oxidativas desempenham atuação fundamental na produção de biocombustíveis, em 

consequência da despolimerização e oxidação da lignina, garantindo a integridade dos 

polissacarídeos (MACIEL; CASTRO E SILVA; RIBEIRO, 2010). 

 Kluczek-Turpeinen et al., (2003) relatam a liberação de polifenolxidase em algumas 

espécies de Paecilomyces na literatura cinetífica, liberando-as, principalmente, em substratos 

lignocelulósicos. Conforme Kluczek-Turpeinen et al., (2007) a secreção de enzimas 

degradadoras de lignina contribui para a etapa central no metabolismo do carbono de 

Paecilomyces spp., revelando-se como um ótimo fungo para investigação dos niveis de 

expressão destas enzimas oxidativas. Além disso,  Mariano et al., (2008), elucida que o emprego 

de consórcios fúngicos pode ser uma boa alternativa para ampliar os sistemas enzimáticos, 

conduzindo a uma melhor metabolização dos poluentes. Dessa forma, um fugo pode 

complementar a capacidade de degradação do outro (MARIANO et al., 2008).  

Becarelli et al., (2019), isolaram ascomicetos advindos de um rio comntaminado por 

combustíves. Descobriram que o gênero Lambertella sp. revelou-se promissor na degradação 

de óleo diesel, secretando principalmente MnP para degradar o referido óleo. Os autores 

complementam que a atividade enzimática de MnP aumentou gradativamente durante os 

primeiros 15 dias, resultando em 15,0 U/gw unidades de atividade enzimática em relação ao 

peso produzido em gramas de peso seco da biomassa do fungo. 

Indicador DCPIP na degradação de hidrocarbonetos  
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O 2,6 diclorofenol indofenol dihidratado (C12H7NCl2O2), conhecido como DCPIP, 

trata-se de um indicador do qual tem ação como receptor de elétrons em diversas reações 

químicas, especialmente as oxidativas (ROCHA, 2011). 

O seu uso permite verificar em um período curto, o potencial de degradadação de 

microrganismos quando cultivados em combustíveis e petroderivados (ROCHA, 2011). O 

emprego do DCPIP como teste qualitativo, permite observar a descoloração do indicador de 

forma visual, sem a necessidade de equipamentos, configurando-se como metodologia fácil e 

rápida para screenings em geral (ROCHA, 2011).  Sendo assim, é possível observar 

indiretamente a oxidação realizada pelos microrganismos, quando inseridos em fontes de 

carbono, nas quais há transferência de elétrons para a extração de energia de composos 

orgânicos, como O2, Nitrato (NO3
-) e Sulfato (SO4

2-), descolorindo o corante de tom azulado 

(forma oxidada) a incolor (forma reduzida) apontando a capacidade de bactérias e fungos em 

utilizar hidrocarbonetos como substrato (ROCHA, 2011). 

No trabalho de Souza et al., (2005) seletaram leveduras e bactérias com o intuito de 

observar a degradação de óleo diesel, querosene, gasolina e bunker (combustível para navios) 

observam, através do DCPIP, ação oxidante destes microrganismos em todos os combustíveis 

citados. Gomes (2004) afirmou que os fungos filamentosos A. tamarii e P. griseofulvum 

demonstraram menor tempo de mudança do indicador DCPIP, com apenas 14 horas de contato 

com o corante, ressaltando a velocidade de degradação de hidrocarbonetos de tais fungos. 

Silva et al., (2022), isolaram os fungos dos gêneros Aspergillus sp., Penicillium sp., 

Talaromyces sp. e Trichoderma sp em sedimentos de Mangues no estado de Pernambuco, 

contaminados com petróleo do derramamento ocorrido em agosto de 2019 na costa nordestina. 

Primeiramente, os microrganismos foram aclimatados em óleo de motor queimado, em 

concentrações de 1 a 20% em meio contendo peptona, com o intuito de acostumá-los aos 

petroderivados. Constatou-se o crescimento deles em um período de 72 horas.  

Os fungos com crescimento em 20% foram escolhidos para os testes de biodegradação 

em querosene/óleo diesel juntamente com o meio Bushnell Haas e o indicador redox 2,6 

diclorofenol-indofenol (DCPIP), reagente utilizado para detecção de aceptor de elétrons, do 

qual muda de cor no meio de cultura, seguindo-se de azul até incolor (SILVA et al., 2022a). 

 Desta forma, a biodegradação de petroderivados no meio Bushnell, agregado aos 

isolados fúngicos, demonstrou após 48 horas, biodegradação de 50% aos referidos, exceto 

Aspergillus sp. e Trichoderma sp., ostentando 68,1% e 34,1%, respectivamente. Entretanto, 

após 72 horas, houve melhoras nos resultados, atestou-se valores de 75% no consumo de 
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hidrocarbonetos quanto os fungos retratados, exceto Aspergillus sp. que atingiu 88,4% de 

degradação em óleo diesel e querosene (SILVA et al., 2022a).  

 

Os gêneros Paecilomyces, Clonostachys e Aspergillus: Taxonomia, Características e 

Estudos em Biorremediação de Petróleo e Derivados 

 

 A distribuição do gênero Paecilomyces no planeta Terra está bem distribuída em 

ambientes marinhos e terrestres. Da mesma forma, encontram-se em diversos seres vivos, tais 

como, animais, plantas e frutos (ANDRADE, 2020). A taxonomia de Paecilomyces formosus, 

classifica-o pertencente ao filo dos Ascomicetos, representado pelo subfilo Pezizomycotina, da 

classe Eurotiomycetes, subclasse Eurotiomycetidae, ordem Eurotiales pertencente à família 

Trichocomaceae (SAKAGUCHI M, 2023).  

Bento e Gaylarde (2001) demonstraram o crescimento do fungo Paecilomyces variotii 

em diesel puro (B0), biodiesel (B100) e a mistura de ambos (B7), como única fonte de Carbono 

e energia, em um período de 60 dias. Em B0 e B7, houve relevante produção de biomassa (p 

<0.05), aumentada principalmente depois dos 21 dias, em concentrações entre 104 e 106 

esporos/ml (GASSEN et al., 2015). No meio mineral mínimo (0.7 KCl g/L–1, 2.0 KH2 PO4 g/L–

1
, 3.0 Na2 HPO4 g/L–1 , 1.0 NH4 NO3 g/L–1 , 4.0 MgSO4 g/L–1 , 0.2 FeSO4 g/L–1 e 0.2 MnCl2 g/L–

1) a biomassa na interface óleo-água aparentada em B7e B100 foi melhor do que em B0. A 

análise infravermelha pôde confirmar uma redução da fração carbonilada reduzida, assim como 

diminuição de ácidos graxos na mistura e biodiesel isolado. Avaliaram-se a capacidade de 

alguns fungos crescendo em diesel metropolitano e meio mineral Bushnell-Haas, demonstrando 

que P. variotii não teve crescimento expressivo em diesel puro (BENTO; GAYLARDE, 2001). 

 Daâssi e Qabil Almaghribi (2022) afirmam que os microrganismos podem degradar 

os Hidrocarbonetos Totais de Petróleo (HTPs), bem como, mineralizá-los a depender da taxa 

de acessibilidade, transferência para a célula, absorção e metabolismo de cada fungo. Simulação 

do solo contendo Paecilomyces formosus revelou resultado positivo quanto a taxa de 

degradação (0,059 dias-1), demonstrando um bom tempo de meia-vida, de 11,65 dias, 

considerado baixo pelos autores. Daâssi e Almaghribi (2021), afirmam que após 60 dias de 

incubação, o fungo Paecilomyces formosus (KB4) registrou taxa de degradação de 92±2.35% 

em cultivo contendo HTPs. Quando inserido em co-cultivo com Lecythophora (Conoichaeta) 

(LB3) resultou 85.14±2.21% na perda destes hidrocarbonetos, verificaram que P. formosus 

apresentou bastante atividade da enzima lipase.  



22 

 

Clonostachys apresenta-se como telemorfos correlato ao gênero, classificado na ordem 

Hypocreales, inserido na família Bionectriaceae. Essas espécies estão presentes nos solos, 

assim como, serrapilheira recém caídas, das quais, não foram colonizadas por fungos, podendo 

apresentar estilo de vida parasitário (SCHROERS, 2001). Em razão do seu micoparasitismo, 

estes fungos apresentam grande potencial para controle biológico (GOMES et al., 2017). O 

fungo Clonostachys byssicola ocorre amplamente nos biomas Cerrado e Amazônia (MOREIRA 

et al., 2016). 

Em sua fase assexuada, Clonostachys revela massa conidial de cor branca, também 

pode exibir estruturas chamadas de esporodóquios, das quais o fungo exibe esporos ordenados 

em cadeias entrelaçadas (SCHROERS, 2001; SCHROERS et al., 1999). A fase sexuada deste 

mesmo fungo, posteriormente chamado de Bionectria Speq., está presente, geralmente, em 

cascas de árvores mortas, promovendo nelas, um estroma erumpente e formando peritécios, 

sendo envelopes de frutificação (ascos) de bolores, cogumelos e líquens agrupados. Na 

natureza, ostentam coloração em tons de laranja, marrom e branco (SCHROERS, 2000). 

Aspergillus brasiliensis pertente ao filo Ascomycota, inserido na ordem Eurotiales. 

possui distribuição diversificada nos solos brasileiros e ao redor do planeta, comumente 

encontrado em solo Norte-Americano, australiano e holândes. Este fungo compreende a sessão 

Nigri, da qual, apresentam Aspergillus com esporos de cor preta, dos quais seus componentes 

são muito similares, dificultando trabalhos taxonômicos (SPERANDIO, 2022). Esta mesma 

seção é dotada de diversos fungos para interesse comercial, médicos e ecológico, abrange cerca 

de 27 espécies, sobressaindo-se: A. fumigatus, A nidulans e A. niger.  

Por compartilharem a mesma seção, A. niger e A. brasiliensis são facilmente 

confundidos na literatura. Ambos, dotam de alta familiaridade genética, pois estão próximos na 

classificação filogenética para a seção Nigri (VESTH et al., 2018). A. brasiliensis é conhecido 

por produzir enzimas lignocelulolíticas de interesse para as indústrias (MENEZES; ROSSI; 

AYUB, 2017; PEDERSEN et al., 2007). Varga et al., (2007) elucida que o mesmo não produz 

micotoxinas e nem causa patogenia, como por exemplo, aspergilose. Além disso, exprimem 

capacidade de produzir proteases quando cultivado em substratos de agroindústrias 

(CHIMBEKUJWO; JA’AFARU; ADEYEMO, 2020; NOVELLI; BARROS; FLEURI, 2016). 

Os trabalhos acerca de fungos filamentosos ligninolíticos elucidam que os PHAs, 

provavelmente, são degradados por meio de epóxido hidrolases, monoxigenaes do citocromo 

p450 e enzimas ligninolíticas, tais quais, conduzem à uma ótima mineralização deste composto  

(BEZALEL; HADAR; CERNIGLIA, 1997).  Do mesmo modo, Machín-Ramírez et al., (2010) 

verificaram que o uso de A. niger e Trichoderma harzianum demonstraram eficácia na 
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degradação de pirenos. A. niger asseverou ser capaz de realizar clivagem de antracenos, 

produzindo ácido gentísico (PARSHIKOV; WOODLING; SUTHERLAND, 2015) e 

Papagianni (2007) declara que este fungo é conhecido por produzir ácido cítrico em processos 

industriais. 

Lotfinasabasl; Gunale; Rajurkar, (2012) isolaram Rhizopus sp., Penicillium sp., 

Aspergillus terreus e A. niger de amostras do solo em zona de Mangue nas cidades de Alibaug 

e Akshi, Maharashtra, Índia. Os pesquisadores objetivaram avaliar as estirpes dos fungos 

citados, observando o diâmetro do seu crescimento em diferentes concentrações de querosene, 

sendo elas, de 5 a 20% (v/v). À medida que os níveis de querosene aumentavam, os diâmetros 

fúngicos diminuíam, exceto com A. niger, do qual, apresentou maior eficiência de crescimento 

em 20%.  Mittal e Singh (2009) sugeriram que A. niger realiza biodegradação das frações de 

alcanos derivadas do petróleo bruto, visto pelo cromatograma gasoso (GC), sugerindo o 

esgotamento das parafinas comumente encontradas. 

Em estudo de Sánchez-Vázquez et al., (2018), Aspergillus brasiliensis produziu uma 

proteína emulsificante (EP), tratado em um campo elétrico e cultivado em biorreator. Na 

produção dessa proteína, necessitou-se de uma fonte de carbono hidrofóbica, sendo essas, PHAs 

e hidrocarbonetos alifáticos. Os resultados constataram que a EP apresentou 19,5% da proteína 

total, na qual, sua purificação aumentou em sete vezes a atividade emulsificante (EA). A 

emulsificação aumentou em 19% nos ambientes com pH 7 a 11, além disto, a presença de sal 

não afetou efetivamente a EA.   

Ismail et al., (2023) testaram A. brasiliensis na remoção das concentrações de 

benzo[a]pireno em cultura de bateladas, regulando-se as condições de pH. Deduziu-se, que a 

concentração ótima de pH foi de 6,0 em 40mg/l de benzo[a]pireno, diminuindo-o em 44,14%.  

No mesmo trabalho, utilizou-se a bactéria Sphingobacterium spiritivorum, detectando-

se um crescimento de 4,37E+07 CFU/mL e consumo de 38,98% de benzo[a]pireno nas mesmas 

condições da cultura em bateladas. O fungo revelou-se mais promissor na retirada de 

benzo[a]pireno comparado a bactéria (ISMAIL et al., 2023). 

 

JUSTIFICATIVA 

 

 Tendo em vista as atividades poluidoras dos derramamentos de petróleo e derivados, 

algumas técnicas podem ser insuficientes na remoção desses poluentes, fazendo com que os 

mesmos continuem prejudicando a saúde humana e ambiental. A partir dessa perspectiva, torna-
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se essencial pesquisar alternativas sustentáveis e ambientalmente corretas, sendo uma delas, a 

biorremediação.  

Sendo assim, a biorremediação por fungos faz-se necessária uma vez que estes seres 

vivos possuem capacidade em degradar hidrocarbonetos de petróleo e derivados, por meio de 

liberação de enzimas extra (ex: Lacases, MnP e LiP) e intracelulares (ex: Citocromo p450 e 

nitroredutases). A proteômica torna-se ferramenta essencial neste processo para descoberta das 

proteínas e compreensão do metabolismo desses microrganismos quando estão consumindo 

petróleo e óleo diesel. 

  

OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral  

Testar a capacidade de crescimento populacional e biodegradação de petróleo e diesel 

S-10, como fonte de carbono de fungos filamentosos encontrados no bioma Cerrado. 

Objetivos Específicos  

 

• Bioprospectar fungos filamentos em cultivos com petróleo e óleo diesel; 

• Analisar a degradação do petróleo por meio de testes de degradação de hidrocarbonetos;  

• Avaliar atividade enzimática de enzimas das quais participam de processos oxidativos; 

• Avaliar a quantificação de proteínas extra e intracelular destes fungos filamentosos 

bioprospectados em cultivos com petróleo e óleo diesel. 

 

1. METODOLOGIA 

1.1 PROCEDIMENTOS REALIZADOS 

 

1.1.1 Petróleo e Óleo Diesel  

 

O Petróleo utilizado neste trabalho foi fornecidos pelo LePETRO (Excelência em 

Geoquímica, Petróleo e Meio Ambiente) do Instituto de Geociências da Universidade Federal 

da Bahia (Salvador – BA), Recôncavo Baiano. Coletado em 18/08/2017- Campo Dom João e 
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pela Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) (local de amostragem: T0-61007; 

Solicitante: Tanque em carga; Tipo de amostragem: 1 metro; data: 23/8/2022, hora do envase: 

13:38. Fornecido por: Janaína Paixão-UFPE). 

O óleo diesel S-10 foi adquirido via compra em posto de gasolina Petrobrás. 

1.1.2 Cultivo de Estoque e dos Grupos  

 

Os fungos filamentosos Paecilomyces formosus (CZJ1), Clonostachys Byssicola (CZJ2) 

e Aspergillus brasiliensis (CZJ3) foram adquiridos da Micoteca do Departamento de 

Enzimologia da Universidade de Brasília-UnB, sob coordenação do Professor Edivaldo 

Ximenes Ferreira Filho. 

Realizou-se o repique dos fungos citados, em meio de cultura sólido, sendo eles: Extrato 

de Malte, Extrato de Levedura, Dextrose e Ágar (MYG), Batata-Dextrose-Ágar (BDA) e 

Peptona-Dextrose-Ágar (PDA). Os meios abordados, são dotados de Dextrose, 4% para PDA e 

2% para os meios MYG e BDA, considerando a proporção de 1 litro. Os fungos P. formosus 

(CZJ1) e A. brasiliensis (CZJ3) cresceram em incubadora tipo câmara de germinação (TE-

4013-TECNAL) na temperatura programa de 28ºC a 29ºC, durante 7 dias. O fungo C.byssicola 

(CZJ2) cresceu fora da BOD durante 15 dias.  

Preparou-se o cultivo dos respectivos grupos, em meio sólido e líquido, consistidos em: 

Controle Positivo (C+), Controle Negativo (C-), Teste 1 (T1) e Teste 2 (T2). Implementou-se 

somente o cultivo em Meio Mínimo (MM), caracterizando o controle negativo (C-), composto 

por: KH2PO4; K2HPO4; MgSO4.7H2O; (NH4)2SO4, ajustando-se o pH no valor 7,0, nas formas 

líquida e sólida. 

Realizou-se os testes, enriquecendo-os com óleo diesel (OD), e petróleo (PT) a 1%, 

sendo estes os T1 e T2, nessa ordem, juntamente com o meio mínimo. Aqueceu-se o petróleo 

em banho Maria a 80ºC para auxiliar na solubilidade e sucção da micropipeta. Seguiu-se os 

mesmos procedimentos do cultivo de estoque para realização do controle positivo (C+). Os 

materiais foram autoclavados a 121ºC durante 20 minutos. Todo o procedimento foi realizado 

em triplicata. 

 

Tabela 1: Meios de cultura e suas respectivas composições e concentrações na proporção de 1,0L. 

Nos casos de cultivo em meio líquido, retirou-se o ágar da composição. Os meios dos quais não necessitem do 

ajuste de pH, estão representados pelo “X”. 
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Meio de 

Cultura 

Composição e 

Concentração  

Ajuste de 

pH 

MYG  

(P. formosus) 

Extrato de Malte (2%) 

Extrato de Levedura (0.2%) 

Dextrose (2%) 

Ágar (1.5%) 

 

X 

BDA 

(C. byssicola)  

Batata (200g) 

Dextrose (15g) 

Ágar (15g) 

 

X 

PDA 

(A.brasiliensis)  

Peptona (10 g.L-1) 

Dextrose (40 g.L-1) 

Ágar (15 g.L-1) 

 

5.6 

Meio Mínimo KH2PO4 (7,0 g.L-1) 

K2HPO4 (2,0 g.L-1) 

MgSO4.7H2O (0.8 g.L-1) 

(NH4)2SO4  (1,0 g.L-1) 

Ágar (15 g.L-1) 

 

7,0 

 

1.1.3 Cultivo em meio Sólido 

 

Em cultivo contendo ágar, realizou-se, 297 ml de MM mais 3 ml de OD e PT a 1%, 

totalizando um volume final de 300 ml de Meio de Cultura (MM + OD/PT  1%) para cada um 

dos grupos, controle negativo (C-), óleo diesel (T1) e petróleo (T2). Para o controle positivo 

(C+) fez-se 200 ml de meios dotados com dextrose (MYG, BDA e PDA), seguindo-se os 

mesmos procedimentos do cultivo em estoque.  

Todos os grupos foram cultivados com 7 dias em temperatura 28ºC, exceto C. byssicola 

(CZJ2) no qual foi cultivado fora da BOD. Os materiais foram autoclavados a 121ºC durante 

20 minutos. Todo o procedimento foi realizado em triplicata 

 

1.1.4 Cultivo em meio Líquido 

 

No preparo sem a presença de ágar, separou-se 12 Erlenmeyers com volume de 250 

ml, inoculando-se 50 ml de volume total nos mesmos (49.5 ml de MM + 0.5ml de OD/PT 1%) 
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para controle negativo (C-), óleo diesel (T1) e petróleo (T2). A realização do controle positivo 

(C+), seguiu-se igualmente ao processo com meio de cultura contendo dextrose (MYG, BDA e 

PDA), em Erlenmeyers de mesmo volume, inseridos 50 ml destes meios. 

 Estabeleceu-se agitação de 90 rotações por minuto (rpm) em Shaker (New Brunswick 

Benchtop Incubator Shaker E24, Eppendorf ®) com o intuito de promover uma baixa 

movimentação, impedindo que o petróleo não ficasse aderido nas adjacências dos Erlenmeyers, 

todo o processo citado foi realizado em triplicata. Todos os grupos foram cultivados com 7 dias 

em temperatura 28ºC, exceto C. byssicola (CZJ2), fora da BOD.  

Os materiais foram autoclavados a 121ºC durante 20 minutos. O procedimento pode ser 

visualizado na figura 4 (etapa A). Todo o procedimento foi realizado em triplicata 

 

1.1.5 Solução de Esporos  

 

Adicionou-se, para ambos os cultivos, 1ml de solução de esporos, proveniente da 

raspagem dos fungos em cultivo de estoque. Em culturas com ágar, aplicou-se o mesmo 

processo de incubação para os fungos P. formosus (CZJ1) e A. brasiliensis (CZJ3), ou seja, em 

câmara de germinação, enquanto C. byssicola (CZJ2) foi exposto externo à BOD.  

Utilizou-se a Câmara de Neubauer com objetivo de contar e estimar a concentração de 

esporos a serem inseridos nos cultivos, estabelecendo-se concentração em torno de 107 

esporos/ml. 

 

1.2 Coleta de Células  

 

Na etapa B (Figura 4), em relação ao meio líquido, utilizou-se sistema de filtração a 

vácuo, acompanhada de Kitassatos, funil de buchen e papel de filtro Whatman nº5. Colheu-se 

os micélios retidos na superfície do filtro, introduzindo-os em microtubos de 2,0 ml. Conservou-

se as células em ultrafreezer -80ºC.  

Assim como, coletou-se 25 ml do filtrado, armazenando-os em tubos cônicos de 50 

ml, guardando-os em freezer -20ºC (Figura 4: etapa B). Os micélios do meio líquido foram 

coletados com o auxílio de espátula de aço inoxidável estéril. Neste processo, materiais e 

vidrarias foram autoclavados a 121ºC por 20 min. Todo o procedimento foi realizado em 

triplicata 
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1.3 Cultivo com DCPIP   

 

Os fungos foram cultivados em tubos de ensaio de 10mL, todos acompanhados pelo 

reagente redox 2,6 diclorofenol-indofenol (DCPIP), do qual indicou indicará degradação dos 

hidrocarbonetos através da descoloração do reagente, seguindo-se pelo controle negativo 

(inóculo fúngico + meio mínimo + DCPIP), testes T1 (inóculo fúngico + meio mínimo + 

DCPIP+ óleo diesel 1%), teste T2 (inóculo fúngico + meio mínimo + DCPIP + petróleo 1%). 

Incubou-se os tubos por 7 dias a 28ºC em agitação de 150 rpm, sob condições escuras para 

evitar a fotooxidação do reagente (Figura 4: DCPIP). Todo o procedimento foi realizado em 

triplicata 

1.4 Ensaio de MnP  

 

Realizou-se análise da atividade de enzimas extracelulares secretadas pelo fungo 

citado nos respectivos cultivos: controle positivo (C+), controle negativo (C-), óleo diesel (T1) 

e petróleo (T2). A enzima Manganês-Peroxidase (MnP) foi determinada por meio da oxidação 

do vermelho de fenol 0.1%, acompanhada da solução reagente (tampão succinato de sódio [250 

mM], MnS04 [2mM], lactato de sódio [250 mM], albumina sérica bovina 0,5% e H2O2 

[2mM]). As amostras foram incubadas a 30ºC e lidas em espectrofotômetro a 610 nm 

(KUWAHARA et al. 1984) (Figura 4: C1.1.2). Todo o procedimento foi realizado em triplicata. 

 

1.3 Preparo de Amostras  

 

1.3.1 Lise Celular  

 

As células coletadas do meio líquidos (Figura 4: C1) foram acondicionadas em 

microtubos com tampa de rosca 2ml com 400 µl de tampão de Lise LB (SDS 4%, 100mM de 

Tris-HCL, pH 7.6) adicionado um tablet inibidor de protease (ULTRA Tablets,Mini,EDTA-

free, EASYpack Protease Inhibitor Cocktail- ROCHE®), juntamente com 200 µl de Beads 

0.5 mm (Disruptor Beads 0.5mm-Scientific Industries ®), totalizando um volume final de 

600 µl (Figura 4: C2). Seguiu-se com a disrupção das células em Bead Beater (Figura 4: C3) 

durante 5 min, centrifugou-se as amostras por 15 min a 23ºC em 6000 gravidades (g) (Figura 
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4: C4), coletando-se o sobrenadante (Figura 4: C5). Todo o procedimento foi realizado em 

triplicata. 

 

1.3.2 Quantificação de Proteínas  

 

Realizou-se a quantificação de proteínas intracelulares (P. formosus (CZJ1) e 

secretômicas cultivadas em meio líquido e dos respectivos secretomas. Prosseguiu-se com a 

quantificação por meio do kit Micro BCA™ Protein Assay Kit- Thermo Fisher ®, levando em 

conta que o ácido bicinconínico (BCA) é considerado mais sensível na detecção de proteínas.  

A quantificação foi realizada em placa com 96 micropoços, as amostras dos grupos 

(C+, C-, T1 e T2) foram diluídas em proporções 1:200, 1:100, 1:50, 1:10, juntamente com as 

amostras de Albumina Sérica Bovina (BSA) para realização da curva padrão, nos seguintes 

padrões: 40µg/ml, 20 µg/ml, 10µg/ml, 5µg/ml e 2,5µg/ml. Feito isso, utilizou-se 

espectrofotômetro leitor de placas CLARIOstar® Plus (BMG Labtech) a uma leitura de 562 

nanômetros (nm) para verificar a concentração de proteínas (Figura 4: C6). Todo o 

procedimento foi realizado em triplicata. 

. Figura 4: Fluxograma Metodológico. A) Cultivo Estoque, Grupos e DCPIP: A partir da 

raspagem do cultivo estoque para liberação dos esporos fúngicos, realizou-se o cultivo dos grupos controle positivo 

(C+), controle negativo (C-), teste com óleo diesel (T1) e petróleo (T2) dos meios sólido e líquido e para os testes 

com DCPIP. B) Coleta de Células: A coleta em meio sólido foi realizada por meio de espátula de aço, coletando-

se todos os micélios escolhido no quadrante escolhido, acondicionando-os em microtubos de 2,0 ml e inserindo 

sob congelamento a -80ºC. Coletou-se as células fúngicas cultivadas em meio líquido que ficaram retidas na 

superfície do filtro, resguardando-as em -80ºC, assim como, coletou-se 25 ml do filtrado de cada um dos 

respecitvos grupos, conservando-as a -20ºC. C) Preparo de amostras: Verificou-se a concentração de proteínas 

por meio de kit BCA, de proteínas intracelulares (P. formosus) e do secretoma. 
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2. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
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 2.1 CRESCIMENTO FÚNGICO EM MEIO SÓLIDO  

2.1.1 Coloração e Morfologia de Paecilomyces formosus (CZJ1)  

 

No meio sólido, o fungo Paecilomyces formosus (CZJ1) apresenta no cultivo estoque, 

coloração marrom e bege (Figura 5: Estoque CZJ1). Após a sua raspagem, aparenta cores 

fortemente marrom e branca em controle positivo (Figura 5: C+), similar ao cultivo estoque. 

 Os grupos controle negativo (Figura 5: C-), óleo diesel a 1% (Figura 5: T1) e petróleo 

a 1% (Figura 5: T2), aparentam o predomínio de micélios brancos. Observa-se a abrangência 

do crescimento micelial no diâmetro das placas de Petri (Figura 5). Em cultivo estoque, repara-

se um crescimento extenso dos micélios com aspecto aveludado, dos quais, estendem-se até as 

bordas com leves elevações ao centro (figura 5: Estoque CZJ1). 

 Percebe-se, no controle positivo (Figura 5: C+), a formação micelial preenchendo bem 

a área da placa de Petri. Na mesa de luz do mesmo controle, nota-se a evidência dessa grande 

massa de micélios cobrindo todo o perímetro (Figura 5: c+), ambas apresentando aspecto 

algodonosos. Tal morfologia, assemelha-se ao cultivo contendo petróleo, do qual, expôs 

crescimento robusto, assim como, a mesma textura algodonosa por toda a placa (Figura 5: T2), 

em mesa de luz, apresenta-se ao redor do petróleo manchas mais claras, indicando o 

crescimento dos corpos de frutificação, apontado pelas setas verdes (Figura 5: t2).  No cultivo 

com óleo diesel a 1%, houve crescimento das colônias no canto inferior, de aparência granulosa 

e aveludada, revelando extensão das hifas em direção as bordas das placas, pode-se ser 

observada essa extensão na mesa de luz e fora dela (Figura 5: T1 e t1). 

O fungo P. formosus (CZJ1) demonstra eficácia no crescimento com petróleo e óleo 

diesel na concentração de 1%, verifica-se a diferença desse crescimento quando comparado ao 

crescimento em controle negativo (Figura 5: C-; c-). Repara-se nas imagens em mesa de luz 

(Figura 5: c-) e fora dela (Figura 5: C-), que há pouco crescimento dos micélios de P. formosus, 

demonstrando-se pequeno e disperso na placa, indicando que somente o meio mínimo não é 

suficiente para compor o desenvolvimento desse fungo, necessitando-se das fontes de carbono 

e energia, supridas pelo óleo diesel e petróleo a 1%. O respectivo fungo cresce vultuoso na 

presença dessas substâncias, demonstrando o potencial de P. formosus (CZJ1) para crescimento 

em substâncias petrolíferas, caracterizando-o como um ótimo candidato para degradação de 

petróleo e seus hidrocarbonetos. 

Kumar et al., (2023) elucida que quando há meios contendo fontes de carbonos 

tradicionais, como por exemplo, dextrose, o crescimento dos filamentos do gênero 
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Paecilomyces apresentam na parte superior da placa, cores em tons de marrom, castanho a 

castanho-escuro no centro e levemente esbranquiçado nas regiões periféricas com aparência 

aveludada, com crescimento ótimo em um período de 7 dias, entre 25 a 28ºC. Os resultados de 

Kumar et al., (2023) corroboram com os apresentados neste trabalho, elucidado pela figura 5, 

uma vez que P. formosus (CZJ1) exibe características de cor marrom e brancas e aparência 

aveludada, assim como confirmado pelos autores.  Os bolores desse gênero, caracterizam-se 

pela superfície de forma aveludada, assim como mostram os resultados em controle positivo 

(Figura 5: C+), óleo diesel (Figura 5: T1) e petróleo (Figura 5: T2) em um período de 7 dias.  

Os mesmos autores, afirmam que a espécie Paecilomyces variotii cresceu de forma 

suntuosa em meio Bushnell-Haas sólido, do qual não existia fonte de carbono, sendo este, 

enriquecido com 2% de óleo diesel.  Martin-Sanchez; Gorbushina e Toepel, (2018) relataram a 

presença de contaminação por P. variotii em tanques de combustíveis, especialmente em 

misturas contendo diesel e biodiesel, declarando que estes fungos possuem resistência para 

substâncias tóxicas. Percebe-se que P. formosus (CZJ1), também foi capaz de crescer em óleo 

diesel na concentração de 1%, no mesmo período de 7 dias, ressaltando a importância do gênero 

Paecilomyces para a degradação de combustíveis e biocombustíveis. A literatura científica 

carece de pesquisas acerca do crescimento de P. formosus em petróleo, necessitando-se de mais 

estudos nessa área. 

A tabela 2, elucida a coloração e morfologia do fungo P, formosus (CZJ1) durante o 

seu crescimento em meio sólido nos respectivos grupos. 

 

Figura 5: Crescimento de Paecilomyces formosus (CZJ1) em controle positivo contendo MYG e 

ágar (C+); controle negativo contendo somente meio mínimo e ágar (C-), teste com óleo diesel a 1%+ meio 

mínimo+ágar (T1) e teste com petróleo a 1%+ meio mínimo+ ágar (T2). Todos os grupos foram padronizados com 

crescimento durante 7 dias em câmara de germinação.  C+, C-, T1 e T2: Fotografias do crescimento fúngico fora 

da mesa de luz.  c+, c-, t1 e t2: Fotografias do crescimento fúngico em mesa de luz. Em teste com petróleo 

verificado em mesa de luz (t2) demonstra-se o crescimento dos corpos de frutificação ao redor do petróleo, indicado 

pelas setas verdes. Concentração de esporos: 6,64 x 107 esporos/mL. Nota-se um vasto crescimento nos testes 
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com óleo diesel e petróleo quando comparados ao controle negativo, indicando que a presença dessas substâncias 

é utilizada pelo fungo como fonte de carbono. 

 

 

Tabela 2: Coloração e Morfologia de P. formosus (CZJ1) em meio sólido. 

 

 

2.1.2 Coloração e Morfologia de Clonostachys byssicola (CZJ2)  

 

O fungo Clonostachys byssicola (CZJ2) aparenta tonalidade branca e tons de laranja 

ao centro, no cultivo estoque (Figura 6: Estoque CZJ2). Realizou-se a raspagem do fungo em 

questão para prosseguimento do cultivo dos grupos. Em controle positivo, (Figura 6: C+) é 

notável a presença de micélios brancos e alaranjados. Em controle negativo (Figura 6: C-), óleo 



34 

 

diesel (Figura 6: T1) e petróleo (Figura 6: T2) o fungo exibe coloração predominantemente 

branca.  

No cultivo estoque, C. byssicola (CZJ2) apresenta morfologia com prolongamento de 

micélios aveludados, semelhantes a textura algodonosa, e bordas filiformes (Figura 6: estoque 

CZJ2). O controle positivo demonstra micélios alongados e colônias centrais por todo o 

perímetro da placa de Petri, observado nas figuras com e sem mesa de luz (Figura 6: C+; c+).   

O teste do qual foi cultivado óleo diesel 1%, apresenta formações granulosas por quase 

todo o perímetro plaqueal, das quais as colônias apresentam aspecto bem granuloso e bordas 

levemente irregulares (Figura 6: T1 e t2). O cultivo com inserção de petróleo, demonstrou 

aspecto semelhante ao óleo diesel, porém, as colônias fúngicas cresceram com menos 

intensidade, entretanto, pode-se perceber as mesmas por toda a superfície do petróleo, em 

formas similares a pequenos grânulos (Figura 6: T2 e t2). Os cultivos com óleo diesel e petróleo, 

expuseram resultados satisfatórios, constatando o crescimento proveitoso em comparação ao 

controle negativo, do qual, exibiu crescimento singelo das hifas somente com a presença de 

elementos de meio mínimo (Figura 6: C-; c-).  

O fungo C. byssicola (CZJ2) revelou-se muito promissor no cultivo em petróleo e 

principalmente, na presença de óleo diesel, evidenciando que estes químicos proporcionaram 

melhor progressão do crescimento fúngico.  Ressalta-se, a inexistência de literaturas e registros 

de C. byssicola no crescimento com petróleo e óleo diesel ou em outro tipo de petroderivado, 

apontando esses resultados como inéditos em trabalhos dos quais envolvem a biorremediação. 

Kapeua-Ndacnou et al., (2023) afirmam que o gênero Clonostachys quando cultivado 

em meio sólido, ou seja, na presença de ágar, pode apresentar colônias planas ou mais elevadas, 

contendo bordas onduladas. Sendo assim, os micélios podem expor aparência algodonosa ou 

felpuda, denso ou possuindo partes granulosas, de cores brancas a rosadas e massa de esporos 

esbranquiçadas, aparentando esporulação abundante após 10 dias de crescimento, usualmente 

revelando 46 mm de diâmetro em meios incluindo batata. 

 A coloração e morfologia dos grupos (Figura 6: C+, C-, T1 e T2), também apresentam 

aparência felpuda e massa de esporos de coloração branca. Salientando-se, o cultivo com 

petróleo (Figura 6: T2; t2) e especialmente, com óleo diesel (Figura 6: T1;t1) que  

demonstraram colônias granulosas e totalmente esbranquiçadas. Aparentemente, constata-se 

esporulação desse fungo nas fontes de carbono citadas, assim como afirma Kapeua-Ndacnou et 

al (2023). Além disso,  Schroers et al., (1999) ressaltam que colônias de Clonostachys podem 

apresentar características granulosa em meio BDA, devido à grande aglomeração dos esporos. 
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 Evidencia-se a presença de colônias granulosas não somente em cultivo contendo 

meio BDA, mas na presença de óleo diesel (Figura 6: T1 e t1), assim como, petróleo (Figura 6: 

T2 e t2), revelando que o fungo conseguiu crescer, mesmo sem a presença de batata e 

dextrose.Observa-se na tabela 3, a descrição da coloração e morfologia de C. byssicola (CZJ2) 

quando cultivado nos controles e testes.  Vale ressaltar que ainda não existem registros 

fotográficos de C. byssicola (CZJ2) relatado por outros autores. Sendo assim, os registros 

morfológicos e de coloração do respectivo fungo são exclusividade deste trabalho.  

 

Figura 6: Crescimento de Clonostachys byssicola (CZJ2) em controle positivo em meio BDA (C+); 

controle negativo contendo somente meio mínimo e ágar (C-), teste com óleo diesel a 1%+ meio mínimo+ágar 

(T1) e teste com petróleo a 1%+ meio mínimo+ ágar (T2). Todos os grupos foram padronizados com crescimento 

durante 7 dias em TºC ambiente. C+, C-, T1 e T2: Fotografias do crescimento fúngico fora da mesa de luz.  c+, 

c-, t1 e t2: Fotografias do crescimento fúngico em mesa de luz. Concentração de esporos: 1,6 x 107 esporos/ml. 

Percebe-se grande extensão da massa micelial principalmente em óleo diesel, assemelhando-se ao tamanho da 

massa de micélios do controle positivo, revelando que as substâncias petrolíferas utilizadas se tornam essenciais 

para o crescimento fúngico. Ademais, nota-se que o controle negativo desse mesmo fungo, exibiu pouco 

crescimento somente na presença de meio mínimo.  
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Tabela 3: Coloração e Morfologia de C. byssicola (CZJ2) em meio sóldio. 

 

2.1.3 Coloração e Morfologia de Aspergillus brasiliensis (CZJ3)  

 

Em se tratando do crescimento em meio contendo ágar, Aspergillus brasiliensis (CZJ3) 

apresenta pigmentação preta em cultivo estoque (Figura 7: Estoque CZJ3). No controle positivo 

expõe coloração dominantemente preta com leves tons castanho-escuros (Figura 7: C+). Em 

controle negativo (Figura 7: C-) exibe pequenos micélios de cor branca, quanto ao teste com 

óleo diesel (Figura 7: T1), revela-se coloração preta e em petróleo (Figura 7: T2) manifesta-se 

crescimento do fungo em cor castanha, bege ao centro e bordas esbranquiçadas.  

 O cultivo estoque (Figura 7: Estoque CZJ3) e o controle positivo (Figura 7: C+; c-) 

apresentam morfologia da colônia parecido a um formato coriáceo, disperso integralmente pela 

circunferência da placa, sem a presença de bordas. Na presença de óleo diesel a 1% (Figura 

7:T1), a colônia revela-se totalmente desenvolvida na superfície da placa. Em mesa de luz do 

mesmo teste, avista-se o prolongamento dos micélios cobrindo a área da placa de Petri. (Figura 

7:t1). No teste envolvendo petróleo a 1%, o fungo cresce em formato de manchas extensas e 

aveludadas, aparentando bordas irregulares (Figura 7: T1), ressalta-se ao redor das manchas de 

petróleo, a sombra da massa micelial, apontada pela seta verde (Figura 7: t2). O controle 

negativo (Figura 7: C-), demonstra em mesa de luz (Figura 7: c-), crescimento de pequenas 

formações dos corpos de frutificação abrangendo a totalidade da placa sem a presença de 

bordas. 

O fungo A. brasiliensis (CZJ3) demonstrou grande potencial quanto ao crescimento 

com óleo diesel e petróleo. Comparado ao crescimento em controle negativo, que demonstrou 

menos progresso de crescimento em meio sólido, acompanhando sem nenhuma fonte de 

carbono. Comprova-se que este fungo exibe potencialidade para usar poluentes como fonte de 
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carbono e energia no desenvolvimento do seu crescimento. Além disso, este hifomiceto é 

exclusivamente encontrando em solo do Cerrado e arredores do Distrito Federal, sendo o 

primeiro fungo dessa região a ser utilizado em testes com petróleo e óleo diesel.  

Saleem e Ali, (2017) afirmam que as espécies de Aspergillus, sobretudo A. niger têm 

crescimento de micélios muito extensos quando há adição de variadas fontes de Carbono, 

Nitrogênio ou minerais. As colônias podem chegar até 90mm de diâmetro nas placas de Petri, 

garantindo um ótimo desenvolvimento desse gênero. Repara-se o crescimento de A. brasiliensis 

(CZJ3) em todos os grupos (Figura 7: C+, C-, T1 e T2). No caso de controle positivo (Figura 

7: C+), consta-se com a fonte de carbono dextrose, tratando-se do controle negativo (Figura 7: 

C-), complementado com minerais.  

Nos testes (Figura 7: T1 e T2), existe a adição de meio mínimo e as possíveis fontes 

de carbonos, das quais são, óleo diesel e petróleo na concentração de 1%. Observa-se a extensão 

micelial deste fungo nas placas de petri, principalmente em controle positivo e nos testes, 

abrangendo boa parte da superfície da placa, devido a adição de fontes de carbonos e minerais, 

assim como ressaltados pelos autores citados, Saleem e Ali, (2017).  

Cultivos de A. brasiliensis em óleo diesel e petróleo, ainda não foram descritos em 

bibliografias científicas, fazendo com que os resultados apresentados nesta pesquisa sejam 

pioneiros a reportar esse fungo nos cultivos em petróleo e óleo diesel. A tabela 4 expõe a 

coloração e morfologia de A. brasiliensis (CZJ3) no cultivo com petróleo (T1), diesel (T2), 

meio sem fonte de carbono (C-) e com dextrose (C+) em meio sólido. 

 

Figura 7: Crescimento de Aspergillus brasiliensis (CZJ3) em controle positivo contendo meio  

(PDA) (C+); controle negativo contendo somente meio mínimo e ágar (C-), teste com óleo diesel a 1%+ meio 

mínimo+ágar (T1) e teste com petróleo a 1%+ meio mínimo+ ágar (T2). Todos os grupos foram padronizados com 

crescimento durante 7 dias em BOD. C+, C-, T1 e T2:Fotografias do crescimento fúngico fora da mesa de luz.  

c+, c-, t1 e t2: Fotografias do crescimento fúngico em mesa de luz. Evidencia-se o sombreamento da massa de 

micélios ao redor das manchas de petróleos em teste com petróleo na visualização da mesa de luz, apontadas pelas 

setas verdes. Concentração de esporos: 3,5 x 107 esporos/mL. Identifica-se crescimento da massa micelial no 

cultivo com petróleo a 1%, abrangendo bem o centro da placa. Além do mais, o cultivo suplementado com óleo 

diesel, demonstrou ótimo crescimento da biomassa de A. brasiliensis, similar ao controle positivo (C+), exibindo 
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crescimento muito superior em comparação ao controle negativo (C-), apontando que este fungo exprime potencial 

para degradação de petroderivados. 

 

 

 

Tabela 4:  Coloração e Morfologia de A. brasiliensis (CZJ3) em meio sólido. 
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2.2 CRESCIMENTO FÚNGICO EM MEIO LÍQUIDO 

2.2.1 Coloração e Morfologia de Paecilomyces formosus (CZJ1)  

 

No meio líquido, o fungo P. formosus (CZJ1) demonstra no controle positivo (Figura 

8: CZJ1/C+), do qual contém meio MYG, coloração em tons de marrom e castanho. O controle 

negativo, dotado de meio mínimo (Figura 8: CZJ1/C-) e o teste com óleo diesel (Figura 8: 

CZJ1/T1), exibem  micélios de cor acastanhada. Por outro lado, o cultivo contendo petróleo 

apresenta tonalidade bastante esbranquiçada aderida a superfície do petróleo, indicado pela seta 

verde (Figura 8: CZJ1/T2). 

 Em cultivos sem a presença de ágar, o controle positivo de P. formosus (CZJ1) 

aparenta micélios em formatos grandes e ovais (Figura 8: CZJ1/C+). O controle negativo do 

mesmo fungo (Figura 8: CZJ1/C-) demonstra pequenas micéios de formatos irregulares 

espalhadas ao meio líquido. Em contrapartida, o teste envolvendo óleo diesel demonstra 

micélios  com prolongamentos enovelados e bem alongados. Algumas apresentam-se em 

formato de “véu”, verificado pela seta vermelha (Figura 8: CZJ1/T1). O meio líquido com 

inserção de petróleo, fez com que o fungo criasse uma espécie de corpo de micélios envolvendo 

essa substância, evidenciado pela seta laranja (Figura 8: CZJ1/T2) e aderido à superfície, 

ressaltado pela seta verde, realizando-se uma possível adsorção, da qual poderá ser observada 

através de microscopia eletrônica de varredura (MEV) (Figura 8: CZJ1/T2).  

Percebe-se que houve  crescimento de P. formosus (CZJ1) nos testes com óleo diesel 

(Figura 8: CZJ1/T1) e especialmente petróleo (Figura 8: CZJ1/T2) uma vez que, quando 

comparado ao controle negativo (Figura 8: CZJ1/C-), é notório que este fungo se beneficiou 

das fontes de carbono presentes nestas substâncias, uma vez que os  micélios verificam-se bem 

mais desenvolvidas comparadas ao cultivo somente com meio mínimo (Figura 8: CZJ1/C-). A 

tabela 5, elucida a morfologia e coloração do respectivo fungo nos grupos citados em meio 

liquido. 

Nos experimentos de  Li et al., (2017), relatam a capacidade de P. formosus realizar 

adsorção por metais através de seus micélios. Existem três possibilidades para a adsorção 

ocorrer, através de precipitação extracelular, troca iônica e adsorção hidrolítica, sendo estes os 

mecanismos biológicos que mais contribuem para a sobrevivência dos fungos em meios 

dotados de toxicidade (FOMINA; GADD, 2014). Observa-se o mesmo fenômeno relatado pelos 

autores citados na figura 8 (CZJ1/PT), no qual, o desenvolvimento de P. formosus (CZJ1) pode 
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ser visualizada aderido ao petróleo. Em estudo de Bilal et al., (2017), salientam a habilidade de 

P. formosus na sorção de metal Ni quando integrado as plantas de soja.  

Além disto, o crescimento em óleo diesel do respectivo fungo é ressaltado pelo estudo 

de Gassen et al., (2015), no qual afirma que o gênero Paecilomyces desenvolve-se bem na 

presença dos ésteres contidos no próprio combustível citado. Percebe-se o crescimento de P. 

formosus (CZJ1) em óleo diesel a 1%, validando que o mesmo pode-se aproveitar do óleo diesel 

e suas propriedades químicas, corroborando com o estudo de Gassen et al., (2015).  

Os estudos carecem de relatos acerca do crescimento e desenvolvimento de P. 

formosus (CZJ1) em petróleo e óleo diesel na região centro-oeste brasileira, possivelmente 

sendo relatado pela primeira vez neste trabalho. 

 

Figura 8:  Cultivo de P. formosus (CZJ1) em meio líquido. Ressalta-se que o fungo apresentado os 

demonstra resistência contra petróleo e derivados, uma vez que todas houve crescimento nas substâncias citadas. 

P. formosus (CZJ1) em teste com óleo diesel (CZJ1/T2) apresenta micélios  em formato de “véu”, verificado pela 

seta vermelha, por outro lado, o teste com petróleo demostra corpo de micélios notado pela seta laranja (CZJ1/T2)  

aderido à superfície, ressaltado pela seta verde, realizando-se possível fenômeno da adsorção. Concentração de 

esporos: P. formosus (CZJ1): 1,14 x 107 esporos/mL;  

 

 

Tabela 5: Coloração e morfologia de P. formosus (CZJ1) em meio líquido. 

 

2.2.2 Coloração e Morfologia Clonostachys byssicola (CZJ2) 
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O controle positivo do respectivo fungo, apresenta micélios prolongados, de cor 

amarela, branca e tons de laranja, caracterizando a coloração desse fungo na presença de meio 

BDA (Figura 9: CZJ2/C+). De acordo com Schroers (2000), na natureza, Clonostachys 

geralmente ostentam coloração em tons de laranja, marrom e branco, assemelhando-se as cores 

quando cultivadas em meio BDA (Figura 9: CZJ2/C+). O controle negativo (Figura 9:CZJ2/C-

) e o teste com óleo diesel (Figura 9:CZJ2/T1) apresentam micélios de coloração alva, assim 

como no teste em petróleo (Figura 9:CZJ2/T2), confirmando com estudo de Schroers (2000). 

O aspecto morfológico em controle positivo BDA (Figura 9: CZJ2/C+), apresenta-se 

com grande extensão dos micélios aveludados, preenchendo totalmente o fundo do Erlenmeyer 

(Figura 9: CZJ2/C+). O controle negativo (Figura 9:CZJ2/C-), apresenta os micélios em forma 

de elipses pequenas com bordas regulares lisas, espalhados ao meio mínimo.  

O mesmo fungo crescendo em óleo diesel (Figura 9: CZJ2/T1) aparentou competente 

desenvolvimento. Percebe-se micélios pequenos, semelhantes aos apresentados ao controle 

negativo com meio mínimo, porém, é notável o crescimento de micélios prolongadas 

entrançadas formando um “S”, como aponta a seta rosa, expondo textura felpuda desses 

micélios. No cultivo com petróleo (Figura 9: CZJ2/T2),  C. byssicola (CZJ2) aparenta um 

crescimento de pequenos micélios, algodonosos e de bordas bastante irregulares, depositadas 

ao fundo do Erlenmeyer. Certifica-se na  tabela 6, a coloraçao e morofologia de C. byssciola 

(CZJ2) aparentada no cultivo em meio líquido nos controles e testes.  

Schroers (2001) elucida que na fase assexuada, Clonostachys revela massa conidial de 

cor branca. Repara-se a cor branca em controle negativo (CZJ2/C-), óleo diesel (CZJ2/T1) e 

petróleo (CZJ2/T2), presumindo que C. byssicola na presença de meio mínimo e 

hidrocarbonetos reproduziu-se assexuadamente.  

Presencia-se um bom crescimento deste fungo, sobretudo, em óleo diesel (CZJ2/T1), 

do qual identifica-se positivo equiparado ao controle negativo (Figura 9: CZJ2/C-) que 

expressou um desenvolvimento mais simples desse fungo, comprovando que os petroderivados 

intesificam o aumento dos propágulos fúngicos de C. byssicola (CZJ2). Ainda não existem 

registros de documentos científicos dos quais mencionam cultivo de C. byssicola em petróleo 

e óleo diesel cultivados em meio líquido, portanto, fazendo destes registros restritos ao presente 

trabalho.  

Figura 9: Crescimento no meio líquido de C. byssicola (CZJ2) em controle positivo (C+); controle 

negativo(C-), óleo diesel a 1% (T1) petróleo a 1% (T2). C. byssicola (CZJ2) quando cultivado na presença de óleo 
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diesel, revela massa de micélios entrelaçada em formato de “S” (CZJ2/T1). Concentração de esporos: 5,36 x 107 

esporos/mL 

 

 

Tabela 6: Coloração e morfologia de C. byssicola (CZJ2) em meio líquido. 

 

2.2.3 Coloração e Morfologia de Aspergillus brasiliensis (CZJ3)  

 

Em meio sem ágar, A. brasiliensis (CZJ3) exibe coloração da massa micelial   preta e 

em tons de branco em meio PDA (Figura 10: CZJ3/C+). Na presença de meio mínimo, os 

micélios apresentam cor totalmente preta, caracterizando a tonalidade revelada em controle 

negativo (Figura 10: CZJ3/C-). O meio de cultura contendo óleo diesel e meio mínimo exibe 

micélios  pretos com o meio em tom amarelado, por causa da presença do óleo citado (Figura 

10: CZJ3/T1). O cultivo com petróleo apresenta micélios de cor dominantemente preta (Figura 

10: CZJ3/T2).  

Em controle positivo (Figura 10: CZJ3/C+) o fungo tratado evidencia um conjunto de 

micélios de formas ovais, grandes e circunferência das bordas bem delineadas. No controle 

negativo (Figura 10: CZJ3/C-) presencia-se bastante aglomeração de micélios , sendo estes de 

tamanhos medianos, evidenciado pela seta lilás. De outro modo, o cultivo em petróleo (Figura 

10: CZJ3/T2), repara-se um agrupamento dos micélios similar ao controle negativo, de 

tamanhos pequenos, entretanto, estes estão distanciados uns dos outros, apontados pelas setas 

azuis-claros. Nota-se o crescimento de A. brasiliensis (CZJ3) em petróleo, levando-se em conta 
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a toxicidade desta substância, destacando-se a aptidão do fungo para crescimento em meio de 

cultura contendo hidrocarbonetos.  

O cultivo com diesel (Figura 10: CZJ3/T1), expõe alguns micélios  enovelados de 

tamanhos pequenos, exposto pelas setas azuis-escuros, assim como, demonstra micélios  

alongados, apontadas pelas setas amarelas (Figura 10: CZJ3/T1) evidenciando que óleo diesel 

favorece o desenvolvimento do respectivo fungo, bem melhor do que em meio sem fonte de 

carbono, neste caso, meio mínimo, exposto pelo controle negativo (Figura 810 CZJ3/C-). 

Observa-se a coloração e morfologia de A. brasiliensis (CZJ3) pela tabela 7. 

Até o presente momento, não se encontram referências acerca de A. brasiliensis (CZJ3) 

cultivado nesse tipo de substâncias, evidenciado o relato deste fungo em petróleo e óleo diesel 

originais do presente estudo. 

 

Figura 10: Cultivo de A. brasiliensis (CZJ3) em meio líquido. O fungo em meio mínimo manifesta 

bastante aglomeração dos  micéios, apontado pelas setas lilás (CZJ3/C-), no cultivo com petróleo (CZJ3/T2) nota-

se agrupamento dos micélios similar ao controle negativo, de tamanhos pequenos, entretanto, mais dispersos uns 

dos outros, apontados pelas setas azuis-claros. Entretanto, em cultivo com óleo diesel (CZJ3/T1), apresenta-se 

micélios enovelados e pequenas, assinalado pelas setas azuis-escuros, assim como, demonstra micélios alongados 

, apontadas pelas setas amarelas. Concentração de esporos: 9,1 x 107 esporos/mL.  

 

 

Tabela 7: Coloração e morfologia de A. brasiliensis (CZJ3) em meio líquido. 
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2.3 QUANTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 

2.3.1 Quantificação de Proteínas Intracelulares 

 

Em razão do bom crescimento em petróleo de P. formosus (CZJ1) optou-se por realizar 

a quantificação de proteínas das células coletadas na superfície do papel de filtro qualitativo, 

ou seja, cultivadas em meio líquido, com objetivo de verificar o quanto este microrganismo está 

utilizando do seu maquinário secretório.  

Construiu-se o gráfico (figura 11), para melhor visualização da quantidade a ser 

apresentada de proteínas intracelulares. Optou-se por construir os resultados a partir da diluição 

1:10, da qual exibiu melhores resultados de proteínas dentre os grupos controle positivo (C+), 

controle negativo (C-), óleo diesel (T1) e petróleo (T2). Validando a eficiência da lise celular 

realizada e da sensibilidade do BCA em detectar proteínas. Obteve-se o valor real da proteína 

multiplicando-se pelo fator da diluição (x10). 

Nota-se que P. formosus (CZJ1) manifesta proteínas em todos os grupos (C+, C-, T1 

e T2), confirmando que a liberação delas está presente quando o fungo cresce em meio contendo 

dextrose (301,8 µg/ml), meio mínimo (189,3 µg/ml) e especialmente óleo diesel (241,3 µg/ml) 

e petróleo (84,7 µg/ml). A concentração proteica em controle positivo (C+) demonstrou-se 

elevada, seguindo-se pelo teste em óleo diesel (T1), controle negativo (C-) e petróleo (T2).  

Repara-se que a concetração de proteínas em óleo diesel (T1) revelou-se maior, 

comparada ao controle negativo (C-). Todavia, o teste com petróleo (T2) também manifestou 

proteínas. Os resultados demonstram que a excreção de proteínas intracelulares exerce papel 

fundamental, colaborando para o crescimento fúngico, evidenciado a aptidão e resiliência deste 

microrganismo em crescer em substância tóxicas e com a presença de hidrocarbonetos. 

 

Figura 11: Quantificação de proteínas de P. formosus (CZJ1). Revela-se concentrações de proteínas 

secretadas intracelularmente nos respectivos grupos, controle postivo (C+), controle negativo (C-), óleo diesel (T1) 

e petróleo (T2) em diferentes níveis de absorbância realizada pelo método BCA. Nota-se que a presença de 

proteínas em óleo diesel e petróleo conseguiu ser manifestada, levando-se em consideração a toxicidade destes 

compostos, evidenciando o potencial do microrganismo citado. Embora a menor produção de proteína seja do teste 

com petróleo (T2), ainda assim, presencia-se bons dados da secreção proteica deste fungo. Considera-se a 

possibilidade do mesmo, estar focado na fonte de carbono, neste caso, o petróleo, liberando menos enzimas do que 

o necessário para promover seu próprio crescimento na substância citada. 
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Kumar et al., (2023b) estudaram a degradação de hidrocarbonetos dada pelos fungos 

Paecilomyces variotti e Penicillium citrinum. Um dos padrões que usaram para análise foi a 

densidade óptica (DO), com o auxílio de um espectrofotômetro. Objetivaram avaliar a DO de 

cada isolado fúngico, em cultura líquida com fermentação, durante 15 dias de tratamento, 

medindo-se a DO a cada três dias, em comprimento de onda a 620 nm. Os resultados 

demonstraram alteração na DO de P. variotti (0.783 DO) três vezes maior do que em P. citrinum 

(0.241 DO) durante o mesmo período de incubação. Os autores salientam que alterações na DO, 

pode ser atribuída ao crescimento fúngico em substratos contendo hidrocarbonetos, liberando 

enzimas, assim como, ácidos, na tentativa de reduzir os hidrocarbonetos a metabólitos mais 

simples. A partir disso, os fungos podem obter nutrientes para o seu próprio desenvolvimento.  

Ferdinand et al., (2020) explica que variações na DO em espectrofotômetro, indicam 

a utilização de hidrocarbonetos como substratos para o crescimento de fungos. No presente 

estudo, percebe-se na, figura 11, que P. formosus (CZJ1) apresenta diferenças na DO nos 

diferentes grupos, controle positivo (0,496 nm), controle negativo (0,299 nm), testes com óleo 

diesel (0,39 nm) e teste com petróleo (0,116 nm). 

Em controle positivo, a absorbância revela-se maior. Em óleo diesel, da qual a 

abosrbância demonstrou-se maior comparado ao controle negativo, evidenciado que P. 

formosus (CZJ1) aproveitou-se do óleo diesel como fonte de carbono. A colorimetria 

promovida pelo BCA, evidenciou concentração proteica mesmo em cultivo com petróleo, 

conseguindo demonstrar resultados de proteínas deste fungo, evidenciado a sensibilidade e 

apuração do ácido na detecção das concentrações de proteínas.  
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Os resultados presentes neste estudo complementam-se com os apontados por Kumar 

et al., (2023b) e Ferdinand et al., (2020) pois as variações de absorbância, possivelmente 

demonstram que P. formosus (CZJ1) pode estar degradando hidrocarbonetos, liberando ácidos 

ou enzimas, e no caso presente, as proteínas, uma vez que se constata a concentração de 

proteínas no cultivo de todos os grupos (figura 11).  

Vale ressaltar que ainda é inexistente a quantificação de proteínas de P. formosus 

(CZJ1) em trabalhos com petróleo e óleo diesel. Nesse ponto futura espectrometria de massas 

poderá revelar importantes informações a respeito da identificação de compostos 

desconhecidos, assim como, quantificação de compostos conhecidos e auxílio no entendimento 

estrutural de diversas moléculas, especialmente as proteínas. 

2.3.2 Quantificação de proteínas do Secretoma  

 

A tabela 8 revela a quantificação de proteínas secretadas pelos respectivos fungos P. 

formosus (CZJ1), C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3) em meios de cultivo dotados de 

dextrose (C+), somente meio mínimo (C-), óleo diesel (teste 1) e petróleo (teste 2), os dois 

últimos, na concentração de 1%. 

O fungo P. formosus (CZJ1) apresenta quantidade elevada de proteínas no cultivo em 

meio MYG, dado pelo controle positivo (C+), no qual apontou 3.152 µg/mL. O cultivo no meio 

mínimo, caracterizando o controle negativo (C-), expôs o menor valor, dentre os três fungos 

trabalhados, de 56,09 µg/mL. Por outro lado, em diesel (teste 1) e petróleo (teste 2), revelou-se 

os valores de 23,14 µg/mL e 62,9 µg/mL. Este último, revela a maior concentração de proteínas 

secretadas em petróleo comparado a C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3), visto na 

tabela 8. 

Velmurugan et al., (2017) expressam em sua pesquisa, na qual a cepa de Paecilomyces 

sp. SF-8 demonstrou tolerância ao cloreto de sódio (NaCl), resistindo até 8% de NaCl, 

classificando-o como uma espécie halofílica moderada, confirmando-se a potencialidade dessa 

espécie e seu uso em áreas poluídas por hidrocarbonetos. Os pesquisadores Hernández-

Rodríguez, Hastings e Momany, (2012) e Sathishkumar et al., (2014) explanam que condições 

estressantes, por exemplo, alta salinilidade, podem não prejudicar diretamente os fungos 

filamentosos, entretanto, são capazes de reduzir a sua taxa de crescimento.  

Considerando-se a vigente dissertação, P. formosus (CZJ1), obteve êxito ao crescer 

em petróleo e diesel na concentração de 1%, assim como, manifestar proteínas nos referidos 

testes. Ressalta-se a capacidade deste fungo em utilizer as fontes de carbono formada por 
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hidrocarbonetos, especialmente em petróleo, do qual representou a maior concentração proteíca 

(62,9 µg/mL). Á vista disso, os resultados obtidos com P. formosus (CZJ1), revalida os estudos 

de Velmurugan et al., (2017), em consequência da possibilidade da espécie P. formosus (CZJ1) 

ser resistente a alguns sais presente no petróleo, levando em conta sua origem marítima. Além 

disso, superestima os resultados de Hernández-Rodríguez, Hastings e Momany, (2012) e 

Sathishkumar et al., (2014) (VOLKE-SEPULVEDA et al., 2016)considerando-se a falta de 

redução na taxa de crescimento de P. formosus (CZJ1), observando-se sua adsorção na referida 

substância química, ressaltado pela figura 8. Os resultados apontados pelos estudos dos autores 

referenciado, conjutamente com os apresentados na atual pesquisa, reforçam o potencial de P. 

formosus (CZJ1) a ser utilizado em áreas poluídas com hidrocarbonetos. 

O fungo A. brasiliensis (CZJ3) foi o microrganismo do qual expressou maior 

quantidade de proteínas no controle positivo (C+), totalizada em 8.297 µg/mL. Em controle 

negativo (C-), apresentou-se 70,11 µg/mL, no teste 1, determinado como cultivo em óleo diesel, 

expressou a maior concentração proteíca perante P. formosus (CZJ1) e C. byssicola (CZJ2), 

resultando em 183,61 µg/mL. Nos testes com petróleo (teste 2), apontou valor de 51,70 µg/mL, 

próximo ao valor apontado de P. formosus (CZJ1), apenas com uma diferença de 11,7 µg/mL 

de proteínas dentre os dois fungos, relacionado nos cultivos em petróleo a 1%. 

Volke-Sepulveda et al., (2016) elucidam que aumentos gradativos nas concentrações 

de glicose prorporcionam acréscimos na secreção de proteínas, desse modo, favorecem o 

catabolismo. Além disso Lu et al., (2010), estabelece informação, na qual, o fungo A. niger, em 

ocasiões nas quais é inserido em fonte de carbono, exibe efeitos maiores no secretoma, 

comparado ao proteoma intracelular. Percebe-se no presente estudo, no qual, A. brasiliensis 

(CZJ3) exibiu quantidades elevadas de proteínas (8.297 µg/mL) para o controle positivo (C+), 

corroborando com as afirmações de Lu et al., (2010) e Volke-Sepulveda et al., (2016) no qual 

a fonte de carbono (dextrose 4%) inserido no respectivo controle, permitiu condições favoráveis 

para A. brasiliensis (CZJ3) secretar mais de 8.000 µg/mL de proteínas. 

Ademais, no trabalho de Salgado-Bautista et al., (2020), alegam que a fermentação em 

estado sólido (SSF) de A. brasiliensis demonstrou concentrações superiores e diversas de 

proteínas secretadas. Este tipo de fermentação aumenta o metabolismo oxidativo e o nível de 

ramificação de suas hifas, além de favorecer a secreção de proteínas das quais possuem ação na 

adesão fúngica ao substrato (SALGADO-BAUTISTA et al., 2020). O fungo A. brasiliensis 

(CZJ3) do presente estudo não passou por testes de fermentação sólida em nenhum dos cultivos, 

especialmente em petróleo e diesel, comprovando-se qualificação do referido fungo a ser 
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utilizados em trabalhos biorremediativos, em razão da manifestação de proteínas em ambos os 

testes, sem o auxílio de qualquer tipo de fermentação. 

O fungo C. byssicola, quando cultivado em meio BDA demonstrou valor de 1.820 

µg/mL, dado pelo controle positivo (C+), seguindo-se pelo controle negativo (C-), apontou o 

maior valor nessa categoria, resultando em 158,42 µg/mL, nos testes com diesel (teste 1) 

revelou 55,05 µg/mL e quando cultivado em petróleo (teste 2) demonstrou 38,76 µg/mL. Os 

resultados apontam C. byssicola (CZJ2) como um fungo resistente, em razão da maior 

concentração proteíca (158,42 µg/mL), em meio no qual não há nenhuma fonte de carbono, 

somente elementos do meio mínimo. Todavia, o mesmo fungo produziu e manifeestou 

proteínas secretadas, em diesel e petróleo, revelando a capacidade deste fungo em desenvolver-

se na presença de hidrocarbonetos, especialmente em óleo diesel, do qual foi o segundo melhor 

fungo a manifestar proteínas neste tipo de teste (55,05 µg/mL), como observado na tabela 8. 

Destaca-se a escassez de resultados a respeito do gênero Clonstachys, necessitando-se de mais 

estudos na relação entre proteínas secretadas e degradação aos petroderivados. 

Chen, Wang e Hu, (2010) reportam que vários grupos químicos como hidroxilas, 

carbonilas, carboxilas, aminas e ligações fosfodiéster, contribuem para a ligação dos HPAs à 

superfície da biomassa dos fungos. Porém, o completo perfil proteíco de fungos filamentosos 

ainda não foi totalmente caracterizado quando estão cultivados com diferentes HPAs (CHEN, 

WANG e HU, 2010). O futuro uso das tecnologias proteômicas poderá fornecer novos 

esclarecimentos acerca do conhecimento metabólico destes microrganismos na tolerância e 

sobrevivência em ambientes dotados de hidrocarbonetos.   

Fragner et al., (2009) explica que fungos cultivados em laboratório, geralmente 

secretam proteínas em baixas concentrações, entre 5 a 50 µg/mL. Percebe-se que os fungos P. 

formosus (CZJ1), C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3) manifestam a quantidade 

estabelecida por Fragner et al., (2009). Contudo, no caso de P. formosus (CZJ1) em cultivo com 

petróleo e nos casos de C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3) nos testes com óleo cultivo, 

superestimam as concentrações de 5 a 50 µg/mL propostas por Fragner et al., (2009)  

 

Tabela 8: Quantificação de proteínas dos secretomas dos fungos P. formosus (CZJ1), C. byssicola 

(CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3). Os valores do controle positivo (C+) estão estabelecidos na diluição 1:100, 

enquanto controle negativo (C-) e os testes encontram-se na diluição 1:10. Todos os três fungos expressam 

quantidades elevadas de proteínas nos controles positivos (C+), uma vez que estes possuem dextrose atuando como 

fonte de carbono. Entretanto, a tríade destes fungos filamentosos, apresentam secreção de proteína em controle 

negativo (C-), comprovando-se resistência destes fungos em crescer em meio sem fontes de carbono, destacando-

se C. byssicola (CZJ2). Nos testes com óleo diesel (teste1), sobressaiu-se A. brasiliensis (CZJ3) e petróleo (teste 
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2), notabilizando-se P. formosus (CZJ1). Além disso, C. byssicola (CZJ2) expôs concentração de proteínas em 

ambos os testes.  

 

Fungos Controle 

Positivo (C+) 

Controle 

Negativo (C-) 

Teste 1 

(diesel) 

Teste 2 

(petróleo) 

P. formosus 

(CZJ1) 

3.152 56,09 23,14 62,9 

C. byssicola 

(CZJ2) 

1.820 158,42 55,05 38,76 

A. brasiliensis 

(CZJ3) 

8.297 70,11 183,61 51,70 

 

2.4) ATIVIDADE ENZIMÁTICA DE MANGANÊS-PEROXIDASE (MnP): 

 

Os três fungos, P. formosus (CZJ1), C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3) 

demonstram atividade da enzima MnP, atuando em diferentes fontes de carbono. O fungo P. 

formosus (CZJ1), manifestou 8,21 U/mL em controle positivo (C+), e em cultivo com petróleo 

expressou 8,93 U/mL. C. byssicola (CZJ2) manifestou 29,93 U/mL quando inoculado em diesel 

e A. brasiliensis (CZJ3) registrou 15,24 U/mL quando desafiado com petróleo, assim como 

observado na figura 12. 

Em trabalho de Ameen et al., (2016) relataram que P. variotii apresentou 3,97 U/mL 

em cultivo com diesel, tendo em vista que esta subtância têm menos toxicidade comparada ao 

petróleo. A atual dissertação, demonstra a aptidão de P. formosus (CZJ1), para biodegradar 

hidrocarbonetos a partir da liberação da enzima MnP (8,93 U/mL) em petroderivados. No 

estudo de Maciel et al., (2011), o gênero Paecilomyces sp. apontou 51 U/mL da atividade da 

referente enzima em cultivo com inserção de diesel. Ressalta-se, que a atividade enzimática de 

MnP do fungo P. formosus (CZJ1), apontou valores similares quando foi cultivado em petróleo, 

tal qual, no meio MYG, dotado da fonte de carbono dextrose, revelando o potencial do fungo 

em desenvolver-se em meio com hidrocarbonetos possívelmente tóxicos, comprovando-se a 

sua adaptação a fonte de carbono (hidrocarbonetos) garatindo o uso deste microroganismos e 

de suas enzimas em processos biorremediativos.  

Procedendo-se no estudo de Ameen et al., (2016), os autores apontam que  Aspergillus 

terreus  apresentou 4,08 U/mL  de MnP cultivado em diesel. A pesquisa revelou expressão MnP 
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de A. tamarii em 7,0 U/mL, assim como, o gênero Aspergillus spp. demonstraram 15 U/mL 

com óleo diesel atuando como substrato. No presente trabalho, A. brasiliensis (CZJ3) certificou 

atividade de Mnp superior em cultivo com petróleo (15,24 U/mL) comparado aos trabalhos de 

Ameen et al., (2016) e Maciel et al., (2011), dos quais indicam resultados somente com óleo 

diesel. Os dados corroboram com estudo de Reis et al., (2019), nos quais afirmam que espécies 

de Aspergillus, especialmente A. niger, são citados como ótimos fungos para a produção de 

variadas enzimas, incluído lacases e MnP. No trabalho de Cortés-Espinosa et al., (2011) 

realizaram expressão heteróloga de MnP através do gene (mnp1) em cepa modificada de A. 

niger (SCB2-T3) e visualizaram os efeitos da atividade de MnP para auxiliar na degradação de 

fenantreno no solo, utilizando-se meio complementado com maltose. Os resultados assinalam 

que a referida enzima atingiu 16,0 U/mL em um período de aproximadamente 40 horas. Por 

outro lado, A. brasiliensis (CZJ3) apontou resultado quase igualado (15,24 U/mL) sem nenhum 

tipo de expressão heteróloga para auxílio no crescimento em petróleo, indicando a 

potencialidade deste fungo para ser usado em derrames de petróleo e similares. 

Na tese de Cruz, (2017), testou-se o co-ocultivo de três fungos, sendo eles: A. niger, 

Cunninghamella elegans e Rhizopus arrhizus, cultivados sob biorreator com diesel a 10% e 

avaliou-se atividade enzimática de MnP. Percebe-se que no 15º dia, o último dia de cultivo, o 

consórcio destes fungos antigiu 29,34 U/mL, do qual teve melhor liberação de Mnp nos 11º e 

12º dias, totalizando igualmente 50,13 U/mL da mesma. No presente estudo, C. byssicola 

(CZJ2) atingiu em cutivo isolado, valor superior (29, 93 U/mL) com apenas 7 dias de cultivo 

no óleo diesel a 1%, estimando os resultados do consórcio de Cruz, (2017) com 15 dias, 

demonstrando eficiência deste fungo micoparasita para degradação de óleo diesel e 

semelhantes. 

 Substância ricas em HPAs, tais como, diesel, petróleo e derivados possuem maior 

concentração de compostos alifáticos, induzindo a liberação extracelular das enzimas MnP, 

lacases e lignina-peroxidases (QAYYUM; MAROOF; YASHA,2009) razão pela qual os 

fungos P. formosus (CZJ1), A. brasilienes (CZJ3) e C. byssicola (CZJ2) deste trabalho, 

certificam atividade extracelular da enzima MnP.  Mancera-López et al., (2008) atestam que a 

aclimatação em óleos refinados pode ser um fator importante na liberação de enzimas 

oxidativas em petroderivados. À vista disso, permite uma pré-adaptação, providenciando alto 

estímulo fúngico, induzindo-os a liberem quantidades elevadas de enzimas oxidativas devido a 

estimulação na produção de metabólitos a partir de enzimas lignolíticas, utilizando os substratos 

encontrados no meio, neste caso, petróleo e diesel. Além disso,  Feng et al., (2007), ressalta que 
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os hidrocarbonetos presentes em petroderivados exerce influência na produção de enzimas, 

melhorando a sua síntese, para aplicações em processos de biorremediação.  

Dantas et al., (2021) testemunham que as enzimas oxidativas necessitam de alguns 

indutores, pois resultam em melhor atividade das mesmas, principalemtne quando encontram-

se em meios complexos (FARIA, 2010). Algumas das condições ideais, conferem o cultivo 

com no mínimo 15 dias a 30ºC, pequenas quantidades de tween 80% (0.01%) (DANTAS et al., 

2021) e no caso de MnP, faixa de pH entre 4.5 e 5.0 (ZHANG et al., 2016). Além do mais, 

consórcio entre os fungos, configura-se como alternativa benéfica para a descoberta de novos 

compostos e enzimas (DANTAS et al., 2021) 

Os trabalhos citados demonstram a capacidade de vários fungos dos gêneros 

Aspergillus e Paecilomyces em liberarem MnP para degradação dos hidrocarbonetos. Assim 

como, na presente dissertação, apresentam-se três espécies diferentes de fungos do bioma 

Cerrado, manifestando atividade de MnP em diesel e petróleo, corroborando com os autores e 

seus respectivos resultados referenciados acima.  

Ressalta-se que a atividade enzimática da presente dissertação, dos fungos supraditos, 

foi avaliada somente das amostras secretômicas (filtrado), das quais não houve nenhum 

processo de ultrafiltração, purificação e nem expressão heteróloga, revelando a potencialidade 

destes fungos em consumir petróleo e óleo diesel, permitindo no futuro, o desenvolvimento de 

produtos biotecnológicos a partir de suas enzimas. 

Vale evidenciar a falta de dados na literatura científíca a respeito de P. formsus (CZJ1), 

C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3), demonstrando atividade de MnP em 

petroderivados, tornando os resultados da atual dissertação, singulares para tais fungos. 

 

 Figura 12:  Atividade Enzimática de MnP (U/mL). Os fungos P. formosus (CZJ1), C. byssicola 

(CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3) revelaram a atividade da enzima extracelular manganês-peroxidase (Mnp) em 

diversos grupos.  O primeiro, apresenta taxas semelhantes quando comparado ao cultivo com petróleo e controle 

positivo, demonstrando sua afinidade em desenvolver-se em petróleo. Por outro lado, o segundo, demonstra boa 

atividade da referida enzima, sendo o único a manifestá-la no cultivo com óleo diesel.  O último, demonstra 

potencial para crescimento em petróleo, tendo em vista que exprimiu atividade mais alta de MnP no referido 

cultivo. 

 

 



52 

 

 

 

 

2.5) BIODEGRADAÇÃO DOS HIDROCARBONETOS POR DCPIP:  

 

Os ensaios com o indicador DCPIP demonstram descoloração da cor azul nos 

diferentes fungos.  Nota-se falta de descoramento para os controles negativos (C-), uma vez que 

estes não possuem hidrocarbonetos (Figura 13: C-). Por outro lado, os ensaios com diesel 

(Figura 13:T1) revelaram descoloração total do corante, indicando ótima biodegradação deste 

óleo, para todas as espécies de fungos, P. formosus (CZJ1) C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis 

(CZJ3). De outro modo, nos casos de P. formosus (CZJ1) e A. brasiliensis (CZJ3), 

apresentaram-se clareamento da cor azul, evidenciando a degradação dos hidrocarbonetos 

presentes no petróleo (Figura 13: T2), comprovando-se pela figura 13. Entretanto, C. byssicola 

(CZJ2) não revelou muita descoloração da cor azul em petróleo a 1%, comparado ao controle 

negativo (C-), evidenciado na figura 13. 

Silva et al., (2022b) utlizaram DCPIP com o gênero Aspergillus spp. previamente 

aclimatados em óleo de motor queimado, objetivando verificar a descoloração do corante 

quando o referido gênero foi inserido em querosene e diesel. Após 72 horas, o fungo degradou 

100% dos respectivos óleos, dada pela descoloração total do DCPIP. De acordo com Ozyurek 

et al., (2021), consideram o gênero Aspergillus um dos mais eficientes a respeito de degradação 

em hidrocarbonetos. O mencionado gênero encontra-se amplamente distribuído no ambiente, 

devido a grande produção e resistência de seus esporos, oportunizando a sobrevivência do 

gênero em ambientes estressantes com altas temperaturas, baixa umidade e elevadas 

concentrações de petróleo bruto, garantindo vantagem para sobreviver nestes tipos de habitats  
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(AL-DOSSARY et al., 2020; SCHWARZ et al., 2019). As afirmações dos autores, contribuem 

para a validação de A. brasiliensis (CZJ3) desta dissertação, salienta-se que o uso desta espécie 

pode ser muito benéfico em diesel, sobretudo, em trabalhos com petróleo, garantindo bons 

resultados de degradação dessas subtâncias verificados pela figura 13, com o teste DCPIP. 

Em trabalho de El-hanafy et al., (2015) relatam que A. niger conferiu 54% de 

degradação de hidrocarbonetos em 15 dias a 30ºC em cultura agitada. Dessa forma, puderam 

atestar estes resultados com a descoloração de DCPIP, sendo assim, os pesquisadores elucidam 

que Aspergillus sp. verifica-se como microrganismos promissores para descontaminar regiões 

ecossistêmicas atingidas com derrames de petróleo e derivados EL-Hanafy et al., (2015). Em 

trabalho de Nasrawi (2012) testaram A. niger na remoção de massa de petróleo bruto de 

derramentos no golfo do México, acompanhando os resultados paralelarmente com DCPIP. O 

referente fungo acarretou a maior perda de massa petrolífera, totalizando 8,6%. Portanto, os 

autores puderam comprovar de forma qualitativa a degradação de hidrocarbonetos do petróleo 

cru por meio DCPIP, do qual visualizaram o inóculo de A.niger quase totalmente transparente 

no cultivo com petróleo bruto (NASRAWI, 2012). 

 Observa-se que A. brasiliensis (CZJ3) degradou o óleo diesel, bem como, expôs 

descoloração parcial de DCPIP no cultivo a 1% de petróleo (figura 13). Denota-se degradação 

efetiva, através de processos oxidativos, dos hidrocarbonetos presentes, correlacionado-se com 

os estudos de Nasrawi (2012) e El-hanafy et al., (2015),  levando em conta que A. niger e A. 

brasiliensis (CZJ3) compartilham de filogenias muito próximas (VESTH et al., 2018). Estes 

dois fungos podem fornecer resultados semelhantes quando trabalhados em biorremediação. 

 Além disso, os três fungos da presente pesquisa foram cultivados sob agitação a 150 

rpm. Conforme Durval (2017), culturas agitadas transferem melhor a massa de O2 em trabalhos 

dos quais envolvem biodegradação, por este mmotivo, os fungos dessa dissertação, exibiram 

resultados satisfatórios nas condições de cultivo estabelecidas juntamente com o DCPIP. 

Em estudo de Lima et al., (2017), isolaram fungos de derramamentos de dois tipos de 

óleos advindos de sedimentos da bacia do recôncavo baiano, com diferentes frações dos 

respectivos óleos, composto por hidrocarbonetos aromáticos, saturados e compostos sem 

hidrocarbonetos (NSO). Sendo assim, os autores utilizaram DCPIP, garantindo resultados dos 

quais contribuíram na seleção dos fungos com os maiores potenciais de degradação das frações 

dos óleos citados. O trabalho de Lima et al., (2017) e colaboradores corrobora em confirmar 

que cultivos com DCPIP trata-se de uma ótima técnica colorimétrica na verificação de 

oxidação, consequentemente, na degradação de petróleo e derivados. Posto isto, esse estudo 

reforça que os fungos do presente trabalho P. formosus (CZJ1) C. byssicola (CZJ2) e A. 
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brasiliensis (CZJ3), oxidam os hidrocarbonetos presente no diesel e petróleo, assegurando a 

validade do método DCPIP. 

Lemos et al., (2002) consente que os gêneros Aspergillus, Fusarium, Paecilomyces e 

Penicillium são ótimos fungos para degradar hidrocarbonetos. Sendo assim, o presente trabalho, 

comprova a afirmação de Lemos et al., (2002), uma vez que se contata degradação de 

hidrocarbonetos pela oxidação do corante DCPIP para P. formosus (CZJ1) e A. brasiliensis 

(CZJ3), visto pela figura 13, indicando que os dois fungos estão habilitados para trabalhos dos 

quais envolvem degradação de hidrocarbonetos presentes em petroderivados.  

Estendendo-se em estudo de Lima et al., (2017), elucidam que a adaptação em óleos 

refinados, constitui-se como fator crucial para aumentar a capacidade de degradação fúngica, 

técnica normalmente usada em ambientes petrolíferos. Percebe-se que no presente trabalho, P. 

formosus (CZJ1) C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3), não necessitaram de aclimatação 

ou adaptação em óleos de composições mais leves. Assegura-se a capacidade destes fungos 

encontrados em solo do Cerrado em biodegradar os hidrocarbonetos presentes no diesel e 

petróleo a 1%, como observado pela técnica de DCPIP (figura 13). 

Conduzindo-se nos resultados de Lima et al., (2017) elucidam que concentração de 

esporos é fator independente da capacidade oxidativa de cada fungo. Em seus próprios 

resultados, observaram oxidação 100% de algumas cepas dos compostos oleosos com 

concentração de 105 esporos/mL. Vale ressaltar que foram inoculados 107 esporos/mL, para os  

fungos P. formosus (CZJ1) C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3), do qual contribuíram 

na degradação total do DCPIP em óleo diesel para os três fungos referidos e degradação parcial 

para P. formosus (CZJ1) e A. brasiliensis (CZJ3), ilustrado na figura 13. O trabalho de Lima et 

al., (2017) não abordou resultados com petróleo, por outro lado,  a vigente pesquisa, demonstrou 

concentração de 107 esporos/mL para P. formosus (CZJ1), C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis 

(CZJ3), verificando-se apropriada para degradar petróleo e derivados.   

Leahy e Colwell (1990b) declaram que o uso de engenharia genética para resultar na 

obtenção de novas atividades metabólicas, por exemplo, a inserção de plasmídeos de adaptação 

aos hidrocarbonetos é um fator do qual melhora expressivamente os resultados. Comprova-se 

que os fungos P. formosus (CZJ1), C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3), demonstram 

capacidade de adaptação à fonte de carbono, neste caso, os hidrocarbonetos presentes em 

petróleo e diesel, tendo em vista que não foi utilizado nenhum processo de engenharia genética 

na estimulação, demonstrando excelente predisposição destes fungos filamentosos a serem 

trabalhos em derramamentos de petróleo e derivados.  
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Destaca-se carência de literatura a respeito das espécies P. formosus (CZJ1), C. 

byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis (CZJ3) em resultados utilizando-se DCPIP. As produções da 

atual dissertação relacionado os fungos supracitados são especialmente deste trabalho. 

 

Figura 13:  Ensaio colorimétrico de DCPIP em tubos de ensaio. Nota-se descoloração total do 

indicador DCPIP no teste com óleo diesel (T1) dos três fungos P. formosus (CZJ1), C. byssicolaa (CZJ2) e A. 

brasiliensis (CZJ3), indicando degradação dos hidrocarbonetos presentes no óleo. De outro modo, P. formosus 

(CZJ1) e A. brasiliensis (CZJ3) revelam degradação parcial nos ensaios com petróleo (T2), apontado pelo próprio 

corante. Sendo assim, ressalta-se a aptidão dos fungos à fonte de carbono (hidrocarbonetos) dotadas no peróleo 

(T2) e diesel (T1). 
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CONCLUSÃO 

 

Nota-se que o petróleo e óleo diesel ainda estão fortemente presentes no cotidiano da 

sociedade, especialmente no processo de combustíveis. Porém, esses químicos acarretam 

problemas na saúde ambiental e humana, tendo em vista que essas substâncias são 

potencialmente carcinogênicas e mutagênicas, além de difícil remoção nos ambientes.  

O presente trabalho buscou implementar o uso de microrganismos para avaliar o 

crescimento deles em cultivos contendo óleo diesel e petróleo, destacando-se os fungos 

encontrados no bioma Cerrado. Evidenciou-se o crescimento, morfologia e coloração de três 

espécies de fungos, sendo elas, P. formosus (CZJ1), C. byssicola (CZJ2) e A. brasiliensis 

(CZJ3) cultivados em petróleo e óleo diesel a 1%, tendo em vista que quando cultivados 

somente com meio mínimo, sem adição de fonte de carbono, todos os fungos apresentaram 

menor crescimento de seus micélios. Ademais, ressalta-se a manifestação de proteínas exibidas 

pelo fungo P. formosus (CZJ1) quando cultivado em meio líquido, revelando a capacidade 

destes em utilizarem hidrocarbonetos presentes nas substâncias citadas como fonte de carbono 

e metabolizá-las para o benefício do seu ciclo de vida. Além do mais, presenciou-se 

concentração de proteínas secretadas pata todos os três fungos. Os testes enzimáticos para MnP 

foram bem estabelecidos, evidenciando que os fungos utilizam as enzimas oxidativas para 

degradar os hidrocarbonetos presentes no substrato, posto isso, pode-se comprovar a 

degradação de hidrocarbonetos pela descoloração de DCPIP. 

Com o auxílio de novas tecnologias, incluindo estudosproteômicos iniciais  e 

espectrometria de massas proteômica, possibilitará a otimização das enzimas extracelulares, 

compostos bioativos e moléculas orgânicas das quais poderão ser utilizadas à uma escala 

maiores agregadas a biorrefinarias, auxiliando na construção de um sistema biológico de 

bioremediação viável, ecológico e capaz de atenuar os riscos de derrames de petróleo e 

hidrocarbonetos. 
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PERSPECTIVAS  

 

 

• Cultivar em petróleo e óleo diesel novas espécies de fungos, sendo elas, Penicillium 

cerradense, Trichoderma reesei RUT C30 e Aspergillus tamarii;  

• Avaliar a aderência do fungo P. formosus (CZJ1) em microscopia eletrônica de varredura 

(MEV); 

• Prosseguir com as metodologias proteômicas; 

• Fazer o teste de tolerância aos hidrocarbonetos;  

• Promover estresse oxidativos para os fungos liberarem mais proteínas, consequentemente, 

enzimas extracelulares para a produção de produtos biotecnológicos. 
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