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Resumo 

A biodegradação é uma tecnologia bastante eficaz que pode ser utilizada para recuperação de áreas impactadas com 

petroderivados. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de Penicillium sp. (isolado de 

sedimentos de mangue no estado de Pernambuco) na biodegradação de óleo diesel. A identificação da espécie foi 

realizada pela análise das estruturas macromorfológica e micromorfológica. O estudo de biodegradação foi realizado 

em meio Bushnell Haas contendo o indicador redox 2,6- diclorofenol indofenol (DCPIP) e o fungo previamente 

aclimatado a diferentes concentrações do óleo de motor queimado. O ensaio foi incubado em condições estáticas e na 

ausência de luz durante 72h e a cada 24 h foi verificada a biodegradação do petroderivado por espectrofotometria UV-

Vis a 600 nm. As características do fungo indicaram que o isolado é Penicillium citrinum. Na etapa de aclimatação, P. 

citrinum cresceu em todas as concentrações testadas do óleo de motor queimado (5, 10, 15 e 20%). Em adição, o 

fungo foi capaz de degradar o óleo diesel pela comprovada reação de oxi-redução indicada pela alteração da cor do 

indicador azul (forma oxidada) para incolor (forma reduzida). A análise espectrofotométrica verificou a ocorrência da 

biodegradação do óleo diesel, resultando no valor máximo (70%) após 72 h. O presente trabalho demonstra que o 

isolado de sedimentos de mangue foi identificado como P. citrinum e possui promissor potencial de uso em processos 

de biodegradação do óleo diesel em áreas impactadas. 

Palavras-chave: Fungo filamentoso; Biorremediação; Petroderivado; DCPIP. 

 

Abstract  

Biodegradation is a very effective technology that can be used to recover areas impacted with petroderivatives. In this 

context, the aim of this work was to investigate the potential of Penicillium sp. (isolated from mangrove sediments in 

the state of Pernambuco) in the biodegradation of diesel oil. Identification of specie was performed by analyzing the 

macromorphological and micromorphological structures. The biodegradation study was carried out in Bushnell Haas 

medium containing the redox indicator 2,6-dichlorophenol indophenol (DCPIP) and the fungus previously acclimated 
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to different concentrations of burnt motor oil. The assay was incubated under static conditions and darkness for 72 h 

and every 24 h the biodegradation of the petroderivative was verified by UV-Vis spectrophotometry at 600 nm. The 

characteristics of the fungus indicated that the isolate is Penicillium citrinum. In the acclimation stage, P. citrinum 

grew in all tested concentrations of burnt motor oil (5, 10, 15 and 20%). In addition, the fungus was able to degrade 

diesel oil by the proven oxidation-reduction reaction indicated by the change in the color of the indicator from blue 

(oxidized form) to colorless (reduced form). The spectrophotometric analysis verified the occurrence of the 

biodegradation of diesel oil, resulting in the maximum value (70%) after 72 h. The present work demonstrates that the 

mangrove sediment isolate was identified as P. citrinum and it has promising potential for use in diesel oil 

biodegradation processes in impacted areas. 

Keywords: Filamentous fungus; Bioremediation; Petroderivative; DCPIP. 

 

Resumen  

La biodegradación es una tecnología muy efectiva que se puede utilizar para recuperar áreas impactadas con 

petroderivados. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue investigar el potencial de Penicillium sp. (aislado de 

sedimentos de manglar en el estado de Pernambuco) en la biodegradación de diesel. La identificación de especies se 

realizó analizando las estructuras macromorfológicas y micromorfológicas. El estudio de biodegradación se realizó en 

medio Bushnell Haas que contenía el indicador redox 2,6-diclorofenolindofenol (DCPIP) y el hongo previamente 

aclimatado a diferentes concentraciones de aceite de motor quemado. El ensayo se incubó en condiciones estáticas y 

en oscuridad durante 72 h y cada 24 h se verificó la biodegradación del petroderivado por espectrofotometría UV-Vis 

a 600 nm. Las características del hongo indicaron que el aislado es Penicillium citrinum. En la etapa de aclimatación, 

P. citrinum creció en todas las concentraciones de aceite de motor quemado (5, 10, 15 y 20%). Además, el hongo fue 

capaz de degradar diesel por la comprobada reacción de oxidación-reducción indicada por el cambio en el color del 

indicador azul (forma oxidada) a incoloro (forma reducida). El análisis espectrofotométrico verificó la ocurrencia de 

biodegradación de diesel, resultando en el valor máximo (70%) después de 72 h. El presente trabajo demuestra que el 

aislado de sedimento de manglar fue identificado como P. citrinum y tiene un potencial prometedor para su uso en 

procesos de biodegradación de diesel en áreas impactadas. 

Palabras clave: Hongo filamentoso; Biorremediación; Petroderivado; DCPIP. 

 

1. Introdução 

Vazamentos e derramamentos acidentais com petroderivados ocorrem frequentemente no mundo devido as ações 

antrópicas, tais como exploração, produção, refino, transporte e armazenamento desses compostos (Ra, et al., 2020). Em 

adição, o descarte inadequado dessas substâncias resulta em consequências de difícil solução (Hamidi, et al., 2020).  

O óleo diesel é um dos petroderivados mais abundantes obtido a partir do refino do petróleo bruto. Sua composição 

apresenta em elevada concentração hidrocarbonetos e em baixas concentrações o enxofre, nitrogênio e oxigênio. É um produto 

inflamável, tóxico, pouco volátil e com cheiro forte (Rodrigues, et al., 2010). 

Estratégias para minimização da poluição causada por petroderivados vêm sendo frequentemente investigadas. A 

biodegradação é uma das estratégias biotecnológicas que utiliza micro-organismos potencialmente capazes de remover de 

ambientes contaminados o petróleo e derivados devido à sua abundância, diversidade de espécies, e sua versatilidade 

catabólica e anabólica, bem como à sua capacidade de adaptação a condições ambientais adversas (Bronw, et al., 2015). 

Micro-organismos como os fungos filamentosos são agentes capazes de degradar ampla diversidade de substâncias 

orgânicas, comumente encontradas nos efluentes gerados pelas refinarias e indústrias, entre os quais está o óleo diesel. Entre os 

fungos estão os do gênero Penicillium sp. que possuem capacidade metabólica para atenuação dos efeitos tóxicos causadas por 

hidrocarbonetos por vias que são capazes de eliminar o poluente ou reduzir o efeito tóxico (Al-Hawash, et al., 2018; Mousavi, 

et al., 2018).  

O Penicillium citrinum é um fungo que possui potencial de degradar o petróleo bruto por possuir genes catabólicos 

que mineralizam os substratos de hidrocarbonetos (Visagie, et al., 2014). São micro-organismos ubíquos com vasta 

distribuição mundial. Morfologicamente esse fungo possui estrutura em forma de pincel, produzem conídios pelos 
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conidióforos e suas células são encontradas no ápice do conidióforo sendo denominado métula (local que surge as fiálides) 

(Bullerman, 2003). 

A seleção de micro-organismos capazes de degradar petroderivados é uma etapa fundamental para o processo de 

biorremediação. Entre os métodos utilizados para detecção de microrganismos com potencial de degradar petroderivados está o 

uso do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) como teste qualitativo. Esse teste pode detectar sensivelmente 

micro-organismos com potencial de degradar a partir da reação de oxi-redução que é indicada pela mudança de cor do DCPIP 

de azul (forma oxidada) para incolor (forma reduzida). Essa alteração é devido a mudança na estrutura molecular (Kubota, et 

al., 2010; Varjani & Upasani, 2013). Assim, essa metodologia é considerada eficaz e tem sido amplamente utilizada na seleção 

de micro-organismos com potencial de biodegradar (El-Hanafy et al., 2015; Al‐Dossary, et al., 2020; Ozyurek, et al., 2021; da 

Silva, et al., 2022).  

Neste contexto, o objetivo do presente trabalho foi investigar o potencial de biodegradação de óleo diesel pelo 

Penicillium citrinum isolado de sedimentos de mangue recentemente impactado com petróleo em Pernambuco, por ser esta 

uma alternativa viável e segura para recuperação de ambientes impactados. 

 

2. Metodologia 

2.1 Micro-organismo  

O Penicillium sp. foi isolado de sedimentos de mangue do Estado de Pernambuco contaminado com petróleo e 

encontra-se mantido no banco de Cultura do Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais e Biotecnologia (NPCIAMB) da 

Universidade Católica de Pernambuco, registrada no World Federation for Culture Collections (WFCC). 

 

2.2 Identificação da espécie de Penicillium sp. 

A identificação da espécie foi realizada pela análise micromorfológica e macromorfológica do Penicillium sp. Para 

tanto, a cepa foi inoculada em três pontos equidistantes em três meios de culturas diferentes: ágar extrato Czapek (CYA) 

[K2HPO4 1.0 g, concentrado Czapek 10 ml, extrato de levedura 5 g, sacarose 30 g, ágar 15 g e água destilada 1 L], ágar extrato 

de malte (MEA) [extrato de malte 20 g, peptona 10 g, glicose 20 g, ágar 20 g, água destilada 1 L] e ágar nitrato de glicerol 

(G25N) [K2HPO4 0,75 g, concentrado Czapek 7,5 ml, extrato de levedura 3,7 g, glicerol 250 g, ágar 12 g, água destilada 750 

ml]. Posteriormente, o micro-organismo foi incubado nas estufas de 25ºC e 37 ºC (apenas CYA) por 7 dias. As características 

macroscópicas, como diâmetro, coloração e aspecto da colônia e estruturas microscópicas da cultura como foram analisadas de 

acordo como os modelos de Pitt (2000) e Frisvad e Samson (2004). Para observação das características microscópicas no 

microscópio de luz, lâminas foram confeccionadas em ácido lático de colônias cultivadas em MEA e CYA, uma gota de álcool 

foi utilizada para retirar o excesso de esporos.  

 

2.3 Aclimatação do Penicillium sp. 

A aclimatação da cepa do Penicillium sp. foi realizada com óleo de motor queimado coletado em posto de 

combustível local. O petroderivado foi esterilizado a 100 °C e em seguida, foi transferido para meio Sabouraud sólido em 

diferentes concentrações (5, 10, 15 e 20%). Posteriormente, o Penicillium sp. foi aclimatado neste meio e acondicionado em 

estufa a temperatura de 28ºC. O crescimento foi acompanhado a cada 24 h, até 72 h. 

 

2.4 Preparo do inóculo 

O inóculo foi preparado utilizando dois discos do micélio fúngico (6 mm) após crescimento do Penicillium sp. 

previamente aclimatado em meio Sabouraud sólido suplementado com óleo de motor queimado a diferentes concentrações.  
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2.5 Petroderivado 

O petroderivado utilizado no ensaio de biodegradação foi o óleo diesel previamente esterilizado por filtração em 

membrana de 0,22 µm de porosidade (KASVI, modelo K18-230). 

 

2.6 Estudo da biodegradação do petroderivado 

O potencial de degradação do petroderivado (óleo diesel) foi analisado a partir da redução do corante 2,6 diclorofenol-

indofenol (DCPIP), pelo método desenvolvido por Hanson et al. (1993). O ensaio foi conduzido em tubos de ensaio contendo 

9,7 mL do meio Bushnell Has – BH (constituído por 0,2 g/L MgSO4, 0,02 g/L CaCl2, 1,0 g/L KH2PO4, 1 g/L K2HPO4, 1,0 g/L 

NH4NO3 e 0,05 g/L FeCl2). O meio BH foi esterilizado a 121°C por 15 min. Em seguida, foram acrescentados ao meio BH 200 

µL de solução do indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP) (0,5 g/L), 100 µL do petroderivado (óleo diesel) e o 

inóculo (dois discos do micélio fúngico aclimatado em cada concentração do petroderivado). Os controles abióticos foram 

preparados nas mesmas condições na ausência do Penicillium sp. e o ensaio foi realizado em duplicata. Os ensaios foram 

incubados durante 72 h a 28°C, em condições estáticas sem a presença de luz para evitar a ocorrência de foto-oxidação.  

 

2.7 Detecção da biodegradação  

Para detectar a ocorrência da biodegradação do óleo diesel pelo Penicillium sp., alíquotas de 2 ml foram retiradas dos 

tubos a cada 24 h e submetidas a centrifugação a 12000 rpm e 15°C por 15 min. Em seguida, os sobrenadantes foram retirados 

e a absorbância foi determinada a 600 nm em espectrofotômetro UV/Vis (modelo Libra S32, Biochrom Ltd.) (Ozyurek & 

Bilkay, 2020). Os dados de absorbância foram coletados e em seguida calculado a porcentagem de biodegradação, de acordo a 

Equação 1 (Mamitha, et al., 2013).   

             Redução de cor (%) = (1- Absorção da amostra tratada) x100      (Eq. 1) 

                                                          Absorbância do controle  

             

3. Resultados e Discussão 

3.1 Identificação do Penicillium sp. isolado de sedimento de mangue do Estado de Pernambuco 

Após crescimento do Penicillium sp. nos três diferentes meios de cultivo (CYA, MEA e G25) algumas estruturas 

foram observadas.  

O Penicillium sp. apresentou colônias com tamanho entre 32–35 mm quando foi incubado no meio CYA a 25ºC 

(Figura 1A), enquanto que a 37°C o tamanho das colônias variou entre 10–12 mm. Já no meio MEA o tamanho das colônias 

ficou em torno de 20-23 mm (Figura 1B) e no meio de cultura G25, as colônias de Penicillium sp. variaram entre 23-24 mm 

(Figura 1C).  

Outra característica observada no Penicillum sp. foi o aparecimento de colônias radialmente sulcada com bordas 

velutíneas, micélio de coloração brancas nas bordas e centro com coloração amarelo acinzentado após crescimento em meio 

CYA incubado a 25°C. Em adição, conídios de coloração cinza foram observados (Figura 1A). A Figura 1B demonstra a 

presença de exsudato amarelado, reverso amarelado, colônia plana, micélio de coloração branca no centro e margens de 

coloração cinza azulado, esporulação intensa de coloração azul acinzentado após crescimento no meio MEA. 

No meio G25 as colônias apresentaram-se radialmente sulcadas, com coniodiogênese moderada de coloração verde 

acinzentada (Figura 1C). Conidióforos predominante biverticilados (Figura 1D) e incomumente terverticilados (Figura 1E). 

Além disso, conidióforos lisos que alcançam até 300 µm, verticílios de 3-5 métulas com comprimentos de 12-16 μm, fiálides 

ampuliformes (7−8 μm), conídios finamente rugosos, globosos a subglobosos 2,0−3,0 μm foram observados (Figura 1F). 

Portanto, as características macro e micromorfológicas descritas neste trabalho, estão de acordo com Seydametova et al., 
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(2015) e Pitt (2000), indicando que o isolado é Penicillium citrinum. A cepa foi depositada na Coleção de Culturas UCP sob o 

código 1183. 

 

Figura 1: Penicillium citrinum (A) Agar Czapek-CYA, (B) Ágar Extrato de Malte-MEA, (C) Meio ágar nitrato de glicerol 

(G25N), (D) Conidióforo biverticilado, (E) Conidióforo terverticilado, (F) Conídios (Barras de escala: C–D = 20 μm; E= 10 

μm).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autores. 

 

3.2 Potencial de crescimento do Penicillium citrinum UCP 1183 em meio sólido suplementado com óleo de motor 

queimado 

A aclimatação do micro-organismo no meio de cultura contendo petroderivado é essencial para potencializar 

capacidade de degradação e tolerância a petroderivados, tornando o processo rápido e eficiente (Passos, et al., 2009). Neste 

contexto, P. citrinum UCP 1183 foi capaz de crescer no meio Sabouraud sólido suplementado com óleo de motor queimado em 

todas as concentrações testadas (5, 10, 15 e 20%) após 72 h de incubação (Figura 2). Esses resultados estão de acordo com da 

Silva, et al., (2022) ao afirmarem que espécies de Penicillium sp. possuem capacidade de crescer em meio de cultura contendo 

até 20% do petroderivado.   

 

Figura 2: Aclimatação por Penicillium citrinum UCP 1183 em diferentes concentrações de óleo de motor queimado: (A) 5%; 

(B) 10%; (C) 15% e (D) 20%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autores. 
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3.3 Biodegradação do óleo diesel por Penicillium citrinum  

De acordo com os resultados obtidos no teste qualitativo (DCPIP), P. citrinum UCP 1183 aclimatado em todas as 

concentrações de óleo queimado de motor (5, 10, 15 e 20%) foi capaz de degradar o óleo diesel pela comprovada reação de 

oxi-redução indicada pela alteração da cor do indicador azul (forma oxidada) para incolor (forma reduzida) (Figura 3).  

 

Figura 3: Potencial de Penicillium citrinum UCP 1183 na degradação do óleo diesel utilizando o método DCPIP após 48 h (A) 

e 72 h (B). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Autores. 

 

Por outro lado, a análise quantitativa demonstrou que a máxima degradação do óleo diesel (70%) ocorreu com o fungo 

aclimatado a 20% de óleo de motor queimado (Tabela 1), confirmando a importância da etapa de aclimatação a 

petroderivados, a fim de garantir maior eficiência no processo de degradação (Passos, et al., 2009; Montero-Rodríguez, et al., 

2014; da Silva, et al., 2022). 

 

Tabela 1: Avaliação do potencial do Penicillium citrinum UCP 1183 na biodegradação do óleo diesel após o período de 48 h e 

72 h. 

Concentrações de 

aclimatação do 

fungo 

Absorbância 

(600 nm)  

48 h 

Absorbância 

(600 nm)  

72 h 

Biodegradação 

avaliada após 48 h 

(%) 

Biodegradação 

avaliada após 72 h 

(%) 

5 0,516 0,196 19,0 60,0 

10 0,521 0,148 1,16 70,0 

15 0,554 0,170 7,57 65,3 

20 0,568 0,167 10,2 65,9 

Fonte: Autores. 

 

A Tabela 2 demostra o resultado do potencial de biodegradação do óleo diesel por P. citrinum UCP 1183 avaliado 

após 72 h comparado aos dados da literatura na última década (2012-2022). De acordo com os dados, o fungo demostrou 

excelente potencial de biodegradação do óleo diesel, similar ao porcentual relatado por da Silva et al. (2022) com 75% de 

biodegradação do petroderivado por Penicillium sp. e El-Aziz, (2021) com Aspergillus terreus (73,6%). Em adição, o potencial 

do P. citrinum em biodegradar óleo diesel foi superior a todos os demais citados na Tabela 2. 
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Tabela 2- Biodegradação de óleo diesel por Penicillium citrinum UCP 1183 comparado com dados da literatura (2012-2022). 

Micro-organismos 
Biodegradação 

 (%) 
Petroderivados Referências 

Penicillium citrinum 70,0 Óleo diesel Presente estudo 

 Scedosporium sp. 58,6 Petróleo bruto Atakpa, et al., (2022) 

Penicillium sp. 75,0 Petróleo bruto  da Silva, et al., (2022) 

Aspergillus niger 58,0 Petróleo bruto Al-Dhabaan (2021) 

Aspergillus terreus 73,6 Petróleo bruto El-Aziz, et al. (2021) 

Purpureocilium 

lilacium 

44,5 Petróleo bruto Benguenab (2020) 

Pleurotus ostreatus 69,7 Petróleo bruto Madhavi, et al. (2020) 

Penicillium sp. 57,0 Petróleo bruto Al-Hawash, et al. (2018) 

Candida viswanathi 50,0 Biodiesel dos Anjos, et al. (2018) 

Penicillium 

griseofulvum 

70,0 Querosene de 

aviação 

Maciel, et al. (2013) 

Penicillium documbens 7,9 Petróleo bruto Al-Nasrawi, (2012) 

Fonte: Autores. 

 

4. Conclusão 

O presente trabalho demonstra que o Penicillium citrinum UCP 1183 isolado de sedimentos de mangue contaminado 

com petróleo é um micro-organismo promissor para uso em processos de biodegradação do óleo diesel, assim como possui 

potencial de promover a recuperação de ecossistemas impactados. Por outro lado, o método colorimétrico utilizado neste 

trabalho representa uma importante ferramenta eficiente e de baixo custo para detectar micro-organismos capazes de degradar 

petroderivados. 
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