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Resumo

Os combustiveis fosseis possuem um grande potencial de polui¢do do meio ambiente, causando
impacto na satde humana, na vida animal, nas florestas, na qualidade do solo e da agua. Este
trabalho teve como objectivo avaliar a biodegradacao do diesel e biodiesel por fungos Rhizopus
ssp., Mucor ssp., Aspergillus ssp., Penicillium ssp e Fusarium ssp em solos contaminados com
diesel e biodiesel através de um bioindicador vegetal. Trata-se de um estudo experimental
laboratorial, de andlise hipotético-dedutivo. As metodologias utilizadas estabelece as
condi¢bes de obtencdo das amostras de biodiesel, a determinacdo de pardmetros fisico-
quimicos das amostras do diesel e do biodiesel, a determinacéo da estabilidade oxidativa das
amostras, e as analises de fitotoxicidade baseadas na descri¢cdo da taxa de germinacdo das
sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp, na taxa de assimilagdo liquida, no indice de area
foliar e a taxa de crescimento da cultura. Os dados foram obtidos pelos célculos comparativos
entre grupos de tratamentos e de correlacdo entre IAF e IP. Os resultados mostram, os valores
amplamente variados entre as amostras de 0.0-0.96/h para BV, 0.0-3.53/h para BG, 0.0-5.30/h
para BF e 0.0-25.08/h para DF como ordem de eficiéncia pelo método Rancimat. Nas analises
de fitotoxicidade, As diferencas dos valores da mediana entre os tratamentos sdo maiores do
que seria esperado ao caso, observou se uma taxa germinativa 100% para S.C, 50% para BF,
25% para BV, 25% para BVR e 0% para os demais tratamentos no periodo de 14 dias, onde p
<0.05. Nas anélises de crescimento de Vigna unguiculata (L.) Walp como bioindicador, foram
observadas valores maximos para TAL nos tratamentos DFR com 2.733 g.m.semana™ por 30
dias e BV com 2.179 g.m2.semana*por 60 dias; para IAF nos tratamentos BGR com 0.367 por
30 dias e BGR com 0.656 por 60 dias e para TCC apresentou flutuagcdes nos tratamentos BFR,
BVR e BGR com 0.419, 0.460 e 0.471 g.m.semana’! respectivamente durante 30 dias até 60
dias foi observado incremento nos mesmos tratamentos. Os resultados mostraram alta
eficiéncia na biodegradacdo das amostras do biodiesel, e os resultados de correlacdo de
observados entre IAF e Pl reforcam o este facto das amostras do diesel serem resiste ao
processo de oxidacgéo. Este facto esta relacionado com o mecanismo interfacial de activacéo

das enzimas, tipos de enzimas especificas ao substrato e os mecanismos cataliticos envolvidos.

Palavras-chave:Diesel, Biodiesel, Toxicidade, Fungos bolor de péo, Vigna unguiculata (L.)
Walp.
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1. Introducéo

O diesel ¢ um combustivel derivado do petréleo (ANP, 2019). E composto por hidrocarbonetos
com cadeias com 8 a 16 de carbono com caracteristicas toxicas, inflaméavel e a sua destilacao
ocorre na faixa de 100 °C a 400 °C (PETROBRAS, 2023). A composicdo do diesel difere
conforme o método de producéo, a fonte do petréleo e os processos de destilacdo que resulta
em combustivel com propriedade diversas (Silva, 2021), no geral, o diesel € composto

principalmente de 75% de parafina e 25% de aromaticos (Adeola et al., 2021).

No geral, combustiveis fosseis possuem um grande potencial de polui¢cdo do meio ambiente,
causando impacto na satde humana, na vida animal, nas florestas, na qualidade do solo e da
agua (Hassan et al., 2021; Solarin, 2020) devido as actividades relacionadas ao processo de
extraccdo, transporte, processamento das fontes de energia ndo renovaveis, acidentes de

veiculos de transporte de combustiveis (Khanafer et al., 2017).

O lancamento sem tratamento dos combustiveis gera diversas alteragdes ambientais como a
demanda quimica de oxigénio no solo e a demanda bioquimica de oxigénio na 4gua, que forma
peliculas de lipidos que impede a penetracdo da luz solar, altera a quantidade de oxigénio
dissolvido no meio ambiente, aumenta a temperatura e a concentracdo de solidos solUveis
(Nacimento, 2019). Libertam também muitos compostos como éxidos de carbono, 6xidos de

enxofre, metano (COx, SOx e CH) e fuligem (Hassan et al., 2021).

Apesar da sua importancia em todo mundo, deixa 0 meio ambiente poluido principalmente em
Africa onde ja atingiu niveis preocupantes. Foi relatado que derramamento do diesel pode levar
a uma reducdo de 60% na seguranca alimentar das familias e foi capaz de reduzir o teor de
acido ascérbico nos vegetais até 36% e o teor da proteina bruta da mandioca em 40%, o que

resultou no aumento de 24% na prevaléncia da desnutricdo infantil (Adeola et al., 2021).

Para minimizar este problema, duas vias alternativas estdo sendo estudadas a saber o uso de
técnicas de remediacdo que possibilitam a reducdo ou a eliminacdo de contaminantes do meio
ambiente através de um tratamento natural que utiliza organismos e os seus derivados (Santos
et al., 2021) e a substituicdo de combustiveis fosseis por renovaveis que seja ecologicamente
amigavel, que para além de ser produzida a partir de uma matéria-prima renovavel também

reduza emisséo de gases que prejudicam o meio ambiente (Medeiros e Ramos, 2019).

Apesar das amostras de biodiesel serem obtidos a partir de fontes com maior apelo ecologico

de alternativas renovaveis, possui uma capacidade toxica devido formagdo de compostos



secundarios durante a biodegradacao e observa-se a presenca de terc-butil-hidroquinona apds

inicio da biodegradacdo (Tamada et al., 2012).

A biorremediacdo constitui um conjunto de técnicas de tratamento destinadas a eliminar,
neutralizar, imobilizar, confinar ou transformar elementos ou substancias presentes no
ambiente com a finalidade de alcancar estabilidade quimica do ambiente, essas técnicas podem
ser aplicadas isoladas ou combinadas (Santos et al., 2021; Lima citado por Soares, 2020).

Dentre as técnicas de biorremediacdo mais utilizadas, foi escolhida a bioaumentagédo para este
trabalho pela significancia ecoldgica, utilizada quando os microrganismos do meio ambiente
ndo sdo capazes de degradar o contaminante uma vez que o derramamento de contaminante ao
meio ambiente ndo pode ser completamente evitado (Fan et al., 2012). Consiste na introducao
de microrganismos exdgenos com a capacidade comprovada de utilizar contaminante como
fonte de energia ou de converter contaminantes em formas menos nocivas (Filho et al., 2021;
Santos et al., 2021; Sousa et al., 2020).

Para além da bioaumentacéo, existe a bioestimulacdo que visa elevar a actividade microbiana,
com a finalidade de acelerar e aumentar o percentual de biodegradacdo de contaminante por
meio da adicdo de uma fonte menos complexa de nutrientes, a sua eficacia depende da

capacidade metabdlica dos microrganismos endogenos (Filho et al., 2021; Sousa et al., 2020).

Varios estudos fazem uso da bioaumentacdo baseado principalmente no uso de espécies de
bactérias como é caso dos géneros Bacilus sp., Pseudomonas sp., e Stenotrophomonas sp
(Correa, 2021). Entre tanto, os fungos filamentosos sdo conhecidos por serem poténcias
produtores de lipases com notaveis propriedades cataliticas principalmente as espécies dos
géneros Rhizopus sp., Aspergillus sp., Penicillium sp., Geotrichum sp., Mucor sp que podem
formar um consdrcio a ser utilizado na bioaumentagdo (Rigo et al., 2021).

Os fungos Rhizopus sp, Mucor sp Aspergillus sp, penicillium sp e Fusarium sp formam o
chamado bolor de pdo que pode infectar vegetais, animais ou o0 ser humano através do ar e dos
alimentos contaminados por eles contendo micotoxinas e outros compostos bioactivos os quais

sdo passiveis de biodegradacéo e biotransformacéo atraves de enzimas (Henning, 2015).

A Dbiotransformacgdo de substratos envolve a formagdo de substéncias com actividades
bioldgicas capazes de degradar compostos organicos resistentes como dioxinas, corantes,
insecticidas e outros, por isso acredita-se na sua viabilidade em minimizar o impacto em

diferentes ambientes contaminados (Santos et al., 2019).



O processo de avaliacdo da actividade enzimatica no solo conforme Margesin et al., (2002)
baseia se na utilizacdo de métodos colorimetricos (Nakatani et al., 2008). E, por se tratar de
método baseado na comparacgéo de cores, em funcdo faixa de comprimento onda, € necessario
equipamento, reagentes especificos e maior demanda de tempo para a sua realizacdo (Azafiero
et al., 2024). Por isso, torna-se necessario a utilizacdo de espécies vegetais como bioindicador

para avaliar o poder toxico dos combustiveis e o efeito causado pela presenca dos fungos.

Os ensaios de fitotoxicidade permitem avaliar o potencial tdxico das substancias por meio de
observacao da germinacao e de crescimento de espécies vegetais (Da Silva et al., 2023). Os
bioindicadores vegetais sdo amplamente utilizados devido a sua simplicidade, custo acessivel
e alta sensibilidade a compostos toxicos (Da Silva et al., 2023), como é o caso de Vigna
unguiculata (L.) Walp.

A Vigna unguiculata (L.) Walp. (feijdo Nhemba) é uma espécie de cultivo muito importante
nas regides tropicais e subtropicais, observa-se tolerancia a seca que esta fortemente
relacionado com densidade das raizes e a profundidade do enraizamento (Cardona-Ayala et al.,
2014). Neste sentido, a utilizacdo dessa espécie em experimento pode ser fundamental para

avaliar a eficécia dos processos de tratamento de contaminantes (Da Silva et al., 2023).

O presente trabalho propds a avaliar a biodegradacao do diesel e biodiesel por fungos Rhizopus
sp Mucor sp, Aspergillus sp, Penicillium sp e Fusarium sp, através de Vigna unguiculata como
bioindicador de fitotoxicidade de modo a criar uma via alternativa sustentavel que contribua

para 0 processo de descontaminagéo de solos.

1.1 Problema de pesquisa

A grande ocorréncia do processo de contaminacdo dos solos esta directamente relacionado a
substancias lipossoltveis, como é o caso dos hidrocarbonetos, biocombustiveis e residuos
derivados de processos industriais que afectam o solo, que por sua vez sofre alteracéo seja ela
bioquimica, quimica e fisica que pode resultar na reducdo da disponibilidade de substancias
nutricionais como gorduras totais, carbohidratos e conteldo proteico em espécies vegetais. Para
além de alterar a biologia das populacdes de microrganismos podem causar mudangas na sua
estrutura bioquimicas e molecular que pode provocar alteragdo na relagéo entre espécies devido

alteracdo na taxa metabdlica padréo.

Por outro lado método colorimetrico demanda maiores custos e depende de especialista
qualificado, por ser necessario a utilizagdo de equipamentos, reagentes especificos. Neste

sentido houve a necessidade de responder as seguintes perguntas: qual é o efeito dos fungos



Rhizopus ssp, Mucor ssp, Aspergillus ssp, Penicillium ssp e Fusarium sobre diesel e biodiesel

nos solos contaminados recorrendo ao bioindicador vegetal?

1.2 Justificativa da realizagdo do estudo

O trabalho tem como finalidade gerar uma via alternativa sustentavel para recuperacéo de area
contaminadas com diesel e biodiesel por meio da utilizacdo da espécie de fungos Rhizopus ssp,
Mucor ssp, Aspergillus ssp, Penicillium ssp e Fusarium ssp (bolor de pdo), que contribua para
0 processo de descontaminagdo de solos visto que trata-se de substancias lipossoluveis através
de bioindicador vegetal.

A escolha das espécies flngicas deve-se ao facto dos fungos dos géneros Rhizopus, Mucor,
Aspergillus e Penicillium serem importantes e actualmente tém sido considerados fontes
enzimas preferencialmente as lipases, isso porque, geralmente as lipases fungicas ndo sao
nocivas a saude humana (Rodrigues et al., 2016). Para além de apresentar um potencial de
producdo em grande escala (Nascimento et al., 2014),as lipases podem catalisar varias reac¢oes
que incluem esterificacdo, transesterificacdo, amindlise e tiotransesterificagdo em condi¢des

onde a 4gua no meio é reduzida ou ausente (Oliveira, 2020).

A escolha da espécie vegetal de Vigna unguiculata (L.) Walp deve se ao facto da espécie ser
importante fonte de proteinas consumida por populagdes das zonas rurais e urbanas, para além
de ser fonte de emprego e renda nestas regides, € uma componente importante da dieta
alimentar e a sua importancia esta no alto contetdo proteico, de fibras alimentares, de minerais
e antioxidantes (De Oliveira et al., 2021; Simplicio, 2015).



2. Objectivos e Hipoteses
2.1 Objectivos

2.1.1 Geral

>

Avaliar a biodegradacéo do diesel e do biodiesel por fungos Rhizopus ssp., Mucor ssp.,
Aspergillus ssp., Penicillium ssp e Fusarium ssp através de bioindicador vegetal Vigna

unguiculata (L.) Walp.

2.1.2 Especificos

>
>

Sintetizar amostras de biodiesel no laboratério

Determinar propriedades fisico-quimicas e a estabilidade oxidativa das amostras do
diesel e biodiesel;

Comparar a taxa de germinagdo das sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp nos
diferentes tratamentos nos periodos de 7 e 14 dias;

Determinar a taxa de assimilacdo liquida, indice de area foliar e taxa de crescimento da
cultura nos periodos de 4 e 8 semanas;

Comparar a taxa de assimilacéo liquida, indice de area foliar e taxa de crescimento da
cultura nos diferentes grupos de tratamentos nos periodos de 4 e 8 semanas;
Correlacionar o periodo de inducéo das amostras do diesel e do biodiesel com o indice

de area foliar dos tratamentos nos periodos de 4 e 8 semanas.

2. 2 HipOteses

221
>

Hipoteses nulas

A contaminacdo por diesel e o biodiesel ndo diminui a colonizacdo e desenvolvimento
do fungos Rhizopus ssp., Mucor ssp., Aspergillus ssp., Penicillium ssp e Fusarium ssp
no solo;

A contaminagdo por diesel e biodiesel no solo ndo diminui o crescimento da planta de
Vigna unguiculata (L.) Walp, devido o stress causado pela presenca do contaminante
no meio;

A inoculacéo do substrato de fungos no solo contaminado ndo melhora o stress hidrico,
ndo melhora as trocas gasosas e nao reduz a formacgéo de um ambiente hidrofébico nas

plantas de Vigna unguiculata (L.) Walp, devido o stress causado pelo diesel e biodiesel.



2.2.2 Hipoteses alternativas

» A contaminacdo por diesel e o biodiesel diminui a colonizacao e desenvolvimento dos
fungos Rhizopus ssp., Mucor ssp., Aspergillus ssp., Penicillium ssp e Fusarium ssp no
solo;

» A contaminacdo por diesel e biodiesel no solo diminui o crescimento da planta de Vigna
unguiculata (L.) Walp, devido o stress hidrico induzido pela presenca do contaminante
no meio;

» A inoculagdo do substrato dos fungos no solo contaminado melhorara o estado hidrico
e as trocas gasosas e reduz a formacgéo de um ambiente hidrofébico nas plantas de Vigna

unguiculata (L.) Walp, devido ao stress causado pelo diesel e biodiesel.



3. Revisao bibliografica

3.1 Combustiveis diesel e biodiesel

A composicdo do diesel difere conforme o método de producdo, a fonte do petrdleo e os
processos de destilagdo que resulta em combustivel com propriedade diversas (Silva, 2021). A
composicao de hidrocarbonetos presentes no 6leo diesel possuem elementos como enxofre que
participa na corrosdo e aumento de emissdo de materiais particulados, o oxigénio deixa mais
instavel termo-oxidativamente, aumenta a acidez e corrosividade do diesel, e o nitrogénio que
causa instabilidade do diesel por reacc¢des de degradagédo (Zando, 2019; Silva, 2021; Hassan et
al., 2021).

O biodiesel € um conjunto de ésteres monoalquilicos proveniente de 6leo vegetal e gordura
animal que pode substituir o diesel fossil, capaz de criar um ambiente mais estavel e desejavel
(Freitas, 2014), apresenta uma serie de vantagens ambientais como ser livre de enxofre,
compostos aromaticos, baixa emissdo de monoxido de carbono e poluentes (da Silva Castro e
Barafiano, 2019; Dib, 2010). O biodiesel € constituido quimicamente por ésteres metilicos ou
etilicos de acidos gordos de cadeia longa, os quais sdo obtidos principalmente pela

transesterificacdo dos triglicéridos com metanol ou etanol (Mendes, 2015; Ramos et al., 2011).

H2C —OCOR’ ROCOR’ HC —OH
+
HC OCOR” +3 ROH — ROCOR” + HC—— OH
+
H2C — OCOR™” ROCOR”" H2C——OH
Triglicérido Alcool Esteres alquilicos  Glicerol

Legenda: R" R R”"" cadeias carbonicas com insaturagdes e R radical alquil de cadeia curta (metanol ou
etanol) adaptado de Kawentar e Budiman, 2013.

Figura 1. Reaccdo quimica para producdo do biodiesel transesterificacdo dos
triglicéridos.

Existem cinco principais métodos de transesterificacdo: catalise alcalina, acida, acida-alcalina,
enzimatica e ndo enzimatica (Ho et al., 2014), o processo global de transesterificacdo é uma
sequéncia de trés reacgdes consecutivas e reversiveis como ilustra a figura 2. Nas quais o

diglicerideo e monoglicérido sdo formados como produtos intermediarios (Ma e Hanna, 1999).
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Kea
1. Triglicérido (TG) + R"OH <+— Diglicerido (DG) + R"OCOR1

Ke
2. Diglicerido (DG) + R"OH <_q, Monoglicérido (MG) + R"OCOR2

3. Monoglicérido (MG) + R"OH . Glicerol (GL) + R"OCOR3
Ked
Figura 2. Reaccdo de transesterificacdo do 6leo com alcool por etapas (Ma e Hanna, 1999)

Para teores de &cidos gordos livres maiores que 1 % esta estratégia se torna impraticavel devido
consumo excessivo de catalisador e ha perda consideravel do potencial de rendimento em
biodiesel devido a formacao de sabdo que impede a separacéo final entre o biodiesel e o glicerol
(Viera, 2011). Para este objectivo duas reacgdes sdo conduzidas sequencialmente, a reac¢do de
esterificacdo dos acidos gordos livres (Figura 3), que pode ser catalisada por acidos de Bronsted
ou Lewis e catalisadores basicos de Lewis ou por enzimas (Go et al., 2016; Chai et al., 2014;

Viera, 2011) e reaccéo de transesterificacao.

0
|
+ ROH e—m— \ +  H20
R OR

R1 OH 1

Acido gordo Alcool Ester Agua

Figura 3. Reaccdo de esterificacdo de acido carboxilico (Ledo, 2009)

Estudos mostram a substituicdo de 6leo diesel por biodiesel, como consequéncia ha uma
redugdo na emissdo de monoxido de carbono e material particulado (Schultz, 2010). Alguns
estudos tém demostrado um aumento na emissdo de Oxido de nitrogénio nas amostras de
biodiesel (Cardoso, 2011).

3.2 Lipases e 0 Citocromo Paso

As lipases (glicerol éster hidrélases) fazem parte das alfas/R-hidrdlases, que possuem um
padrdo de dobramento caracteristico. Existem dois grupos de enzimas estreitamente
relacionadas que actuam em ligagdes de éster de acidos carboxilicos, as lipases e as
carboxilesterases (Sperb et al., 2015), as lipases diferem das carboxilesterases em termos do
fendmeno de activacdo interfacial, ou seja, as lipases catalisam a hidrolise de ésteres insolUveis

em agua com acidos gordos de cadeia longa, igual ou superior 10 atomos de carbono, que
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diferem das carboxilesterases, que sdo mais activas para ésteres sollveis em agua com cadeia
de acidos gordos relativamente curtas, inferiores a 10 atomos de carbono (Ramos-Sanchez et
al., 2015). Estas enzimas possuem uma tampa na forma de alfa-hélice que bloqueia o acesso
ao sitio activo, na presenca de um substrato lipidico ou inibidor a tampa se adapta de forma a
permitir o cesso ao sitio activo e ao mesmo tempo uma area hidrofdbica fica expostas, o que

facilita a ligacdo da lipase a interface agua-6leo (Cortez et al., 2017).

Os fungos possuem sistemas enzimatico hidrolitico complexo, além de possuir redes
intracelulares que formam o xenoma que € constituidos por monooxigenases do Citocromo Pasg
e das glutationas transferases para lidar com uma vasta gama de contaminantes (Deshmukh et
al., 2016).

O citocromo Paso serve de catalisador crucial para oxidagao regional e estéreo-especifica o que
destaca a importancia do citocromo Psso no metabolismo de uma vasta gama de compostos
enddgenos e exdgenos separados em isoformas, a citosolica e a mitocondrial encontrados em

Fusarium oxysporum e em outros fungos (Deshmukh et al., 2016).

3.3 Especificidade das enzimas

3.3.1 Regides de especificidade

As enzimas podem ser especificas em relagdo a molécula &cida ou alcodlica do substrato
(Cortez et al., 2017), as lipases ndo especificas sdo aquelas que catalisam reac¢des em todos
grupos hidroxilo em qualquer posicdo de forma aleatdrio, as lipases 1.3-especificas catalisam
reaccGes apenas em grupos de hidroxilo priméarios de triglicéridos nas posicGes 1 e 3,
entretanto, as lipases de acidos gordos especificos apresentam uma accdo especifica na
hidrélise de ésteres formados a partir acidos gordos de cadeia longa com ligacGes duplas entre
C-9 e C-10 (Oliveira, 2020).

3.3.2 Quimioespecificidade

A quimioespecificidade é capacidade das lipases em distinguir posicdo 1 e 3 no triglicérido, as
lipases podem mostrar estéreo selectividade insignificante ou ser muito estéreo selectivo que
pode variar de acordo com a estrutura do substrato e esta relacionado a liberacdo de &cidos
gordos livres com maior comprimento ou grau de insaturacdo, para além de hidrolisar

triacilglicerol, hidrolisam também diacilglicerol e monoacilglicerol (Cortez et al., 2017).
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3.3.3 Enantioseletividade

A catalise enzimatica permite transferir ou criar centros quirais nas moléculas, assim como
distinguir as formas enantioméricas, essa capacidade que as lipases possuem de distinguir os
enantioméros de uma mistura racémica, varia de acordo com substrato que esta ligada a

natureza do éster (Oliveira, 2020).

3.4 Mecanismo catalitico de Lipases e Citocromo Paso

O mecanismo de hidrdlise ou de formacao de ésteres é semelhante para as lipases e as protéases
devido a semelhanca estrutural entre o sitio activo destas enzimas (figura 4). O sitio activo das
lipases é caracterizado por uma triade composta por serina, histidina e residuo de acido (acido

aspartico ou glutamico) (Vaz e Choupine,2012).

o (o]
\)er PIJ/ N/
h . -
H H o L intermediario
| b i acil enzima
o ) s Thoos
A Ser Ser
. \./—\( e |
o

o] R T
Rz ~ — R,—OH
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| H
N |

N ’ s
</ ]/\HIS 2 H His H—O /N His
o N intermediario 4—3’/ | < |
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Figura 4. Mecanismo catalitico de hidrdlise de ligaces de éster catalisada por esterases

e lipases (Vaz e Choupina, 2012).

A triade catalitica e a 4gua sdo visualizadas a preto, os residuos do espaco oxianionico a azul e
0 substrato a vermelho. Em (a) ocorre ataque nucleofilico do hidroxilo da serina do carbono
carbonilo da ligagdo éster da cadeia do substrato, em (b) forma-se um intermediério tetraédrico
que é estabilizado pelos residuos cataliticos de His e Asp, em (c) uma molécula de alcool é
liberta para formar um complexo de acil-enzima e ocorre um segundo ataque nucleofilico por
um ido hidroxila da agua, em (d) acido gordo é liberto e (e) a enzima é regenerada
(Bornscheuer, 2002; Vaz e Choupina, 2012).
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A utilizacdo de hidrocarbonetos pelos microrganismos em condi¢des aerobicas envolve a
participacao de oxigénio molecular como reagente, na presenca de co-substrato oxidavel, esta
reac¢do é catalisada por uma monoxigenase (Hernandez-Lopez et al., 2016).

Nos fungos, o processo de assimilagéo do diesel reside na ocorréncia da oxidagéo do substrato
no microssoma, o processo é intercedido pela CPR como parceiro redox, NADPH como doador
de electrdes e enzimas monoxigenases do citocromo Passo (CYP) que desempenha o papel no

metabolismo oxidativo de metabolitos enddgenos para todos os dominios (Yang et al., 2024).

O sistema CYP nos fungos catalisa a reaccdo de monoxigenase RH + Oz + 2" + 2H*5 ROH
+ H20, a traves de inser¢do de dois &tomos de oxigénio molecular no substrato, enquanto o

secundo atomo de oxigénio €é reduzido a uma molécula de agua, figura 5 (Durairaj et al., 2016).

NADH+ H* NAD*
1
Reductase (0x) Reductase (red)
Rubredoxina (Fe?*) 1 Rubredoxina (Fe®*)
\& / NAD+ NADH + H+ NAD+ 4 H20 NADH + H+
R-CH2-CH3s \\:> R-CH2-CH20H R-CHZ-CHMHZ-COOH
3 4
02 2 H20

Figura 5. Mecanismo de oxidacdo de um n-alcano do diesel pelo sistema CYP. 1,
Rubredoxina: NADH oxirredutase; 2, n-alcano monoxigenase; 3, alcool desidrogenase;
4, aldeido desidrogenase (Gottschalk e Gottschalk, 1986).

3.5 Biodegradabilidade do diesel e biodiesel

A maioria dos microrganismos sdo capazes de oxidar hidrocarbonetos com cadeia de C-10 a
C-20 de comprimento, o diesel que contem varios hidrocarbonetos com cadeia que varia de C-
8 a C-26 de comprimento é propenso ataque microbiano (Ameen et al., 2016). A biodegradacao
do diesel é complexa depende das caracteristicas da mistura de hidrocarbonetos, factores

ambientais e o tipo de microrganismo (Tomala e Wilson, 2021).

A biodegradacédo do biodiesel esta associado a sua capacidade quimica, que é formado por
ésteres gordos que podem ser facilmente oxidados e pela auséncia de hidrocarbonetos

aromaticos (Correa, 2021).
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3.6 A associacao de planta e microrganismo frente a contaminacédo com diesel e
biodiesel, efeitos em resposta fisioldgica da planta

O processo de germinacao ocorre com presenca de dgua para activar metabolismo, crescimento
e desenvolvimento de embrido, durante esse processo ocorre com consumo de oxigenio, a
mobilizacao de reservas, fosforilacdo oxidacdo, forma-se as espécies reactivas de oxigénio. E
esse processo e afectado pela qualidade das sementes e de factores internos e externos como a

luz, temperatura e substrato (Reis, 2017).

O efeito fisioldgico & presenca de contaminantes nas plantas € a reducao do crescimento devido
ao stress osmotico e oxidativo, (Hernandz-Ortega et al., 2014). O dano causado pelo efeito
hidrofébico que limita a disponibilidade de &gua para as raizes, comeca imediatamente depois
gue a concentracao do contaminante aumenta na raiz para niveis acima da tolerancia da planta,
consequentemente inibe o crescimento, reduz a divisdo celular, area foliar e a taxa de
assimilacdo liquida e por dltimo stress induzido pela producdo de espécies reactivas de
oxigénio, que inclui o radical superoxidos (O2-), radical hidroperoxido (HO--), peréxido de
hidrogénio (H202), radical hidroxilo (-OH), oxigénio singulete (10,) (Hernandz-Ortega et
al.,2014; Freire, 2016).

Os hidrocarbonetos se unem a superficie das raizes e criam um ambiente hidrofobico que limita
absorcdo de agua e limita a respiracao celular devido a toxidade dos compostos, o que resulta
no baixo desenvolvimento das plantas, os contaminantes organicos penetram nas células
vegetais e causa alteracdes significativas nos diferentes processos metabolicos intracelulares
(Hernandz-Ortega et al., 2014)

Para contornar o dano causado pela presenca do contaminante é necessario activacdo de
mecanismos bioguimicos como a sintese e acimulo de osmolitos protetores e enzimas do
sistema antioxidante para a manutengdo dos diferentes processos fisiol6gicos como abertura
dos estomatos, a fotossintese e a expansdo celular (Cardona-Ayala et al., 2014). Existem
microrganismos que possuem genes que codificam enzimas para a degradacdo combustiveis e
podem adaptar-se ambientes mais extremos (Florez e Céspedes, 2020). Esses microrganismos

séo capazes de utilizar hidrocarbonetos e compostos organicos como fonte de carbono.

3.7 Substrato de fungos
O substrato (bolor de p&o) possuem fungos pertences a subdivisdo Zygomicotina, classe
Zygomycetes, ordem Mucorales, género Rhizopus, sobrevive em solos, 0s esporos podem

sobreviver em periodos largos, periodos de seca prolongada e temperaturas altas (Morais,
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2021). Geralmente ndo causa infeccdo directa a tecidos vivos ja que necessita de uma ferida
superficial para que o esporo possa germinar (Souza et al., 2017). Este grupo inclui o género
Mucor, que é geralmente saprébicos, pode crescer em residuos agro-industriais e produz
enzimas hidroliticas extracelulares com aplicagdes industriais (Al Mousa et al., 2022).

O género Aspergillus e Penicillium pertencem ao filo Ascomycota, ordem Eurotiales, subclasse
Eurotiomycetidae, classe Eurotiomycetes, ordem Eurotiales, familia Trichocomaceae (Silva et
al., 2015), o género Aspergillus apresenta um crescimento rapido e nenhuma exigéncia
nutricional especifica para sua reproducéo (Oliboni, 2022). O género Penicillium, possui baixa
exigéncia nutricional, tolera condi¢Bes fisico-quimicas variadas, geralmente crescer em

qualquer ambiente e podem ser encontrados em todos os substratos (Dantas, 2013).

O género Fusarium pertence a divisdo Ascomycota, classe Sordariomicetos, Ordem
Hipocreales, familia Nectraceas, maior parte das espécies sdo habitantes comuns do solo,
capazes de persistirem na forma de micelios ou clamidosporos e sédo reconhecidos pela
capacidade de producdo de metabolitos secundarios que influencia a producdo de hormonas

nas plantas (Barreto, 2018).

3.8 Vigna unguiculata

A especie de Vigna unguiculata pertence a familia Fabaceae, ordem fabales, sub-classe
Magnoliopsida, classe Rosidae, sub-divisao Magnoliophytina (Angiospermae), divisao
Spermatophyta, descritor (L) Walp (Jardim Botanico UTAD, 2024).

A Vigna unguiculata (L.) Walp. (feijdo Nhemba) tem importancia socioeconémica como
suprimento alimentar, por apresentar altos niveis proteicos e de aminoacidos em suas sementes
(Medeiros, 2020), socioeconomicamente é importante por apresentar inumeras potencialidades
em relagdo a farinha de feijdo Nhemba sendo utilizado nas diversas formulas alimentares como

pdes, cookies, hambdrguer e biscoitos (De Oliveira et al., 2021).

A relevancia observa se quando aplicado nos diversos alimentos ao agregar valores nutricional,
com isso mostra que esta espécie de Vigna unguiculata (L.) Walp tem um elevando potencial
no mercado internacional como matéria-prima para novos estudos e pesquisas de novas

férmulas alimentares (De Oliveira et al., 2021).
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4. Metodologia

4.1 Area de estudo

A cidade de Maputo localiza-se geograficamente na regido sul de Mogambique, ocupa uma
area de cerca de 347,69 Km? com uma populagéo estimada cerca de 1.209.992 habitantes, com
uma densidade populacional de 4.033 Habi/Km?. Estende-se ao distrito municipal de KaTembe
ao bairro de Chiango no sentido Sul/norte e de ilha de Inhaca ao vale de Infulene, na orientacéo
Este/Oeste. Faz o seu limite com a provincia de Maputo no estremo norte, sul e oeste e é
banhado pelo oceano indico no estremo Este, onde se localiza a ilha de Inhaca (INE, censo
2007). Campus principal da UEM Av. Julius Nyyerere, no 3453 e Faculdade de Engenharia,
Km 1.5
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Figura 6. Localizacdo do Campus principal da Universidade Eduardo Mondlane e da

Faculdade de Engenharia.



4.2 Materiais

4.2.1 Equipamentos

>

YV V.V V V V V VYV VY

Picnémetro

Viscosimetro

Rancimat

Placa de aquecimento

Motor gerador

Estufa

Balanca analitica

Suporte para tubos de ensaios
Suporte universal

Saco plastico

4.2.2 EPI

>

>
>
>

Bata

Luvas de latex
Mascaras de proteccéo
Papel absorvente

4.2.3 Vidraria

>

>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>
>

Bal&o de fundo chato 500 ml
Erlenmeyer 200 ml (3)
Bequer 100 ml (2)

Bal&o volumétrico 50 ml (4)
Bureta de 50 ml

Magneto

Pipetas de Pasteur

Copos de vidro
Termémetro

Funil de decantacéo

Proveta

Tubos de ensaio

Garrafas de plastico transparente

4.2.4 Reagentes

>

YV V.V V V V

Hidrdxido de sédio (NaOH)
Acido sulftrico (H2S04)
Metanol 99,9%

Etanol 99,9 %

Eter Dietilico 99,9%
Diftalato de potéssio
Fenolftaleina

4.2.5 Matéria-prima

>

YV V V V

Gordura animal

Oleo residual de fritura
Diesel fossil

Oleo vegetal

Bolor de péo
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Avaliacéo da biodegradacao do diesel e biodiesel por fungos Rhizopus ssp., Mucor ssp., Aspergillus ssp.,
Penicillium ssp e Fusarium ssp: Vigha unguiculata como bioindicador de fitotoxicidade

4.3 Método

O processo de avaliagdo da biodegradacdo do diesel e biodiesel por fungos foi dividido em
duas etapas: a primeira etapa foi realizada na Faculdade de Engenharia, Departamento de
Engenharia Quimica no laboratorio do ambiente e a segunda etapa foi realizada na Faculdade

de Ciéncia Departamento de Ciéncias bioldgicas, na estufa

A primeira etapa (etapa quimica) envolveu formacdo de solugdes de hidroxido de sédio,
fenolftaleina e sua padronizacéo; determinacdo de parametros fisico-quimicas como indice de
acidez, acidos gordos livres, formacdo de ésteres (esterificacdo); obtencdo do biodiesel e
caracterizacdo do diesel e do biodiesel que envolve determinacdo de pardmetros como, indice
de acidez, acidos gordos livre, densidade, viscosidade, estabilidade oxidativa (Encinar et al.,
2011).

4.3.1 Sintese de biodiesel

O processo de sintese das amostras de biodiesel envolveu reaccdes de esterificagdo num reactor
de 500 mL, em proporc¢des de 1:1 de 6leo e metanol com 1% de &cido sulfarico sob agitacado
constante temperatura de 65 °C, e foram colocadas em um funil de separacdo para extraccao

dos ésteres (Encinar et al., 2021).

Na reaccdo de transesterificacdo, as amostras de 6leo e de gordura foram pré-aquecida entre 55
°C - 65 °C, as propor¢des dos reagentes foram de: o metanol 100 mL, amostra de 6leo 500 mL
e hidroxido de sédio 2 g e duragdo da reaccao foi de 30 & 60 minutos (Encinar et al., 2021;
Encinar et al., 2011). O inicio da reac¢do ocorreu com adicéo do catalisador metdxido de sédio
com aumento da temperatura até 90 °C, a fonte de calor foi desligada e agitacdo foi mantida
por 15 minutos e posteriormente foi colocado num funil de decantacdo para extraccao (Encinar
etal., 2021; Encinar et al., 2011).

Na determinacdo dos parametros foram usados equipamentos como, picnémetro,
viscosimetro, rancimat e foi feito titulacdo para indice de acidez e para indice de acidos gordos
livres (Dib, 2010).

4.3.2 Andlises de propriedades fisico-quimicas

4.3.2.1 Viscosidade cinematica

A figura 4 mostra o viscosimetro de redwood, usado neste ensaio, o qual é constituido por um
banho-maria, 2 termdmetros dos quais servem para medir a temperatura da dgua do banho e o
outro para medir a temperatura da amostra, um regulador de corrente, um orificio de corrimento

de 1,62 a 3,80 mm e um bal&o de 50 mL (Herrera, 2014).
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Figura 7. Viscosimetro de redwood com regulador de corrente, (Patreque Janior, 2016)

Ligou-se o equipamento e regulou-se a poténcia em (Kw) para aquecer agua até a temperatura
de 40 °C, durante o ensaio, agua do banho-maria foi mantida a uma temperatura de 40 °C.
Quando amostra atingiu os 40 °C abriu-se o orificio do viscosimetro e o baldo em baixo do

viscosimetro enche-se até um volume de 50 ml e registou-se o tempo.

O procedimento foi repetido cinco vezes e quanto maior fosse 0 tempo necessario para o
escoamento, mais viscoso ficou o produto, de acordo com a norma ASTM D445 (Aguiar,
2013). E os dados foram obtidos pelas duas equacdes, dependendo do intervalo de tempo
registado segundo a norma EN 14214.

179
t€[30,100):  v=0260xt———

50
t € [100,2000]: v =0.247xt -
Onde: v -Velocidade cinematica a 40 °C e t -Tempo

4.3.2.2 Indice de acidez

O método EN14214 possibilitou analisar 5 g de amostra de 6leo, do diesel e biodiesel com
adicdo de 25 mL de éter dietilico e etanol na proporcao de 1:1, seguido do processo de titulacdo
com uma solucdo de hidréxido de sodio 0,1 M previamente padronizado e utilizou-se uma
solucdo alcoolica de fenolftaleina 1% como indicar. Através do gasto do volume do hidréxido
de sddio na neutralizacdo da amostra de 0leo, do diesel e biodiesel, o 1A foi determinado pela

equacéo 3:

Julho de 2024



Avaliacéo da biodegradacao do diesel e biodiesel por fungos Rhizopus ssp., Mucor ssp., Aspergillus ssp.,
Penicillium ssp e Fusarium ssp: Vigha unguiculata como bioindicador de fitotoxicidade

_ M.f.v.40
p

1A

Onde:

IM — Indice de acidez (mg de NaOH/g)

v —Volume (ml) de NaOH gasto na titulagdo
M — Molaridade da solucéo de NaOH

p — Peso da amostra em gramas

f — Factor de correcgéo

40 — Massa molecular do NaOH

4.3.2.3 Densidade e &cidos gordos livres
A determinacdo da densidade das amostras foi feita com auxilio de um picnémetro de 26,456
ml do volume e foi previamente pesado. Mediu-se a temperatura de cada amostra e do
picnémetro cheio (Josefina, 2016),a determinacdo da densidade foi realizada através da
equacéo 4:
p = mf —mi

v
Onde:
mi— Massa do picnémetro vazio
mf — Massa do picnémetro cheio

v — Volume do picnémetro

Para determinacdo de &cidos gordos livres usou-se o procedimento 4.3.2.2 usado para
determinacéo de indice de acidez, a determinacg&o é segundo a equacéo 5:

CNaOHx28.2

%AGL = Ve

Onde:
CNaOH concentracdo real de NaOH [M]

Vg o volume gasto na titulagéo [ml]

4.3.3 Estabilidade oxidativa
O teste de estabilidade oxidativa foi realizado seguindo a metodologia descrita na EN 14112,

utilizou-se o equipamento Rancimat modelo 743 da Metronhm. Com uma corrente de ar
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purificado (10 L/h) que passou por uma amostra de 3 g em um tubo de ensaio de vidro dentro

do aquecedor de bloco controlado por termdstato (110 °C).

Produtos de oxidacdo volateis principalmente acidos carboxilicos de cadeia curta foram
retirados do tubo de ensaio e colectados em um copo de medi¢do contendo 60 ml de agua
destilada, onde a condutividade foi medida continuamente (Zhou et al., 2016; Valle et al.,
2014).

Figura 8. Aparelho de Rancimat modelo 743 Metronhm (Josefina, 2016).

4.3.4 Avaliacéo da fitotoxicidade

A segunda etapa (etapa bioldgica) envolveu o cultivo do substrato de fungos (bolor de péo),
implementacdo do experimento de biorremediacdo e determinacdo de factor de crescimento
como a taxa de germinacdo, taxa de crescimento da cultura, taxa de assimilacéo liquida e indice
de area foliar. Nas condi¢es de cultivo do bolor de péo, utilizou-se quatro fatias de pdo branco
de forma e foram armazenado em plasticos a uma temperatura de 32 °C durante dez dias. O

substrato de fungos foi ralado e conservado por 7 dias para utilizacdo posterior.

4.3.4.1 Delineamento experimental

Inicialmente foram pesadas 1400 g de solo e foram colocados em 9 vasos plasticos (de 30 cm
de altura e 17 cm de diametro interno), em seguida 8 vasos foram contaminados com 18.4 ml
do diesel e biodiesel numa concentracao de 100%, posteriormente. Dos 8 vasos, 4 foram
adicionados 156 g de substrato do fungo a cada vaso e foram completamente misturados
(Mohammadi-Sichani et al., 2019).

Os experimentos foram conduzidos em triplicatas com duas repeti¢des. Os vasos foram
colocados entre 25 e 35 °C em uma estufa, para a manutencdo do oxigénio e da humidade no
solo, foi regado a cada trés dias e o solo foi pré-misturado para que houve-se alocacdo de
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oxigénio para os microrganismos (Mohammadi-Sichani et al., 2019) e foram feitas colheitas

apos 30 a 60 dias.

Experimento

- - -

Contaminado com 18.4 ml diesel

Sem Contaminagéo Contaminado com 18.4

ml diesel e biodiesel e biodiesel + Substrato de fungos
l — (R =156 )
e I AN
o BI: B(: - * ' A
S.C BV DF BVR || BFR BGR DFR

Onde: onde GT sdo grupos de tratamento, S.C- sem contaminacdo, BV- biodiesel vegetal, BF-
biodiesel de fritura, BG- biodiesel de gordura, DF- diésel fossil, BVR- biodiesel vegetal +
Substrato de fungos, BFR- biodiesel de fritura + Substrato de fungos, BGR- biodiesel de gordura

+ Substrato de fungos, DFR- diésel fssil + Substrato de fungos.

4.3.4.2 Ensaio de fitotoxicidade

A toxidade dos solos contaminados com e sem o fungo Rhizopus ssp, Mucor ssp, Aspergillus
ssp, Penicillium e Fusarium foi avaliada pelo teste de germinacdo de sementes de Vigna
unguiculata (L.) Walp., foram colocadas 4 sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp para cada
tratamento. A contagem das sementes germinadas foi realizada de 7 a 14 dias, contados apartir
do dia ap6s a instalacdo da experiéncia, foram consideradas sementes germinadas as que
apresentava emissdo completa da radicula e a taxa de germinacdo foi obtida pela razdo do
nimero de sementes germinadas, pelo nimero de sementes alocadas inicialmente no vaso

germinador (De Franca Ferreira et al., 2023).

4.3.4.3 Andlise de crescimento vegetal

Foram feitas colheitas a cada 4 semanas por unidade experimental. No campo foram tomadas
medidas no solo entre 0s vasos e em laboratorio foi feita a dissecacéo de cada parte dos 6rgaos
da planta para determinacgdo da &rea foliar e quantificacdo da matéria seca das folhas e planta
toda. Foram colocadas em uma estufa a 70 °C por 48 horas e posteriormente foram realizados
calculos de indice de area foliar (IAF), taxa de assimilacao liquida (TAL) e taxa de crescimento
da cultura (TCC) através de formulas de valores instantaneos (Santos-Castellanos et al., 2010).
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ar : _ 1, aw
IAF = = (Equagdo 6) TAL = TR
1 dw N
TCC = —*— (Equacéo 8)
Onde:

AF- area foliar,
As- area do solo entre os vasos,
dW- peso seco total,

dT- tempo.

4.3.4.3 Andlise estatistica

Os dados colectados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) com software

Sigmaplot 15.0, tendo sido efectuados os testes de.

>
>

Shapiro-Wilk para detectar a distribui¢cdo normal dos dados

(Equacio 7)

Kruskal-Wallis para analise unidirecional de variancia para dados que nao possuem

distribuicdo normal

Brown-Forsythe, para analise unidirecional de variancia para dados que possuem

distribuicdo normal

Os testes Tukey para comparacao maltipla entre os grupos de tratamentos

Teste de correlacdo de Pearson para dados parametros de acordo com o sistema de

analise estatistica em p <0.05. Para a constru¢do dos graficos da taxa de germinacao foi

usado SPSS.
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5. Resultados e discussao

5.1 Resultados
Foram apresentados em detalhe os resultados experimentais obtidos na determinagdo dos
parametros fisico-quimicos e do efeito do substrato de fungos sobre as amostras do diesel e

biodiesel ao longo do experimento.

5.1.1 Caracterizacdo da matéria-prima

Foram feitos ensaios de indice de acidez, viscosidade, densidade e &cidos gordos livres para
caracterizacdo de 6leo vegetal, de fritura, de gordura animal e os resultados estdo descritos na
Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas do éleo vegetal, fritura e de gordura animal.

Propriedades fisico- | Oleo vegetal Oleo vegetal de | Gordura
quimicas fritura animal
Viscosidade (mm?/s) 12.9255 47.1635 52.9607
Densidade (g/mL) 0.9101 0.9069 0.8917
Acidos gordos livres 77.2680 36.6600 18.8631
(% oleico)
indice de acidez (mg/g) | 10.4657 17.1296 32.9611

5.1.2 Obtencéo do biodiesel e caracterizagao das amostras de biodiesel
Foram feitos ensaios de indice de acidez, viscosidade e densidade para caracteriza¢do do

biodiesel e diesel, os resultados estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisico-quimicas das amostras do diesel e biodiesel.

Propriedades Biodiesel Biodiesel | Biodiesel | Diesel
fisico-quimicas | vegetal (BV) | de fritura | Gordura | comercial
(BF) (BG) (DF)
Viscosidade (mm?/s) 9.7501 7.7765 9.1036 4.5929
Densidade (g/mL) 0,8745 0,8675 0,8656 0,8019
indice de acidez (mg/g) | 1.9393 1.9521 1.9482 1.9479
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5.1.3 Estabilidade oxidativa das amostras por Rancimat

Os resultados obtidos pelo método Rancimat para as amostras do diesel e do biodiesel foram
amplamente variados, entre 0.0-0.96/h BV, 0.0-3.53/h BG, 0.0-5.30/h BF e 0.0-25.08/h DF
respectivamente. A estabilidade do biodiesel € menor em relacdo a do diesel fossil, com uma
ordem de eficiéncia no método Rancimat conduzido a 110 °C € BV <BG <BF <DF e o tempo
necessario para o inicio da oxidacéo foi caracterizado por um rapido aumento na condutividade

nas amostras, com seguinte ordem BV> DF> BG> BF, (Figura 7).

— A
Biodiesel gordura 3 20.03.2023 / Biodiesel de fritura 3
Biodiesel Vegetal 4 / Diesel 4-3 / R1
_ v Indyction time
150 - a Stapility time
125 -
100 +-
E —
* N
= 75 -
50 4
25 -
7\ | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
0 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25
h

Figura 9. Periodo de inducdo das diferentes amostras de combustiveis (BV, BG, BF e

DF) obtidos pelo método Rancimat.

A mostra DF apresenta resultado satisfatorio, alcancando um periodo de inducgédo de 25.08 h,
muito acima do limite de especificacdo de 8 h de acordo com o método EN14112, seguido por
BF que exibe uma proteccdo muito melhor, por conseguir atingir acima da metade do periodo
de inducdo. Os tratamentos BV e BG em toda faixa investigada ndo conseguiram atingir nem

a metade do periodo de inducdo apresentado.

As diferencas observadas no comportamento dos graficos abaixo esta relacionada com as
alteracbes das diversas propriedades fisico-quimicas como indice de perdxido, densidade,
indice de acidez, viscosidade, poder calorifico e ponto de fulgor das amostras do diesel e

biodiesel, (Figura 8).
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Figura 10. Comportamento das amostras de combustiveis durante o periodo de indugéo

até o ponto méaximo de inducéo (A, B, C e D).

5.1.4 Taxa de germinacao das sementes

O comportamento germinativo das sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp, mostra uma
influéncia negativa sobre as sementes pela accdo do diesel e biodiesel, observou-se inibicao
total nos tratamentos com e sem os fungos Rhizopus ssp, Mucor ssp, Aspergillus ssp,

Penicillium ssp e Fusarium ssp (Figura 11).

Os primeiros 7 dias, os tratamentos com concentracdes de combustiveis e de fungo néo
manifestaram germinagdo, com excepc¢do do controle que apresentou uma taxa de germinacao
com valor médio 75% das sementes e foram observadas diferencia estatisticamente na ANOVA
de Kruskal-Wallis (p <0.05).

Para isolar grupos que diferem entre si, foi feito um procedimento de comparacao maultiplas de
pares (teste de Tukey), os resultados obtidos, foram de nenhuma diferenca significativa embora
o controle tenha diferido dos demais tratamentos (p> 0.05) (Figura 11).
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Aos 14 dias foram observadas medianas diferentes, no controle, cerca de 100% das sementes
de V. unguiculata (L.) Walp, germinaram e para os demais tratamentos as taxas foram
inferiores ou igual 50%, estes dados mostram diferencas estatisticamente significativas na
ANOVA de Kruskal-Wallis (p <0.05). Entretanto, para isolar grupos que diferem dos outros,
foi feito um procedimento de comparacdo mdultiplas de pares ndo houve diferenca significativa
entre as duas somas de classificacdo que inclui essas comparacdes, embora o controle tenha
apresentado uma mediana muito alta em relagdo os demais tratamentos teste Tukey (p> 0.05)
(Figura 12).

1.00—

B0

60

A0

Taxa de germinagado (7 dias)

00— —_ —_ —_ —_ —_— —_ —_ —_

I | 1 I 1 1 | | I
BF BFR BG BGR BV BVR DF DFR 5.C

Fonte de contaminagao
Figura 11. Taxa de germinacdo de sementes Vigna unguiculata (L.) Walp por

tratamento ao longo de 7 dias.

Legenda: S.C- Sem contaminacdo, BVR- Biodiesel vegetal + substrato de fungos,
BGR- Biodiesel de gordura + substrato de fungos, BFR- Biodiesel de fritura + substrato
de fungos, DFR- Diesel fossil + substrato de fungos, BV- Biodiesel vegetal, BG-

Biodiesel de gordura, BF- Biodiesel de fritura e DF- Diesel fossil.
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Taxa de germinagdo (14 dias)

Do — — - - -

BF BFR BG B(I}R BIV B{?R DF DFR s.C
Fonte de contaminagao
Figura 12. Taxa de germinacdo de sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp por
tratamento ao longo de 14 dias.

Legenda: S.C- Sem contaminacdo, BVR- Biodiesel vegetal + substrato de fungos,
BGR- Biodiesel de gordura + substrato de fungos, BFR- Biodiesel de fritura + substrato
de fungos, DFR- Diesel fossil + substrato de fungos, BV- Biodiesel vegetal, BG-
Biodiesel de gordura, BF- Biodiesel de fritura e DF- Diesel féssil.

O diesel e biodiesel apresentaram resultados negativo para as sementes de Vigna
unguiculata(L.) Walp, os contaminantes mostraram-se desfavoraveis ao processo de
germinacéo das sementes e os fungos sao ineficientes ao processo descontaminacgdo durante o

periodo de germinacédo de 14 dias.
5.1.5 Analise de crescimento

Nas anélises ap6s 30 dias do inicio do experimento, o tratamento com maior taxa de assimilacéo
liquida da planta Vigna unguiculata (L.) Walp, foi o diesel féssil + fungo Rhizopus ssp, Mucor
ssp, Aspergillus ssp, Penicillium ssp e Fusarium ssp (DFR) com uma mediana de 2.733g.m"
2 semana’, com valor minimo da taxa de assimilacdo liquida para meio neutro (S.C) de 0.947
g.m2.semana’l, esses valores no foram estatisticamente significativos entre os grupos de
tratamento na ANOVA de Kruskal-Wallis (p> 0.05) (Tabela 3).
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Legenda (Tabela 3): S.C- Sem contaminacdo, BVR- Biodiesel vegetal + Substrato de

fungos, BGR- Biodiesel de gordura + substrato de fungos, BFR- Biodiesel de fritura +

substrato de fungos, DFR- Diesel fossil + substrato de fungos, BV- Biodiesel vegetal,

BG- Biodiesel de gordura, BF- Biodiesel de fritura e DF- Diesel fossil.

Tabela 3. Taxa de assimilacéo liquida em g.m>.semana* dos diferentes grupos de

tratamento durante 30 dias.

Grupo 25% 75%
Mediana
S.C 3 0.947 0.868 1.754
BVR 3 1.420 1.393 1.564
BGR 3 1.310 0.950 1.706
BFR 3 1.327 1.313 1.537
DFR 3 2.733 1.912 2.970
BV 3 1.497 1.180 2.080
BG 3 1.636 1.532 1.913
BF 3 1.247 1.169 9.715
DF 3 2.020 1.703 2.779

O indice de area foliar apresentou valor maximo de 0.367 para tratamento de biodiesel de

gordura + Substrato de fungos (BGR) e valores minimos de 0.093 e 0.108 para diesel fossil +

substrato de fungos (DFR) e de diesel féssil (DF) respectivamente. O valor de BGR apresentou

diferencas estatisticas significativas em relacdo aos tratamentos de DFR e DF na ANOVA

unidirecional de Brown-Forsythe (o = 0.050: 0.850, F = 4.120 e p <0.05) para isolar grupos

que diferem entre si, foi feito teste de comparagdo multiplas de pares de Tukey (p <0.05) para

DFR e DF respectivamente, para os demais grupos ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas (Figura 13).
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Figura 13. indice de area foliar dos diferentes grupos de tratamentos durante 30 dias.

Legenda: S.C -Sem contaminacdo, BVR- Biodiesel vegetal + substrato de fungos,
BGR- Biodiesel de gordura +substrato de fungos, BFR- Biodiesel de fritura + substrato
de fungos, DFR- Diesel fossil + substrato de fungos, BV- Biodiesel vegetal, BG-

Biodiesel de gordura, BF- Biodiesel de fritura e DF- Diesel fossil.

A taxa de crescimento da cultura (TCC) apresentou flutuagdes entre os tratamentos BFR, BVR
e BGR com valores maximos de 0.419 g.m2.semana™ para BFR, 0.460 para BVR e 0.471 g.m"
2 semana’* BGR respectivamente. O tratamento S.C apresenta um valor intermédio em relacéo
aos dados com maior e menor incremento da biomassa, esses pontos de incremento onde foram
registados valores altos de TCC, coincide com valores de IAF observados nos tratamentos
correspondentes, em termos dos valores maximos observados, na ANOVA unidirecional de
Brown-Forsythe (o = 0.050:0.652, F = 3.080, p <0.05), apesar dos valores ndo apresentarem
diferencas estatisticas significativas entre os grupos na ANOVA de Tukey (p> 0.05) (Figura
14).

As flutuacBes observadas na figura 14 mostram a influéncia dos fungos Rhizopus ssp, Mucor
ssp, Aspergillus ssp, Penicillium ssp e Fusarium ssp, através da elevada taxa de crescimento
da cultura acima do tratamento S.C, apesar de ndo apresentarem valores estatisticamente

significativos.
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Figura 14. Taxa de crescimento da cultura nos diferentes tratamentos durante 30 dias.

Legenda: S.C-Sem contaminacdo, BVR-Biodiesel vegetal + substrato de fungos, BGR-
Biodiesel de gordura + substrato de fungos, BFR-Biodiesel de fritura + substrato de
fungos, DFR-Diesel fossil + substrato de fungos, BV-Biodiesel vegetal, BG-Biodiesel

de gordura, BF-Biodiesel de fritura e DF-Diesel féssil.

Aos 60 dias, os valores de TAL observados indicaram valor maximo de 2.179 g.m2.semana
para o tratamento BV e valor minimo de 0.981 e 1.129 g.m2.semana’! para o tratamento DF e
DFR, na ANOVA unidirecional de Brown-Forsythe estes valores obtiveram diferencas
estatisticamente significativas (o = 0.050: 0.503, F = 2.550, p <0.05). Na anlise multivariada

de Tukey observou-se uma diferenca significativa para o tratamento DF (p <0.05) (Figura 15).

Na afigura 15 observa-se uma tendéncia homogénea no incremento dos valores da TAL dos
tratamentos com substrato de fungos em relagéo os tratamentos sem o substrato, com excepgéo
BV em relagdo BVR que apresentou um maior aumento de 1.351 g.m?2.semana™. Estes
resultados mostram uma alta tendéncia a estabilizagdo nos tratamentos e uma reducdo na

actividade catalitica, caracteristicas de esgotamento de nutrientes nos vasos.
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Figura 15. Taxa de assimilacdo liquida nos diferentes tratamentos, durante 60 dias.

Legenda: S.C-Sem contaminacdo, BVR-Biodiesel vegetal + substrato de fungos, BGR-
Biodiesel de gordura + substrato de fungos, BFR-Biodiesel de fritura + substrato de
fungos, DFR-Diesel fossil + substrato de fungos, BV-Biodiesel vegetal, BG-Biodiesel
de gordura, BF-Biodiesel de fritura e DF-Diesel fossil.

Aos 60 dias, o IAF para tratamento BGR de forma persistente em relacéo os dados observados
no periodo de 30 dias mostram valores maximos de 0.656 seguido de 0.611 para BVR e valor
minimo de 0.263 para o tratamento BV. Os valores obtidos no periodo de 60 dias ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas na ANOVA de Brown-Forsythe (a = 0.050:
0.245, F = 1.751, p> 0.05), (Figura 16).

Na afigura 16 observa-se um incremento de IAF para os tratamentos sem inoculo em relacéo
aos primeiros 30 dias, o que mostra um grande aumento na adaptabilidade de Vigna
unguiculata (L.) Walp. ao diesel e biodiesel, efeito da reducdo da concentracdo do

contaminante no solo.
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Figura 16. indice de area foliar nos diferentes grupos de tratamento durante 60 dias.

Legenda: S.C -Sem contaminacdo, BVR-Biodiesel vegetal + substrato de fungos, BGR-
Biodiesel de gordura + substrato de fungos, BFR-Biodiesel de fritura + substrato de
fungos, DFR-Diesel fossil + substrato de fungos, BV-Biodiesel vegetal, BG-Biodiesel
de gordura, BF-Biodiesel de fritura e DF-Diesel fossil.

Os incrementos observados na taxa de crescimento da cultura durante o periodo de 60 dias, é
relevante se for levado em consideragédo o tratamento controle (S.C). Os valores de TCC para
os tratamentos BVR, BGR, BFR, BV, BG e BF se encontra acima de 0.437 g.m2.semana do
valor do controle com excepgdo de DFR e DF o que indica a ineficiéncia dos fungos no
processo de descontaminacdo do diesel fossil, observa-se diferencas significativas para
ANOVA unidirecional de Brown-Forsythe (a= 0.050: 0.503, F = 2.550, p <0.05),entre tanto,
ndo foram encontrados diferencas estatisticamente significativas nos valores médios para 0s
tratamentos DFR e DF no teste deTukey (p> 0.05) (Figura 17).
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Figura 17. Taxa de crescimento da cultura nos diferentes tratamentos durante 60 dias.

Legenda: S.C-Sem contaminacdo, BVR-Biodiesel vegetal +substrato de fungos, BGR-
Biodiesel de gordura + substrato de fungos, BFR-Biodiesel de fritura + substrato de
fungos, DFR-Diesel fossil + substrato de fungos, BV-Biodiesel vegetal, BG-Biodiesel

de gordura, BF-Biodiesel de fritura e DF-Diesel féssil.

5.1.6 Correlacao entre 1AF e periodo de inducéo

Os dados observados, mostras que os IAF obtidos no periodo de 30 dias estdo diretamente
relacionado com periodo de inducdo das amostras do diesel e biodiesel, caracterizado por uma
relacdo inversamente proporcional com um coeficiente de correlacdo -0.513, com uma

observacao estatisticamente significativa onde (p <0.05) de acordo com afigura 18 (A).

Este resultado mostram implicacGes do diesel e do biodiesel na eficiéncia dos fungos Rhizopus
ssp, Mucor ssp, Aspergillus ssp, Penicillium ssp e Fusarium ssp, devido as diferencas na
origem das matérias-primas, propriedades fisico-quimicas das amostras, composi¢ao quimica,
a presenca de compostos e elementos que agem como antioxidante e a dificuldade dos fungos
sintetizar enzimas especificas ao diesel fossil e as amostras de biodiesel. No periodo de 60 dias

ndo foram observados diferencas de correlacdo significativas entre IAF e PI, coeficiente de

correlagéo -0.307 e p> 0.05, figura 18 (B).
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Figura 18. Correlacdo entre indice de &rea foliar e periodo de indugdo das amostras
diesel e biodiesel, (A) periodo de 30 dias e (B) periodo de 60 dias.
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A partir de observacGes no periodo de 60 dias, os tratamentos DF e DFR apresentaram uma
camada viscosa e oleaginosa envolta das ramificagdes da raiz, que se encontra ausente nos
demais grupos de tratamentos. Os tratamentos DF, BVR, BGR, BFR e S.C mostram um melhor
desenvolvimento da estrutura radicular, independente da concentracdo diesel no tratamento DF
seguido pelos tratamentos BF, DFR, BV e BG.

S.C BFR BF

Figura 19. Observacao morfoldgica da raiz nos diferentes tratamentos no periodo de
60 dias.

Na ultima semana de experiéncia foi observado um crescimento sensivel nas plantas de Vigna
unguiculata (L) Walp, especificamente baixo crescimento e facilidade de ser infectado pelo
fungo Erysiphe diffusa. Observou-se um crescente aumento de infec¢cdo nos vasos sem o
substrato de fungos em relacdo os vasos com substrato, de acordo com a figura 20.
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(A) (B)

Figura 20. Infeccdo de Vigna unguiculata pelo fungo Erysiphe diffusa nos diferentes

tratamentos, (A) tratado com fungo e (B) tratado sem fungo.
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5.2. Discusséo de Resultados

A estabilidade das amostras de combustiveis mostram facilidade de oxidacdo do diesel em
relacdo as mostras de biodiesel, dentre as amostras de biodiesel, a BF apresentou maior
oxidagéo e a BV menor oxidagéo . As diferencas de degradacao observadas entres as amostras
de biodiesel estdo relacionados, com origem das matérias-primas, propriedades quimicas das
amostras, quantidades de insaturagdes, concentracdo de acidos gordos e a sua composicao

quimica.

Os resultados acima véo de acordo com as observacdes de Kumar (2017) e Longanesi et al.
(2022), quando avaliavam a estabilidade oxidativa do biodiesel verificou se que o processo de
oxidagéo sofre diversas implicagdes devido as propriedades do biodiesel influenciado pela

temperatura.

Para Hazrat et al. (2021) os combustiveis que podem resistir auto-oxidacdo ou oxidacao
induzida sdo aqueles que contem maior teor de &cidos gordos saturados, por serem mais
estaveis do que aqueles que contem ésteres alquilicos com acidos gordos insaturados, e a
estabilidade do biodiesel é afectado por varios factores como auséncia de antioxidantes e 0 seu

estagio de oxidacdo (Karavalakis et al., 2010).

As diferencas entre o diesel fossil e as amostras de biodiesel, para além dos factores descritos
acima inclui a auséncia de insaturacdes, a presenca de compostos e de elementos que agem
como antioxidantes, capazes de reagirem com oxigénio e formar um complexo que impede a

interacgdo com o biodiesel.

Estes resultados estdo em conformidade com o estudo realizado por JeyaKumar et al. (2022),
ao avaliar experimentalmente os efeitos de antioxidantes naturais na estabilidade a oxidagéo
de mistura binaria de biodiesel, verificou que abaixa estabilidade oxidativa das amostras de
biodiesel em comparado com amostra do diesel féssil, devido auséncia de elementos ou
substancias capazes de reagir com oxidantes e consequentemente dificulta a interacdo com

esteres.

As percentagens nas taxas de germinacdo das sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp, para
0s tratamentos com contaminagdo mostraram nenhuma germinagéo no periodo de sete dias, e
aos catorze dias, a percentagem de germinacdo foi igual ou inferior a 50% para BV, BVR e
BF. Estes resultados refletem a interferéncia do diesel e biodiesel nos primeiros catorze dias de
contaminag&o devido a maior &rea de contacto das sementes com diesel e biodiesel que causou

a desidratacdo excessiva das sementes o que dificultou a germinagdo das mesmas. Estas
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observacOes vao em conformidade com os resultados obtidos por Silva (2016) e por Martins
(2022). O contaminante pode afectar o solo, incluido abundancia e a diversidade microbiana
(Hawrot-Paw et al., 2020).

Para Mitter et al. (2021), ao avaliar impacto da contaminagdo por diesel e biodiesel na
actividade e na estrutura da comunidade microbiana do solo, a analise dos biomarcadores de
acidos gordos fosfolipidicos revelou que a estrutura da comunidade microbiana foi afetada

principalmente pelo diesel e biodiesel, seguido pelo tipo de solo.

O impacto do diesel e do biodiesel sobre o nimero e actividade dos microrganismos no solo
ndo é conclusivo, o nimero de microrganismos no solo contaminado muda ao longo do tempo
(Hawrot-Paw et al., 2020), a ndo germinacdo das sementes, o ndo desenvolvimento das
sementes e alteracGes fisioldgicas indicam a presenca de produtos quimicos perigosos no solo
(Ambaye et al., 2022).

As observacdes nas TAL, IAF e TCC indicam maior actividade metabolica nos tratamentos
BFR, BVR e BGR. Estes resultados estdo relacionados com facilidade de degradacdo das
amostras do biodiesel e a capacidade dos fungos sintetizarem enzimas lipoliticas como as
lipases e as carboxilesterases.

Os resultados acima estdo em concordancia com as observacdes do estudo realizado por Bucker
et al. (2018), ao avaliar a comunidade microbiana deterriogénica por métodos nédo cultivaveis
durante o armazenamento de diesel, biodiesel e misturas (B5, B10, B50) verificou-se maior
percentagem de degradacao de ésteres de acidos gordos nas misturas B5 e para 0s alcanos nas

misturas de B50.

Para tratamento DFR os resultados ndo foram satisfatdrios, estes resultados estdo sujeito a
incapacidade dos fungos sintetizarem enzimas especificas para diesel em grande escala, o que
resulta em longos periodos de tempo para degradacao das amostras do diesel, para além deque
os produtos resultantes da oxidacdo das amostras do diesel em substdncias biodisponiveis

possuem um potencial toxico.

Apesar da incapacidade dos fungos sintetizarem enzimas especificas ao diesel observou-se
diferencas néo significativas entre DF e DFR, esta observacdo pode estar associado ac¢éo de

uma enzima ndo especifica proveniente de outra via metabolica alternativa.
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Os resultados acima vao de acordo com estudo realizado por Medaura et al. (2021), ao avaliar
0 potencial da bioaumentacdo de fungos nativos como estratégia para promover a
biorremediacdo de um solo envelhecido industrialmente, poluido e enriquecido com fracgoes
pesadas de hidrocarbonetos. Observou-se que o total de hidrocarbonetos de petréleo diminuiu
39.90 + 1.99% em experimentos bioaumentado com fungos ap6s 120 dias, diferente do controle
que apresentou apenas 2.69 + 0.13%. A eficiéncia degradacdo do contaminante depende da
espécie microbiana a ser utilizada e a especificidade da enzima ao substrato (Mitter et al.,
2021).

Para o estudo realizado por Chen et al. (2020), ao avaliar o efeito da matéria organica do solo
na degradacdo de hidrocarbonetos de petréleo em solo contaminado com Oleo diesel, os
resultados mostram que, os fungos que ndo possuem enzimas lignoliticas podem remediar
PAHSs por causa da sua capacidade de sintetizar enzimas ndo especificas que podem degradar
ampla gama de substrato. Este estudo sugere que os fungos sdo essenciais na biorremediacéo
de solos contaminados por diesel.

Certos microrganismos possuem enzimas como protéases, lipases, hidrélases e celulases que
quebram macromoléculas, apesar da sua natureza inespecifica em certos consorcios, a sua
adicdo reduz a carga total do contaminante (Herrero e Stuckey, 2015). N&do implica
necessariamente uma actividade metabolica relevante, mas fazem parte de um grupo especifico
que pode ser adaptado para distintas estruturas de hidrocarbonetos (Prenafeta-Boldu et al.,
2018).

Apesar deque melhor desenvolvimento na estrutura radicular de Vigna unguiculata (L.) Walp
foi observado aos 60 dias, os tratamentos DF e DFR apresentaram uma camada viscosa e
oleoginosa na superficie da raiz. Esses resultados refletem a dificuldade de oxidacdo da amostra
do diesel féssil e a dificuldade dos fungos metabolizarem diesel, pesar do intervalo de 21 dias

desde a contaminacdo até germinacdo de todos os tratamentos.

Os resultados acima véo de acordo com as conclusdes de Bona et al. (2011), ao avaliar o efeito
do solo contaminado com 0leo diesel na estrutura da raiz e da folha de plantulas de Sebastiania
commersoniana (Euphorbiaceae) e Schinus terebinthifolius (Anacardiaceae), concluiu que as
plantulas sofreram alteracbes morfoldgicas na raiz, e que o intervalo de tempo entre a
contaminac&o e a semeadura interfere no grau da alteracéo. Os solos contaminados apresentam
um aumento na actividade microbiana apds 14 a 21 dias seguido por uma diminuicdo (Mitter
etal., 2021).
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As diferencas nas percentagens de crescimento de espécie vegetal de Vigna unguiculata (L.)
Walp depende do tipo de combustivel, a distribuicdo e a disponibilidade, além de

microrganismos com capacidade metabolica especificas.

Os resultados apresentados estdo em conformidade com as conclusdes dos testes de
fitotoxicidade realizados por Hawrot-Paw e lzwiKow (2015), ao avaliar o efeito da
fitotoxicidade do biodiesel sobre as sementes de Lepidium sativum (agrido de jardim) e
Hordeum vulgare (cevada de primavera), concluiram que a germinacdo de sementes, 0
crescimento e desenvolvimento das plantas testadas apresentaram sensibilidade diversa a
presenca do diesel e do biodiesel, e a toxicidade é directamente proporcional a quantidade do

combustivel e a sua resisténcia a oxidacao.

Pohren (2015) destaca a necessidade de monitoramento de espécies quimicas derivados da
degradacdo do contaminante, estes compostos sdo responsaveis por aumentar a toxicidade e
mutagenicidade. Para Medaura et al. (2021), o citocromo Pasg € as lacases desempenham um
papel muito importante na biorremediacdo fungica de hidrocarbonetos sem aumentar o risco

ao meio ambiente.

Os valores de P value foram calculados no contexto de dar significancia as hipéteses nulas (Ho)
com a finalidade de afirmar que ndo ha efeito na contaminacéo do solo com diesel e biodiesel,
e na utilizacdo dos fungos que formam o bolor de p&o, sob a suposi¢do de que a hipotese nula

era verdadeira.

A separacdo do significativo em relagcdo o néo significativo ignora o facto de que o menor valor
de P value fornece provas convincentes contra a hipétese nula, o que possibilita concluir que
os resultados de néo significativo indicam que ndo ha evidéncias suficientes contra as hipéteses
nulas. Para além do P ndo transmitir o tamanho do efeito causado pelo diesel, biodiesel e pelos

fungos, ndo transmite a importancia experimental dos efeitos observados.
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6. Conclusao Limitacdes e Recomendacgtes

6.1 Concluséo

As propriedades fisico-quimicas das amostras de combustiveis encontram-se amplamente
variados, no geral a amostra de diesel fossil apresentou valores baixo de viscosidade e
densidade em relacdo as outras amostras de biocombustiveis, para indice de acidez os valores

foram intermediarios em relacdo as amostras de biodiesel vegetal e biodiesel de fritura.

No caso da estabilidade oxidativa das amostras, o diesel fossil apresentou o valor mas alto,
seguido por biodiesel de fritura e as amostras de biodiesel de gordura e biodiesel vegetal
apresentaram valores ndo satisfatorios, o que pode indicar que as amostras de combustiveis ndo
podem apresentar alta resisténcia ao processo de oxidacdo e ser simultaneamente facil

biodegradaveis.

A taxa de germinagdo das sementes de Vigna unguiculata (L.) Walp, nos periodos de sete a
catorze dias, os resultados ndo foram satisfatdrios comparado com controle, o que podem
indicar maior periodo de adaptacdo dos fungos aos vasos contaminados, estes resultados estéo
associados a varios factores como a presenca do contaminante, afinidade das enzimas pelo
contaminante e dificuldade dos fungos de se multiplicarem ou de sintetizarem enzimas que
facilitem a conversdo do contaminante, visto que os valores satisfatérios foram observados

apos o periodo de catorze dias.

Os valores da taxa de assimilacdo liquida, de indice de area foliar e a taxa de crescimento da
cultura nos periodos de 4 a 8 semanas, os resultados mostram maior adaptabilidade da planta
de Vigna unguiculata (L.) Walp nos tratamentos de S.C, BV, BVR, BG, BGR, BF, BFR com
excepcdo dos tratamentos DF e DFR, devido alta resisténcia a oxidacado e elevada concentracao

do contaminante, o que dificultou a bioconversdo do diesel em compostos biodisponiveis.

Entre os tratamentos DF e DFR verificou-se maior adaptabilidade de Vigna unguiculata (L.)
Walp no tratamento DFR associado a utilizacdo de enzimas alteradas temporariamente
proveniente de uma rota metabdlica primaria, secundaria ou de qualquer outra via alternativa,
nédo especifica ao diesel. Os resultados de correlacdo entre indice de area foliar e o periodo de
inducdo das amostras reforcam baixa eficiéncia dos fungos Rhizopus ssp, Mucor ssp,
Aspergillus ssp, Penicillium ssp e Fusarium ssp (bolor de pdo) na biodegradacdo da amostra

do diesel fossil.
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6.2 Limitac6es do estudo

» Nao foi levado em consideracdo a influéncia do solo, visto que ha a presenca de
elementos e substancias quimicas, podem se ligar ao sitio activo das enzimas hidrdlases,
assim impedir a interacgdo com o contaminante;

> Nao foi levado em consideracéo a capacidade dos fungos inoculados resistirem ao stress
causado pela presenca do contaminante e o tempo de sobrevivéncia das espécies
envolvidas no processo de bioaumentagéo;

» Né&o foi avaliado o efeito do diesel, biodiesel e dos derivados resultantes da
biodegradacdo sobre a planta de Vigna unguiculata (L.) Walp, utilizados como
bioindicador de fitotoxicidade;

> Nd&o foi levado em consideracdo a capacidade catalitica das enzimas no solo, visto que
algumas enzimas possuem um sitio especifico de actuagdo, onde as condi¢des sao

favoravel actividade catalitica.

6.3 Recomendacdes

» Utilizar diferentes texturas de solos, com o fim de estabelecer a influéncia do solo sobre
os fungos pertencentes aos géneros Rhizopus, Mucor, Aspergillus, Penicillium e
Fusarium (bolor de pdo) no processo de biodegradacdo das amostras de diesel e
biodiesel e determinar a composicdo quimica do diesel e biodiesel ao longo do tempo
a fim de identificar afinidade enzimaética;

> Caracterizar as comunidades microbiana presente no meio e as propriedades fisico-
quimicas do solo antes e depois do experimento;

> Auvaliar o feito do diesel, biodiesel e derivados da biodegradacdo sobre as plantas de
Vigna unguiculata (L) Walp utilizados como bioindicador, de modo a determinar o
efeitos anatbmicos-morfologicos a, fisioldgicos e genéticos.

> Avaliar actividade enzimatica nos solos contaminados com diesel e biodiesel,
quantificar, determinar as enzimas lipoliticas presentes no meio e a quantidade de
ésteres presentes no solo ao longo tempo, a fim de estabelecer o tempo necessario para

biodegradacdo significativa do diesel e do biodiesel.
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8. Anexos

Anexo 1. Pardmetros de crescimento fisiologicos e o periodo de indugéo.

tontaminacéo Periodo Taxa de Taxa de TAL TAL IAF IAF TCC| TCC
de | germinacéo | germinacao (mg*cm | (mg*cm-| cm.g| cm.g|g.m.semana| ¢g.m.s

Inducéo (7 dias) (14 dias) | 2.semana | 2*semana- 30 60 30 dias 60

(h) 1) 30dias | 1) 60 dias dias dias dias

S.C 0 1 1 1,7542 1,5466 | 0,3055 | 0,3354 0,5359 | 0,5187
S.C 0 0,75 1 0,8683 0,8183 | 0,1115 | 0,5622 0,0968 | 0,4601
S.C 0 0,5 1 0,9469 1,4756 | 0,4372 | 0,225 0,414 | 0,332
BVR 0,22 0 0,25 1,4197 1,3899 | 0,3037 | 0,512 0,4312 | 0,7117
BVR 0,28 0 0 1,5641 1,1661 | 0,3255 | 0,7764 0,5093 | 0,9054
BVR 0,96 0 0 1,3925 1,4972 | 0,3164 | 0,5432 0,4406 | 0,8132
BGR 1,33 0 0 1,3099 14116 | 0,495 | 0,6718 0,648 | 0,9484
BGR 1,06 0 0 0,9504 0,9118 | 0,3534 | 0,8584 0,3359 | 0,7828
BGR 3,53 0 0 1,7063 2,2186 | 0,2518 | 0,437 0,4296 | 0,9695
BFR 1,71 0 0 1,3267 14441 | 0,239 | 0,4771 0,3171 | 0,689
BFR 53 0 0 1,5374 1,7259 | 0,3313 | 0,2848 0,5093 | 0,4929
BFR 2,81 0 0 1,3127 1,5212 | 0,3285 | 0,4807 0,4312 | 0,7312
DFR 19,38 0 0 1,9117 1,0798 | 0,1757 | 0,3354 0,3359 | 0,3621
DFR 21,29 0 0 2,7332 1,4776 | 0,0686 | 0,442 0,1875 | 0,6531
DFR 25,08 0 0 2,9698 0,8285 | 0,0352 | 0,231 0,1046 | 0,1914
BV 0,22 0 0,25 1,4971 1,6792 | 0,1523 | 0,4015 0,2281 | 0,6742
BV 0,28 0 0 1,1799 2,5106 | 0,2661 | 0,2921 0,314 | 0,7335
BV 0,96 0 0 2,0797 2,3471 | 0,0548 | 0,0965 0,114 | 0,2265
BG 1,33 0 0 1,9125 14791 | 0,125 | 0,348 0,239 | 0,5148
BG 1,06 0 0 1,5318 1,3756 | 0,2101 0,69 0,3218 | 0,9492
BG 3,53 0 0 1,6363 1,8077 | 0,1289 | 0,258 0,2109 | 0,4664
BF 1,71 0 0,5 1,2469 1,228 | 0,1265 | 0,6399 0,1578 | 0,7859
BF 53 0 0 9,7147 1,8408 | 0,0175 | 0,2088 0,1703 | 0,3843
BF 2,81 0 0 1,1688 1,4486 | 0,1925 | 0,1175 0,225 | 0,1703
DF 19,38 0 0 1,7032 0,932 | 0,1421 | 0,3017 0,2421 | 0,2812
DF 21,29 0 0 2,7792 1,3622 | 0,0714 | 0,4158 0,1984 | 0,5664
DF 25,08 0 0 2,0202 0,6495 | 0,1113 | 0,2261 0,225 | 0,1468
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Anexo 2. Resultados de estabilidade oxidativa

ID1 ID 2 Determination date |Tembperature| Induction time | Fvaluation
Biodiesel gordural |R1 13.03.2023 23:30:22 110°C 1.33h|1
Biodiesel Gordura2 |R2 13.03.2023 23:30:25 110°C 1.06 h|1
Biodiesel gordura3  |R3 13.03.2023 23:30:27 110°C 3.53h{1
Biodiesel gordura4  |R4 13.03.2023 23:30:30 110°C 0.70h{1
Biodiesel de fritura  |R1 14.03.2023 20:38:13 110°C 1.71h|1
Biodiesel de fritura  |R2 14.03.2023 20:38:15 110°C 0.54h|1
Biodiesel de fritura  |R3 14.03.2023 20:38:16 110°C 5.30 h{1
Biodiesel de fritura  |R4 14.03.2023 20:38:18 110°C 2.81h|1
Biodiesel vegetal 1~ |R1 16.03.2023 21:08:03 110°C 0.22h|1
Biodiesel Vegetal 2 |R2 16.03.2023 21:08:04 110°C 0.28 h{1
Biodiesel Vegetal 3 |R3 16.03.2023 21:08:06 110°C -h|1
Biodiesel Vegetal 4 |R4 16.03.2023 21:08:07 110°C 0.96 h{1
Diesel 1-3 R1 24.03.2023 20:17:54 110°C 10.55h|1
Diesel 2-3 R2 24.03.2023 20:17:55 110°C 19.38 h|1
Diesel 3-3 R3 24.03.2023 20:17:56 110°C 21.29h|1
Diesel 4-3 R4 24.03.2023 20:17:57 110°C 25.08 h|1
Anexo 3. Parametros de crescimento de Vigna unguiculata.

] Area | Peso ] Peso

Tempo | Area do seco Tempo | Area seco

em foliar solo total em foliar total

Tratamentos dias (cm?/V) | (m2/V) | (g/V) dias (cm?/V) | (g/V)
Controlo (SC) 30| 61.1 0.16 0.343 60 | 41.2 0.664
Controlo (SC) 30| 35.7 0.16 0.062 60 | 42.8 0.589
Controlo (SC) 30 | 46.6 0.16 0.256 60 | 40.0 0.425
Biodiesel de fritura (BF) 30 | 40.5 0.16 0.101 60 | 48.76 1.006
Biodiesel de fritura (BF) 30| 5.6 0.16 0.109 60 | 18.5 0.492
Biodiesel de fritura (BF) 30| 30.8 0.16 0.144 60 | 18.81 0.218
Biodiesel de gordura (BG) 30 | 40.0 0.16 0.153 60 | 46.4 0.659
Biodiesel de gordura (BG) 30| 33.6 0.16 0.206 60 | 48.0 1.215
Biodiesel de gordura (BG) 30 | 41.2 0.16 0.135 60 | 34.4 0.597
Diesel fossil (DF) 30| 22.7 0.16 0.155 60 | 24.1 0.360
Diesel fossil (DF) 30| 19.0 0.16 0.127 60 | 30.2 0.725
Diesel fossil (DF) 30|17.8 0.16 0.144 60 | 24.12 0.188
Biodiesel vegetal (BV) 30 | 48.76 0.16 0.146 60 | 29.2 0.863
Biodiesel vegetal (BV) 30| 32.76 0.16 0.201 60 | 40.0 0.939
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Biodiesel vegetal (BV) 30 | 9.75 0.16 0.073 60 | 11.8 0.290
Diesel fossil+ R (DFR) 30 | 31.24 0.16 0.215 60 | 33.5 0.463
Diesel fossil+ R (DFR) 30| 15.6 0.16 0.120 60 | 41.6 0.836
Diesel fossil+ R (DFR) 30| 14.1 0.16 0.067 60 | 30.8 0.245
Biodiesel de gordura + R

(BGR) 30 | 49.5 0.16 0.415 60 | 43.0 1.214
Biodiesel de gordura + R

(BGR) 30| 43.5 0.16 0.215 60 | 57.2 1.002
Biodiesel de gordura + R

(BGR) 30 | 40.29 0.16 0.275 60 | 34.9 1.241
Biodiesel de fritura + R

(BFR) 30 | 38.25 0.16 0.203 60 | 40.1 0.882
Biodiesel de fritura + R

(BFR) 30 | 53.01 0.16 0.326 60 | 45.5 0.631
Biodiesel de fritura + R

(BFR) 30 | 35.04 0.16 0.276 60 | 33.4 0.936
Biodiesel vegetal + R

(BVR) 30| 324 0.16 0.276 60 | 43.1 0.911
Biodiesel vegetal + R

(BVR) 30 | 52.08 0.16 0.344 60 | 44.3 1.159
Biodiesel vegetal + R

(BVR) 30| 33.75 0.16 0.282 60 | 54.3 1.041
Onde:

R-substratos com fungos

V- vaso

Julho de 2024



