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RESUMO

O crescimento da industria petrolifera tem ocasionado um aumento no ndmero de
acidentes envolvendo derramamento de dleo nas regides costeiras e estuarinas. Um exemplo
marcante foi o 6leo pesado que atingiu o litoral do Nordeste e praias do Espirito Santo e do
Rio de Janeiro, em 2019, sendo o maior desastre ambiental em extensdo ji registrado no
Brasil. Dentro dessa temadtica, o presente estudo objetivou avaliar o potencial do
biossurfactante produzido por uma estirpe de bactéria, identificada como TIM49, como agente
de dispersdao de Oleo e limpeza de areias de praia contaminadas com O6leo. A atividade
tensoativa da amostra foi comprovada através da determinacdo do indice de emulsificacao,
reducgdo da tensdo superficial, atividade dispersante de 6leo derramado em dgua e remogao de
limpeza de 6leo impregnado em areia, tendo como referéncia o surfactante sintético SDS
(dodecil sulfato de s6dio). A espécie produtora foi identificada por sequenciamento do gene
RNAr 16S e a molécula tensoativa caracterizada por espectroscopia de infravermelho. A
exotoxicidade foi avaliada contra nduplios de Artemia sp. O biossurfactante produzido por
TIM49 possui atividade emulsificante, sendo capaz de emulsificar em 62% uma mistura de
dgua-querosene, assim como reduz a tensao superficial da 4gua de 75 mN/m para 27,4 mN/m.
Também € um eficiente dispersante de 6leo, superior ao SDS, e também um excelente agente
de limpeza de areia, conseguindo remover 98% de 6leo impregnado, semelhante ao SDS
(p>95%), com a vantagens de ser biodegraddvel e ndo toxico, ja que ndo causou a morte dos
nauplios de Artemia sp. o biossurfactante produzido pela TIM49, mesmo numa concentra¢ao
10 vezes maior do que sua concentragdo micelar critica (11 mg/L). TIM49 foi identificada
como Bacillus subtilis, uma espécie de nivel de biosseguranca NB-1 e o biossurfactante
pertencente a classe dos lipopeptideos, que sdo reconhecidos como potentes surfactantes.
Assim sendo, o sobrenadante bruto da cultura de TIM49, rico em biossurfactante, representa
uma alternativa eficiente e ecologicamente compativel aos surfactantes sintéticos comumente

usados como dispersante e agentes de limpeza de areias de praias impregnadas com 6leo.

Palavras chave: Biorremediacao; Petréleo; Descontaminagdo; Poluicao; Hidrocarbonetos.



ABSTRACT

The oil industry growth has caused an increase in the number of accidents involving
oil spills in coastal and estuarine regions. A striking example was the heavy oil that hit the
coast of the Northeast and beaches of Espirito Santo and Rio de Janeiro in 2019, being the
largest environmental disaster in extension ever recorded in Brazil. Aiming to contribute for
development strategies for bioremediation of o0il contaminated environment, the present study
evaluated the potential of the biosurfactant produced by a bacterial strain, identified as
TIM49, as an oil dispersing agent and cleaning oil-contaminated beach sands. The surfactant
activity was proven by determining the emulsification index, surface tension reduction,
dispersing activity of oil spilled in water and cleaning oil-contamianted beach sand, using the
synthetic surfactant SDS as a reference. The producing species was identified by sequencing
the RNAr 16S gene and the surfactant molecule characterized by infrared spectroscopy.
Exotoxicity was evaluated against Artemia sp. The biosurfactant produced by TIM49 has
emulsifying activity, being able to emulsify a water-kerosene mixture, 62%, as well as to
reduce the surface tension of water from 75 mN/m to 27.4 mN/m. It is also an efficient oil
dispersant, superior to SDS (sodium dodecyl sulfate), and an excellent sand cleaning agent,
removing 98% of impregnated oil, similar to SDS (p> 95%), with the advantages of being
biodegradable and non-toxic, as it not caused the death of nauplii of Artemia sp. TIM49, even
at a concentration 10 times greater than its critical micellar concentration (11 mg / L). TIM49
was identified as Bacillus subtilis, a species of biosafety level NB-1 and the biosurfactant
belongs to the class of lipopeptides, which are recognized as potent surfactants. Therefore, the
crude supernatant of the TIM49 culture, rich in biosurfactant, represents an efficient and
ecologically compatible alternative to the synthetic surfactants commonly used as a oil

dispersant and cleaning agents for beach sand impregnated with oil.

Keywords: Bioremediation; Petroleum; Decontamination; Pollution; Hydrocarbons.
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1 INTRODUCAO

Um dos maiores poluidores de ambientes marinhos sdo os hidrocarbonetos do
petréleo. A contaminacdo de ecossistemas por hidrocarbonetos sdo resultados das atividades
relacionadas a extragdo, transporte, refino, transformacgdo e utilizacdo do petréleo e seus
derivados (GENTILI et al., 2006; XUE et al., 2015).

O crescimento da industria petrolifera tem ocasionado um aumento no nimero de
acidentes envolvendo derramamento de 6leo nas regides costeiras e estuarinas (GENTILI et
al., 2006; XUE et al., 2015). Um exemplo marcante foi o derramamento no golfo do México
em 2010 conhecido como o maior acidente envolvendo petréleo no meio ambiente e que
impactou os ecossistemas da regido e a economia de diversos paises (MASCARELLI, 2010).
No Brasil, em 2019, ocorreu o maior derramamento de 6leo bruto da histdria do pais e um dos
mais extensos registrados no mundo (PENA et al., 2020).

Em contaminacdes leves onde ndo h4 grave comprometimento do ambiente, a
recuperagcdo muitas vezes ocorre de maneira natural (Burns and Codi, 1998; Thapa et al.,
2012). Porém, em casos graves com alta quantidade de contaminantes e comprometimento do
meio ambiente, € necessdria uma intervencdo para acelerar o tempo de recuperagdo evitando
assim um dano permanente (Brito et al., 2009; Santos et al., 2011). O desenvolvimento de
tecnologias para remover esses compostos toxicos do petréleo tem recebido cada vez mais
atencdo. Nos ultimos anos as pesquisas cientificas tem recomendado cada vez mais a
biorremediacdo, que € uma técnica que consiste em remover ou reduzir de forma eco-friendly
contaminantes do ambiente utilizando organismos vivos, normalmente plantas ou micro-
organismos; ou seus produtos, por exemplo enzimas, biossurfactantes, entre outros (Karigar
and Rao, 2011; Barreto et al., 2010; Angelim et al., 2013; Bezza and Chirwa, 2015; Borah
and Yadav, 2016; De Oliveira et al., 2017).

Biossurfactantes sao compostos ativos de superficie capazes de aumentar a interacao
entre moléculas de diferentes graus de polaridade, como 4gua e 6leo. As caracteristicas que
definem os biossurfactantes sdo suas habilidades de aumentar a solubilidade em &4gua de
compostos hidrofébicos, de formar emulsdes com hidrocarbonetos e de reduzir as tensoes
superficial e interfacial de liquidos (MNIF; GHRIBI, 2015). Portanto o presente estudo partiu
do seguinte pergunta:

Seria o biossurfactante produzido pela estirpe de bactéria TIM49 uma alternativa aos

surfactantes sintéticos comumente usados em derramamentos de petroleo?
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Exploracao do petréleo: Quais sao os danos?

Um dos maiores poluidores de ambientes marinhos sdao os hidrocarbonetos do petréleo
(XUE et al., 2015). A contaminagdo de ecossistemas costeiros por hidrocarbonetos sao
resultados das atividades relacionadas a extragdo, transporte, refino, transformacdo e
utilizacdo do petréleo e seus derivados (GENTILI ez al., 2006). O petréleo bruto é uma
mistura complexa que contém uma diversidade de compostos téxicos conhecidas, incluindo
hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (HPAs), compostos organicos voléteis (VOCs),
sulfeto de hidrogénio e metais pesados. A gravidade da exposi¢do ocorre por ingestdo,
absor¢do por meio da pele integra e inalacdo. Os riscos toxicolégicos envolvidos sdo graves,
agudos e cronicos, com aten¢do especial para fracdes toxicas do petroleo que podem levar a
morte por intoxica¢ao, principalmente associada aos compostos aroméaticos.

Os HPAs incluem substancias cancerigenas conhecidas e podem alterar as funcdes
reprodutivas e imunoldgicas em mulheres e homens, o que agrava os riscos de exposicao para
gestantes e criancas (AGUILERA et al., 2010; HA et al., 2013). O sulfeto de hidrogénio pode
causar efeitos agudos e cronicos do sistema nervoso central, como cefaleias, alteragdes da
atencdo, memoria insuficiente (PALINKAS LA, PETTERSON JS, RUSSELL J, 1993). Os
metais pesados encontrados no petréleo bruto, como arsénico, cddmio, cromo, manganés,
cobre, niquel, vanddio e chumbo apresentam vérias enfermidades, tais como lesdes renais,
neurotoxicidade, carcinogenicidade e imunotoxicidade (U.S. DEPARTMENT OF HEALTH
AND HUMAN SERVICES, 2009). Os VOCs, particularmente o benzeno, t€ém sido associa-
dos as doencas carcinogénicas e a efeitos hematotdxicos, imunotéxicos e disfuncdo renal,
mesmo em niveis relativamente baixos de exposicdo (BAAN et al., 2009; CHANG et al.,
2010; SAVITZ; ANDREWS, 1997). Efeitos outros como alteragdes hepaticas e hormonais,
irritacdo respiratdria, transtornos mentais, quadros de depressdao (GILLIS et al., 2007;
PALINKAS LA, PETTERSON JS, RUSSELL J, 1993). As pesquisas demonstram que €&
dificil medir com precisdo os riscos e impactos de derramamentos de petréleo e as andlises de
risco subestimam os agravantes, os quais podem perdurar por décadas. O efeito na cadeia
alimentar tem sido verificado na avaliagdo de impactos em dreas atingidas pela polui¢do de

petréleo ha mais de 50 anos (PENA et al., 2020).
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O maior acidente recente envolvendo derrame de petréleo em ambiente marinho foi o
que ocorreu no golfo do México em 2010 que levou ao mar cerca 4,9 milhdes de barris de
petréleo, impactando drasticamente os ecossistemas de entorno e a economia de diversos
paises (MASCARELLI, 2010). Uma das técnicas de remediacao utilizadas langcou mao de
surfactantes sintéticos como agentes de limpeza. Foram utilizadas grandes quantidades de
dispersantes sintéticos, aproximadamente 1,8 milhdes de galdes. Os dispersantes utilizados
sao misturas complexas de dois componentes basicos, de um ou mais surfactantes que podem
emulsionar 6leo e uma mistura de solventes a base de hidrocarbonetos que ajuda a quebrar
grandes porc¢des de 6leo viscoso de alto peso molecular (TRANNUM; BAKKE, 2012).

A utilizacdo de dispersantes sintéticos tem sido controversa, uma vez que OS
dispersantes também representam um alto risco de toxicidade (SILVA et al., 2014). Estudos
apontaram um efeito sinergético de aumento de toxicidade quando o dispersante sintético foi
associado ao petréleo (KHAN & PAYNE, 2005). Também foi mostrado que o surfactante
Corexit 9500, dispersante sintético utilizado no Golfo do México, inibe bactérias presentes em
areia de praia, e sugere que o uso do dispersante tem o potencial de diminuir a capacidade de
biorremediacdo da comunidade microbiana, processo biolégico importante na diminui¢do do
impacto ambiental ocasionado pelo petréleo que chega a praia (TRANNUM; BAKKE,
2012).

Diferente do que normalmente acontece em derramamento de petréleo no mar, o
desastre ocorrido no Brasil em 2019, e contaminou 4.334 km de praias em 11 estados do
Nordeste e Sudeste, 120 municipios e 724 localidades, foi mais desafiador do que um
derramamento de 6leo tipico porque o 6leo cru denso ndo estava flutuando na superficie e s6
apareceu quando chegou a costa. Portanto os métodos convencionais de barreiras flutuantes e
dispersantes normalmente empregadas para evitar que o 6leo chegue a costa teria pouco
efeito, por exemplo, entdo o trabalho foi concentrado na limpeza do petrleo que impregnou a
costa, inclusive a areia de praia (BBC, 2019). Ressalta-se que o 6leo bruto trouxe riscos a
saide de pelo menos 144 mil pescadores artesanais do Nordeste do pais e sérios prejuizos a
economia local (PENA et al., 2020).

Diversos voluntarios e o exército brasileiro trabalharam na remoc¢do manual do
petréleo que impregnou as praias. Segundo PENA et al. (2020) a desorganizacdo e resposta
inadequada levaram ao apelo generalizado do voluntarismo — mobilizando milhares de
pessoas desprotegidas para retirada do 6leo, muitas vezes manualmente e sem orientacdes e
equipamentos necessdrios — refletindo a falta de recursos financeiros, tecnoldgico e humanos,

associados a fragilidade organizacional das a¢des de saude.
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2.2 Legislacao ambiental brasileira aplicada ao derramamento de éleo

A primeira lei que se remete quando falamos de direito ambiental é o Art. 225 da
Constituicao Federal que garante direito a toda populacdo ao meio ambiente ecologicamente
equilibrado, e que € dever do poder publico e a coletividade de defendé-lo e preservéi-lo para
as presentes e futuras geracdes.

Com relagdo a legislacdo relacionada a drea petrolifera tem-se a Lei N° 9.966 de 28 de
abril de 2000 que estabelece os principios bésicos a serem obedecidos na movimentagao de
6leo e outras substancias nocivas ou perigosas em portos organizados, instalagdes portudrias,
plataformas e navios em dguas sob jurisdicdo nacional. Esta Lei proibe o descarte em dguas
nacionais, de substancias nocivas ou perigosas, além de dgua de lastro, residuos de lavagem
de tanques, a ndo ser nos casos permitidos pela Marpol 73/78, e dentro dos limites
estabelecidos de dreas ecologicamente sensiveis.

Marpol 73/78 é Convengao Internacional para a Prevencdo da Polui¢do Causada por
Navios, concluida em Londres, em 2 de novembro de 1973, alterada pelo Protocolo de 1978,
concluido em Londres, em 17 de fevereiro de 1978, e emendas posteriores, da qual o Brasil é
pais signatdrio, publicada pela International Marine Organization (IMO), agéncia das Nacdes
Unidas que estabelece convengdes internacionais a respeito de assuntos maritimos. De forma
geral Marpol tem por propdsito o estabelecimento de regras para a completa eliminacdo da
polui¢do intencional do meio ambiente por 6leo e outras substincias danosas oriundas de
navios, bem como a minimiza¢do da descarga acidental daquelas substancias no ar € no meio
ambiente marinho.

A Lei N° 9.966 define Plano de Emergéncia como “(...) as medidas que determinam e
estabelecem as responsabilidades setoriais e acOes a serem tomadas apds um incidente,
definindo também recursos humanos, materiais e equipamentos adequados a prevengao,
controle e combate a poluicdo das aguas”, e determina que este deve ser elaborado pelas
entidades exploradoras. Ja o Plano de Contingéncia ¢ definido como “(...) a integracao dos
diversos planos de emergéncia setoriais”, e deve ser organizado pelo 6rgdo ambiental em
articulagdo com orgdos da defesa civil, assim como o Plano Nacional de Contingéncia, que
tem como objetivo ampliar a capacidade de resposta do poluidor.

A mesma lei ainda determina que todos os incidentes devem ser comunicados
imediatamente ao 6rgdo ambiental competente, a Capitania dos Portos e ao 6rgdo regulador
da industria de petréleo, no caso a Agéncia Nacional de Petréleo (ANP). Em caso de

descumprimento desta lei é previsto multa, retencdo do navio até que a situacdo seja
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regularizada, suspensdo imediata das atividades da empresa transportadora em situacdo
irregular. Respondem pelas infracdes previstas, na medida de sua agdo ou omissdo: o
proprietdrio do navio, pessoa fisica ou juridica, ou quem legalmente o represente; o armador
ou operador do navio, caso este ndo esteja sendo armado ou operado pelo proprietério; o
concessiondrio ou a empresa autorizada a exercer atividades pertinentes a inddstria do
petréleo; o comandante ou tripulante do navio; a pessoa fisica ou juridica, de direito publico
ou privado, que legalmente represente o porto organizado, a instalacio portudria, a plataforma
e suas instalacdes de apoio, o estaleiro, a marina, o clube ndutico ou instalacdo similar; o
proprietdrio da carga. As infracdes desta lei estdo detalhadas no Decreto N° 4.136, de 21 de
fevereiro de 2002.

A Resolugdo CONAMA 293, de 12 de dezembro de 2001, complementa a Lei N°
9.966, em relagdo as medidas a serem tomadas quando do derramamento de substancias
perigosas e toxicas no mar. Esta Resolu¢do foi publicada considerando os graves incidentes
de derramamento de 6leo ocorridos no Pais e a urgéncia para o estabelecimento de diretrizes e
procedimentos que venham a contribuir para a eficicia das acOes de resposta a incidentes de
poluicdo por Oleo nos portos organizados, instalagdes portudrias ou terminais, dutos,
plataformas, bem como suas respectivas instalacbes de apoio. Segundo a mesma, a
apresentacdo do Plano de Emergéncia Individual deve acontecer na ocasido do Licenciamento
Ambiental, e suas respectivas aprovacgdes. Os pontos principais que devem constar do Plano
de Emergéncia Individual sdo: identificacao da instalacdo, cendrios acidentais, informagdes e
procedimentos para resposta, encerramento das operagdes, mapas, cartas nauticas, plantas,
desenhos, fotografias e anexos.

A Resolugdo CONAMA N° 269, de 14 de setembro 2000 estabelece critérios para as
acOes de combate aos derrames de petrdleo e seus derivados no mar e discutir pardmetro do
uso de dispersantes nessas situagdes. Segundo esta resolugdo € necessdrio que o dispersante
seja registrado no IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis). as consideragdes sobre critérios para utilizacdo de dispersantes constantes neste
documento sdo de cardter geral, cujas orientacdes norteiam a utilizacdo em situagdes de
derrames de O6leo, recomendando-se para tanto: a definicdo da 4rea geogréfica a ser
considerada (drea de risco direto e indireto); a defini¢ao da distribuic@o e da sazonalidade das
espécies de cada ecossistema que compde a drea; a identificacdio dos recursos
socioecondmicos em risco; a defini¢do da geomorfologia costeira e de relativa sensibilidade
dos ambientes ao 6leo; a obtengcdo de dados meteorologicos e climatolégicos da édrea; a

obtencdo de dados hidrodindmicos e hidrograficos da drea; a cartografia dos dados fisico-
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naturais e socioecondmicos, identificando onde a aplicacdo de dispersantes é recomendavel
ou nao.

E importante que seja utilizado, também, um modelo matemdtico que preveja a
tendéncia de orientacio e movimentagdo das manchas de 6leo no mar, nas regides de
influéncia direta e indireta das potenciais fontes poluidoras, tais como: terminais, oleodutos e
rotas de navios. Quanto aos critérios de uso a resolug@o autoriza nas seguintes situacdes: Em
consondncia com a Conveng¢do sobre a Salvaguarda da Vida Humana no Mar (SOLAS/74),
quando for necessdria a ado¢do de medidas emergenciais decorrentes do derrame de 6leo, nas
quais haja risco iminente de incéndio com perigo para a vida humana no mar ou regides
costeiras, envolvendo instalacdes maritimas ou navios proprios ou de terceiros; em situacdes
nas quais outras técnicas de resposta, tais como contencao e recolhimento do 6leo, ndo sejam
eficientes, em funcdo das caracteristicas do 6leo, do volume derramado e das condi¢des
ambientais; em situagdes nas quais a mancha de Oleo estiver se deslocando para &reas
designadas como ambientalmente sensiveis, devendo ser aplicados no minimo a 2.000 m da
costa, inclusive de ilhas, ou em distancias menores do que esta, se atendidas as profundidades
maiores que as isObatas, encontradas ao longo do mar territorial; em situacdes que sua
aplicacdo € mais eficiente e vantajosa na minimizacao do impacto global de um derrame, que
possa vir a atingir dreas ambientalmente sensiveis, a fim de assegurar que a mistura
Oleo/dispersante ndao chegue a comprometer o ambiente costeiro € nem outros ativos
ambientais importantes; em areas e situagdes especificas ndo prevista.

Os dispersantes quimicos nio poderdo ser utilizados em: dreas costeiras abrigadas,
com baixa circulagdo e pouca renovacdo de suas dguas, onde tanto o dispersante quimico
quanto a mistura de 6leo possam permanecer concentrados ou ter um alto periodo de
residéncia, tais como corpos d'dgua costeiros semi-fechados; estudrios, canais, costdes
rochosos, praias arenosas, lodosas ou pedregulhos ou, ainda, dreas sensiveis tais como
manguezais, marismas, recifes de corais, lagunas, restingas, baixios expostos pela maré,
unidades de conservacdo, parques ecoldgicos e reservas ambientais; dreas discriminadas nos
mapas de sensibilidade como sendo de: ressurgéncia, desova e bercario naturais de peixes,
espécies ameagadas de exting¢do, populacdes de peixes ou frutos do mar de interesse comercial
ou ainda de criadouros artificiais de peixes, crusticeos ou moluscos (aquacultura), migracio e
reproducdo de espécies (mamiferos, aves, tartarugas), recursos hidricos para o uso tanto de
abastecimento humano como para fins industriais; derrames de petréleo ou derivados que
possuam viscosidade dinamica inferiores a 500 mPa.s ou superiores a 2.000 mPa.s a 10 °C,

pois a eficiéncia dos dispersantes sobre este tipo de dleo € baixa ou nula; casos em que o
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processo de formacdo da emulsdo dgua-6leo tenha sido iniciado ou, ainda, quando o processo
de envelhecimento da mistura de 6leo for visivel; na limpeza de instalacdes portudrias, em
qualquer tipo de embarcacio, bem como em equipamentos utilizados na operacdo de resposta
ao derrame de petrdleo ou derivados. Esta resolug¢do ainda discute sobre critérios para tomada
de decisdo para uso de dispersante, métodos e formas de aplicagdo, monitoramento da
aplicacdo, comunicagdo e relatdrio sobre a aplicac@o de dispersantes e dar outras providéncias
sobre o tema.

Diante do arcabougo legal apresentado vem o questionamento: Em caso de
derramamento de petréleo no Brasil, quais as responsabilidades de cada 6rgdo publico?

O Ministério do Meio Ambiente (MMA) € responsdvel pela coordenacdo do Plano
Nacional de Contingéncia para Incidentes de Polui¢io por Oleo (PNC) e exerce autoridade
sobre duas agéncias federais envolvidas nas agdes, o IBAMA e o ICMBio (Instituto Chico
Mendes de Conservagdo da Biodiversidade). IBAMA € quem deve fornecer os equipamentos
de seguranca necessdrios para remover o petréleo das praias e orientar voluntdrios nas
atividades. Outra atribuicdo do 6rgdo € conduzir um processo administrativo contra os
responsaveis pelo incidente, multando-os e exigindo a reparacdo dos danos. O ICMBio
administra as unidades de conservacdo federais, portanto quando hd dano ambiental nessas
dreas, o ICMbio deve agir em parceria com o Ibama na reparacio do problema. Isso
envolveria, por exemplo, a participacdo de agentes do ICMBio nos mutirdes de limpeza nas
praias. Ja a Policia Federal (PF) é o unico 6rgdo federal que investiga crimes, inclusive os
ambientais (Ja4 que o IBAMA atua apenas na esfera administrativa). Portanto, a PF tem papel
central na responsabiliza¢do dos culpados pelo vazamento. Cabe a ela instaurar um inquérito
policial e apurar as circunstancias do desastre, colhendo provas e depoimentos. O inquérito
deve ser compartilhado com o Ministério Publico Federal (MPF). Com base nas informagoes
levantadas pela Policia Federal, o MPF avalia se oferece uma denuncia a Justica ou se arquiva
o caso. Essa acdo pode tramitar na esfera criminal e buscar a puni¢do dos responsdveis, com
pena de multa ou até prisdo. Mesmo empresas e pessoas estrangeiras podem ser investigadas e
denunciadas. O MPF também atua na esfera civel. O 6rgdo pode conduzir uma Ac¢do Civil
Publica para cobrar providéncias das autoridades responsaveis por sanar um dano ambiental,
por exemplo. Essas acdes costumam ter efeitos mais rdpidos e atendem a interesses difusos,
que envolvem grupos maiores de vitimas. Outro desdobramento possivel é uma acdo de
improbidade administrativa, caso o MPF avalie que alguma autoridade descumpriu suas
atribuicdes na resposta a um incidente. Condenados por improbidade administrativa tem seus

direitos politicos suspensos e ficam impossibilitados de se candidatar a cargos eletivos. Ja a
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ANP € responséavel por fiscalizar e regulamentar a extracdo petrolifera em territério nacional,
deve coordenar as demais agéncias governamentais nos casos de incidentes de polui¢do por
6leo que ocorram a partir de estruturas submarinas de perfuracao e producao de petréleo. Por
ultimos e ndo menos importantes as defesas civis estaduais e municipais, bem como as
secretarias estaduais e municipais do Meio Ambiente, devem colaborar com os 6rgaos
federais na limpeza das praias e no atendimento a comunidades impactadas (FELLET, 2019).
Em caso de derramamento de petréleo no territério maritimo brasileiro existem duas
esferas de responsabilizacdo neste caso: civil e criminal. No caso da responsabilizagao civil, o
objetivo do Brasil serd buscar indenizacdo para cobrir todos os danos econdmicos e
ambientais, de curto e longo prazo, provocados pelo vazamento. J4 no ambito criminal, serd
preciso identificar se houve dolo ou culpa, ou seja, se as pessoas envolvidas tiveram a
intencdo de cometer aquele crime ou assumiram o risco de que esses danos ocorressem.
Segundo o direito internacional e a legislacdo brasileira, uma vez identificada a origem do
derrame de petréleo, ha uma série de possiveis responsdveis a serem processados civil e
criminalmente. O primeiro possivel responsavel € o dono da embarcacdo de onde saiu o 6leo,
e o capitdo do navio também pode ser punido criminalmente. Todas as empresas e até paises
envolvidos na operacdo, como a companhia que receberia a mercadoria e o pais que vendeu o
produto, podem eventualmente ser processados e obrigados a pagar indenizacdes pelos danos

econOmicos e ambientais provocados. (WWF, 2019).

2.3 Técnicas de biorremediacao

O termo biorremediacdo pode ser definido como um processo que utiliza a
biotecnologia na aceleracdo da transformacgao dos poluentes em produtos menos toxicos. Esse
procedimento consiste na utilizacdo de organismos vivos, normalmente plantas ou micro-
organismos, para remover ou reduzir (remediar) ambientes poluidos, tais como dguas
superficiais e subterraneas, solos, além de residuos e efluentes industriais em aterro ou dreas
de contencdo (ALVAREZ; ILLMAN, 2005).

A biorremediacdo pode ser um processo in situ, quando a técnica € aplicada no local
sem a necessidade de remocdo do substrato contaminado, ou ex sifu, quando o material
contaminado € removido do local para receber o tratamento necessario. Os tratamentos ex situ
de biorremediacdo sdo mais onerosos em comparagdo com as abordagens in situ. Estes dois
métodos principais de biorremediacdo sdo também significativamente diferentes em relacao

aos controles experimentais e consisténcia dos resultados do processo. A taxa de
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biodegradagdo do processo in situ € mais varidvel do que o processo ex situ. A outra vantagem
significativa com a aplicacdo de biorremediacdo ex situ é o fato de esse procedimento ser
independente dos fatores ambientais que possam afetar de forma adversa a eficicia do
processo. Além disso, como a biorremediacao ex situ € realizada em ambientes ndo-naturais, o
processo pode ser manipulado facilmente por tratamentos fisico-quimicos dos poluentes alvos
antes e/ou durante a degradacdo (ALVAREZ; ILLMAN, 2005; PANDEY; CHAUHAN;
JAIN, 2009).

A selecdo entre qualquer uma das abordagens acima é determinada principalmente
pelas caracteristicas fisico-quimicas do local contaminado, presenca de contaminante
secundérios, tipo e concentracdo do poluente, etc. Por exemplo, sugere-se que a aplicacdo de
métodos de biorremediacdo ex situ pode ser mais util para a remediagdo de (1)
solo/sedimentos contaminados com altos niveis de poluentes recalcitrantes, (2) solo rico em
argila com baixa permeabilidade de poluentes, (3) locais contaminados onde as condicdes
ambientais sdo desfavordveis para processos bioldgicos e (4) onde a liberacdo ambiental de
micro-organismo nao € vidvel por razdes regulatorias. Além disso, é importante que a selecao
da abordagem de remediagdo seja racionalizada de acordo com os resultados esperados do
processo (PANDEY; CHAUHAN; JAIN, 2009; ROBLES-GONZALEZ; FAVA: POGGI-
VARALDO, 2008).

Atenuacao natural é o método de biorremediacdo no qual o contaminante permanece
no local e, através de processos naturais como biodegradacdo, volatilizacao, diluicdo e sor¢do,
ocorre a descontaminacdo do ambiente (MULLIGAN; YONG, 2004). Por depender
exclusivamente destes processos naturais, a biorremediacdo passiva pode ser muito lenta,
exigindo o uso conjunto de outras técnicas e obrigatoriamente, 0 monitoramento do local por

longos periodos de tempo, visando a prote¢do da saude do homem e do ambiente (BENTO et
al., 2005).

Bioestimulacdo é uma técnica in situ onde sdo adicionados nutrientes organicos e
inorginicos ao substrato contaminado visando estimular a atividade dos micro-organismos
degradadores. Esta técnica € utilizada quando os estudos indicam que existe micro-
organismos autoctones capazes de degradar o poluente em questdo (JACQUES et al., 2007;
TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010; TYAGI; DA FONSECA; DE CARVALHO,
2011).

No caso em que os estudos indicam a inefici€ncia dos micro-organismos autéctones

em metabolizar o contaminante pode ser recomendado utilizar a técnica de bioaumentagao,

que consiste em adicionar micro-organismos ao substrato visando a degradacdo do poluente
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(JACQUES et al., 2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010; TYAGI; DA FONSECA;
DE CARVALHO, 2011).

A bioventilacdo € utilizada quando se detecta baixa concentracdo de oxigénio no solo
onde € necessdrio introduzir oxigénio ao substrato contaminado visando estimular a atividade
dos micro-organismos aerdbicos que demonstram uma maior taxa de degradagdo comparados
aos micro-organismos anaerébicos (JACQUES et al., 2007; TONINI; REZENDE,;
GRATIVOL, 2010; TYAGI; DA FONSECA; DE CARVALHO, 2011).

O sistema de biopilhas, que é uma variagdo do processo de compostagem, ¢ uma
técnica ex sifu muito utilizada no tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos.
Sendo este normalmente removido do local de origem e colocado na forma de pilhas, num
local que permita o controle da lixiviagdo e do escoamento superficial dos liquidos originados
dessas pilhas, visando a degradacdo dos contaminantes por micro-organismos aerdbicos. Para
acelerar o processo de remediacdo pode ser realizada a adi¢do de corretivos, fertilizantes,
dgua, micro-organismos, biossurfactantes para aumentar a biodisponibilidade de poluentes,
etc. JACQUES er al., 2007; TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010; TYAGI; DA
FONSECA; DE CARVALHO, 2011).

A fitorremediacdo € uma técnica, que utiliza plantas para remediar o solo contaminado
por metais pesados, compostos organicos e radionuclideos. A fitorremediacdo pode ser
dividida em 5 tipos principais, que sdo: a) rizofiltracdo, que € uma técnica de tratamento de
dgua em que os contaminantes sdo removidos e retidos no tecido vegetal; b) fitoextragdo, em
que os contaminantes sdo removidos do solo e retidos no tecido vegetal; c) fitotransformagao,
uma técnica que pode ser aplicada ao tratamento da 4gua e do solo, na qual ocorre a
degradacdo dos contaminantes através do metabolismo da planta; d) fitoestimulacdo, em que
ocorre a estimulagdo da atividade dos micro-organismos degradadores dos contaminantes pela
rizosfera da planta; e e) fitoestabilizacdo, quando as plantas sdo utilizadas para reduzir a
migracdo dos contaminantes no solo (PILON-SMITS, 2005).

Em relagdo as técnicas ex situ é possivel utilizar biorreatores que torna o processo de
biorremediacdo eficiente para o tratamento de solos e sedimentos contaminados com
poluentes recalcitrantes. Nesse processo, o material contaminado € tratado em reatores, sob
condi¢cdes ambientais controladas, utilizando agitacdo mecanica para aumentar a aeracio, a
homogeneidade dos poluentes e sua disponibilidade aos micro-organismos. A alta eficiéncia
nesse processo estd relacionado com a capacidade de controle de processo onde € possivel
projetar condi¢Oes abidticas e até mesmo bidticas, onde as condi¢cdes ambientais, o valor de

pH, a disponibilidade de nutrientes, a aeracdo e a temperatura sao otimizadas para o maximo
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crescimento microbiano, e também € possivel inoculacdo de micro-organismos com
comprovada atividade degradativa (JACQUES et al., 2007; TONINI; REZENDE,;
GRATIVOL, 2010; TYAGI; DA FONSECA; DE CARVALHO, 2011).

2.4 Surfactantes

Os surfactantes (SURFace ACTive AgeNTS) sdo moléculas anfipdticas constituidas
de uma porcdo hidrofébica e uma porcdo hidrofilica, orginicos ou organometélicos que
formam micelas em solugdo (NITSCHKE; PASTORE, 2002b) . A por¢dao apolar é
frequentemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a porc¢ao polar pode ser i0nica (anidnica
ou catidnica), nao-idnica ou anfotérica (NITSCHKE; PASTORE, 2002a). Tal caracteristica
possibilita uma série de propriedades aos surfactantes, esses compostos tendem a se distribuir
nas interfaces com diferentes graus de polaridade, reduzindo a tensao superficial e interfacial
(BANAT et al., 2010). Por isso, os surfactantes sdo amplamente utilizados em diversos ramos
industriais pois apresentam propriedades como adsor¢do, formacio de micelas, formagdo de
macro ou microemulsdes, dispersdo ou agregacdo de soélidos, acdo espumante ou
antiespumante, solubilidade, umectancia ou detergéncia (SINGH; VAN HAMME; WARD,
2007; BARROS et al., 2007).

2.5 Biossurfactantes

Diversos compostos com propriedades surfactantes sdo sintetizados por plantas
(saponinas), micro-organismos (glicolipidios, lipopeptideos, ramnolipideos, dcidos graxos,
polimeros), animais (anfibios, peixes) e também pelo homem (sais biliares), sendo
considerados surfactantes naturais. Quando uma molécula surfactante é produzida por
organismos vivo € denominado biossurfactante (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes de origem microbiana sao classificados quanto a sua composicao

quimica, conforme mostra a Tabela 1.



Tabela 1. Principais tipos de biossurfactantes e seus micro-organismos produtores.

Glicolipidios
- ramnolipidios
- soforolipidios
- trehalolipidios

Lipopeptidios e lipoproteinas
- Peptidio-lipidio
- Viscosina
- Serrawetina
- Surfactina
- Subtilisina
- Gramicidina
- Polimixina
Acidos graxos, lipidios neutros
e fosfolipidios
- Acidos graxos
- Lipidios neutros
- Fosfolipidios
Surfactantes poliméricos
- emulsan
- biodispersan
- liposan
- carboidrato-lipidio-proteina
- manana-lipidio-proteina
Surfactantes particulados
- vesiculas
- células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Varias bactérias
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Fonte: NITSCHKE; PASTORE, 2002

Os biossurfactantes quando comparados aos surfactantes sintéticos apresentam
diversas vantagens, tais como biodegradabilidade, baixa ecotoxicidade, sintese a partir de
matérias-primas renovaveis, alta atividade de superficie em baixas concentracdes, eficiéncia
em condi¢des extrema de salinidade, pH e temperatura (GAUTAM; TYAGI, 2006; ISLAS et
al., 2010; MUKHERIJEE; DAS; SEN, 2006; NITSCHKE et al., 2005). Durante o vazamento
do Deepwater Horizon no Golfo do México, em abril de 2010, cerca de 7 milhdes de litros do
dispersante Corexit foram utilizados para limpeza da drea contaminada. Desde entdo tem sido
mostrado os efeitos adversos deste dispersante quimico ao meio ambiente, uma vez que O

principais compostos do Corexit, como o surfactante Dioctil Sulfosuccinato de Sédio e os
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solventes presentes na preparacdo sdo toxicos a componentes da biota (KLEINDIENST;
PAUL; JOYE, 2015; MAPELLI et al., 2017), o que ressalta a importancia dos

biossurfactantes.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial do biossurfactante produzido pela estirpe de Bacillus sp. TIM49 na

remocao de dleo derramado em areia de praia.

3.2 Objetivos Especificos

e (Caracterizar as propriedades de reducdo da tensdo superficial, emulsificacdo e
dispersdo de 6leo do biossurfactante;

e Mensurar a remocao de petroleo bruto de areia de praia utilizando o biossurfactante;

e Avaliar a ecotoxicidade do biossurfactante;

e Determinar a natureza quimica do biossurfactante;

e Realizar a identificacdo molecular da estirpe TIM49.

4 METODOLOGIA

4.1 Producio do biossurfactante

Para produgdo de biossurfactante, a estirpe TIM49 (Colegao de Micro-organismos do
Laboratorio de Ecologia Microbiana e Biotecnologia da Universidade Federal do Ceara) foi
cultivada em meio mineral, composi¢ao por litro: 10,0 g de glicose; 5,0 g de extrato de
levedura; 1,0 g de (NH4)>SOs; 6,0 g de NaoHPOs; 3,0 g de KH2POy; 2,7 g de NaCl e 0,6 g de
MgS04.7H20, pH 7,0. Ao meio mineral foram acrescidos 0,1 % (v/v) de uma solugdo de
micronutrientes, composi¢do por litro: 10,95 g de ZnS0O4.7H20; 5,0 g de FeS0O4.7H20; 1,54 g
de MnS0O4.H20; 0,39 g de CuS04.5H20; 0,25 g de Co(NO3)2.6H20 e 0,17 g Na2B4O7.10H20.
Uma aliquota de 10 % (v/v) de uma suspensdo celular em fase exponencial (18 h), com

absorbancia ajustada para 0,150 + 0,020 a 600 nm, foi utilizada como inéculo. A cultura foi
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incubada sob agitacdo continua (150 rpm), a 30 °C por 48 h, e em seguida centrifugada a
7.000 x g, 4 °C por 15 min, para a obtencdo do sobrenadante livre de células contendo o

biossurfactante.

4.2 Purificaciao do biossurfactante

Para purificagdo do biossurfactante o sobrenadante da cultura foi submetido a
precipitacao acida (PEREIRA et al., 2013). O protocolo consiste em ajustar o pH para 2,0
com HCI 12 M e deixar em repouso por 24 h a 4 °C. O precipitado formado € recolhido apds
centrifugacao a 15.000 x g, 20 min, 4 °C e lavado duas vezes com dgua acidificada (pH 2,0),
sob centrifugacdo nas mesmas condic¢des. O precipitado final € dissolvido em uma quantidade
minima de 4gua ultrapura e o pH para 7,0 com NaOH 1 M. Essa amostra de biossurfactante
foi liofilizada (Analitica, Christ alpha 1-2 LD plus), pesada e armazenada a temperatura

ambiente (25 °C) para testes posteriores.

4.3 Avaliacao da capacidade emulsificante do biossurfactante

A atividade emulsificante foi verificada seguindo a metodologia proposta por
Igbal et al (1995). Para o ensaio 2,0 mL de querosene foram adicionados a 2,0 mL do
sobrenadante da cultura livre de células em tubo de ensaio com tampa rosqueada e a mistura
foi agitada vigorosamente, em vortex por 2 min. Os tubos (duplicada) foram deixados em
repouso por 24 h, a 25 °C, e o indice de emulsificacdo (E24) foi calculado dividindo-se a
altura da camada emulsificada (cm) pela altura da camada total de liquido (cm),

multiplicando-se por 100.

4.4 Determinacio da tensao superficial

A capacidade do sobrenadante da cultura livre de células em reduzir a tensdo
superficial da 4gua foi avaliada pelo método do anel Du Nouy, em tensidometro (Kriiss,
modelo K6) a temperatura ambiente (20 °C) (GUDINA; TEIXEIRA; RODRIGUES, 2010).
Neste método, mede-se a forca necessaria para remover um anel de platina, de raio e
espessura conhecidos, da superficie da solugcdo. Para isso o equipamento foi calibrado

utilizando 20 mL de 4gua ultrapura até obter valores proximos de 72 mN/m. Apds a
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calibracdo, foi medido a tensdo de 20 mL do sobrenadante da cultura e de 20 mL do meio

mineral, como controle.

4.5 Determinaciao da Concentracao Micelar Critica

A concentragdo micelar critica (CMC) do biossurfactante liofilizado foi determinada a
partir do grafico construido com as medidas de redugdo de tensdo superficial obtidas com
solucdes do biossurfactante em diferentes concentracdes (200, 100, 50, 40, 30, 20, 25, 10e 5
mg/L). A CMC corresponde ao ponto de inflexdo da curva. A andlise foi feita no programa

GraphPad Prism 6.01 (San Diego, CA, EUA).

4.6 Ensaio de remocao de petréleo impregnado em areia de praia

Para simular um derramamento, 10 g de petréleo (Fazenda Belém, Icapui, Cearad)
foram derramados sobre 50 g de areia de praia, previamente seca a 100 °C, acondicionada em
um frasco de vidro. Em seguida, foram adicionados 150 mL de sobrenadante da cultura
TIM49 livre de células, rico em biossurfactante, e o frasco foi deixado sob agitacdo a 150 rpm
durante 24 h a temperatura ambiente. O surfactante sintético Dodecil sulfato de sodio 1%
(SDS) e dgua destilada foram utilizados como controles positivo e negativo, respectivamente.
Ap6s o tempo de tratamento, as amostras foram filtradas em papel para recuperacdo da areia e
foram secas em estufa a 100 °C até peso constante. Em seguida, a quantidade de 6leo foi
determinada de acordo com o protocolo da Association of Official Agricultural Chemists
(AOAC, 1990). Para isso as massas totais das amostras recuperadas na filtracio foram
acondicionadas em um cartucho de papel de filtro para em seguida ser submetidas a extragao
de petroleo residual utilizando hexano em extrator Soxhlet 303 MM. Apds completa extragao
do dleo, a areia foi seca em estufa a 100 °C até peso constante. A diferenca obtida entre a
massa seca de areia impregnada com O6leo inicial e a massa final obtida apds tratamento
representa a massa de 6leo removido. Os experimentos foram feitos em triplicata e o

resultado expresso em percentual de 6leo removido.

4.7 Ensaio de dispersao de 6leo
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A atividade de dispersdo de 6leo foi determinada segundo Morikawa e Hirata (2000)
com adaptacgdes. Neste ensaio 0,15 g de petrdleo bruto foram derramados na superficie de 40
mL de d4gua do mar em uma placa de petri (100 x 20 mm) para formar uma fina camada de
6leo. Em seguida, 100 pl do sobrenadante da cultura TIM49 foram suavemente adicionado no
centro do filme de 6leo. Apds 1 min, 5 min, 60 min e 24 h foram medidos os halos de
dispersdo com o auxilio de um paquimetro. O controle negativo foi realizado substituindo o
sobrenadante da cultura por meio mineral estéril, e SDS 1% foi utilizado como controle

positivo.

4.8 Avaliacao de toxicidade do biossurfactante sobre nauplios de Artemia sp.

A avaliagcdo da ecotoxicidade do biossurfactante produzido por TIM49 foi feita com
nduplios do microcrusticeo Artemia sp. (MEYER et al., 1982; Carvalho et al., 1988). Antes
de iniciar o ensaio 10 mg de cistos em p6 de artemia foram postos para eclodir em um tanque
aerado contendo 2 L de 4dgua do mar artificial, contendo a seguinte composi¢do por litro:
15,15 g de NaCl, 2,18 g de MgCl».6H>0, 2,85 g de MgS04.7H>0, 0,65 g de CaCl2, 0,116 g de
NaHCOs3, 0,414 g de KCl sob iluminagdo artificial constante. Apds 48 h, os nduplios foram
coletados com o auxilio de uma pipeta Pasteur de vidro (n = 10) e transferidos para tubos de
ensaio contendo dgua do mar adicionada do biossurfactante (50 e 100 ppm) ou do surfactante
sintético, SDS (50 e 100 ppm). Tubos contendo apenas dgua do mar foram preparados como
controle negativo. Apds 24 h foi realizada a contagem dos nduplios sobreviventes sendo

considerados mortos aqueles que permaneceram imaéveis apOs agitacao suave dos tubos.

4.9 Analise do biossurfactante por Espectroscopia de Infravermelho com Transformada

de Fourier (FTIR)

A andlise de infravermelho foi realizada no Laboratério de Espectroscopia Vibracional
e Microscopia do Departamento de Fisica da UFC. O biossurfactante purificado liofilizado foi
caracterizado em um espectrometro de absorcdo infravermelho por transformada de Fourier
FT-IR VERTEX 70v (Bruker) operando em modo de reflexdo atenuada total (ATR) a vacuo.

Os espectros de FTIR com uma resolugio de 4 cm’!

foram coletados em comprimentos de
onda entre 400 a 4000 cm’!, sendo realizado uma média de 128 scans corrigidos e convertidos

para transmitancia.
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4.10 Identificacdo molecular da estirpe TIM49

O DNA gendmico da estirpe TIM49 foi extraido usando o protocolo do brometo de
cetil trimetilamonio (CTAB) (WARNER, 1996). Ao final da extragdo, o DNA obtido foi
eluido em 50 pl de Tris-HCI (10 mM, pH 8.0) com 20 pg/ul de RNAse. A concentragdo e
qualidade da extragao de DNA foi avaliada por medidas da absorbancia a 260 nm, 280 nm e
230 nm em espectrofotdmetro Nanodrop® ND-1000 (NanoDrop, Wilmington, DE, EUA).

A identificac@o molecular da estirpe de bactéria foi realizada pelo sequenciamento dos
genes codificadores do RNAr 16S, da subunidade p da RNA polimerase (rpoB) e da
subunidade  da DNA girase (gyrB). As reacdes de PCR (reagdo em cadeia da polimerase)
foram realizadas em um volume final de 50 pL, contendo 50 ng de DNA gendmico, 20 mM
Tris-HCI (pH 8,4), 3,0 mM MgClI2, 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 uM de cada iniciador e 1,0
unidade de Taqg DNA polimerase (GoTaq, Promega, USA).

O gene do RNAr 16S foi amplificado por PCR usando os iniciadores universais para
bactérias 27F (8- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3 e 1525R  (5-
AAGGAGGTGWTCCARCC -3) (MARCHESI et al., 1998). A PCR foi feita em
termociclador Eppendorf Mastercycler® epgradientS (Hamburgo, Alemanha) programado
para uma etapa de desnaturacdo inicial (4 min a 94 °C), seguido por 35 ciclos de 1 min 94 °C,
I min a 55 °C e 2 min a 72 °C. O ultimo ciclo foi seguido por uma extensado final de 10 min a
72 °C.

Os genes da subunidade beta da DNA girasse (gyrB), e a subunidade beta da RNA
polimerase (rpoB) foram amplificados e sequenciados utilizando os iniciadores UP1-F (5'-
GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGNGGNAARTTYGA-3 ') e UP2-R (5'-
AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT-3") para gyrB; e
moB - F (5-AGGTCAACTAGTTCAGTATGGAC-3) e rmpoB - R (§5-
AAGAACCGTAACCGGCAACTT-3'") para rpoB (AHAOTU et al., 2013). A amplificagdo
do gene gyrB consistiu de uma etapa inicial de desnaturacdo durante 2 min a 94 °C, seguido
por 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 66 °C e 2 min a 72 °C. O ultimo ciclo foi seguido por
uma extensao final de 7 min a 72 °C. Enquanto para amplificacdo do gene rpoB, a reacdo de
PCR foi realizada utilizando as seguintes condi¢des: primeiro, desnaturaciao a 94 °C durante 2
min, seguido por 40 ciclos de 30s a 94 °C, 45s a 51 °C, 50s a 68 °C, e uma extensado final de
68 °C durante 90s. Os produtos das amplifica¢des foram analisados por eletroforese em gel de

agarose 1% (m/v) corado com SYBR® Safe DNA (Invitrogen, EUA).
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Os produtos foram purificados usando o Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System
(Promega Corporation, Madison, WI, USA). A concentracdo dos produtos purificados foi
determinada medindo-se a absorbancia a 260 nm (A260) em espectrofotometro Nanodrop®
ND-1000.

O sequenciamento de DNA foi realizado pela empresa Macrogen Inc., Seul, Coréia.
As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando os iniciadores 27F, 1492R (5'-
TACGGYTACCTTGTTACGACTT -3'), 518F (5'-CCAGCAGCCGCGGTAATACG -3 ") e
800R (5'-TACCAGGGTATCTAATCC -3") para rRNA 16S; UPI1-F, UP2-R para gyrB;
rpoBF, rpoB-R for rpoB genes e o kit ABI PRISM® BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os produtos foram purificados por precipita¢io
em etanol e ressuspendidos em &4gua ultrapura e aplicados no sequenciador ABI 3730
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As sequéncias parciais fornecidas pela empresa
Macrogen foram de alta qualidade (Phred>20) e utilizadas para gerar sequéncias consenso
usando o programa CodonCode Aligner versao 6.0.2 (CodonCode Corp, USA). As sequéncias

obtidas foram depositadas no GenBank.

4.11 Analise estatistica
Para verificagdo de diferencas estatisticas entre grupos, foi realizada andlise de

variancia (ANOVA) utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.0. Para todas as

andlises, o resultado foi considerado significativo quando p > 0,95.

S RESULTADOS

5.1 Avaliacao da capacidade emulsificante dos biossurfactante

O sobrenadante da cultura de TIM49 promoveu a emulsdo de uma mistura adgua-

querosene, com resultado estatisticamente semelhante ao surfactante sintético SDS (Figura 1).
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Figura 1 - Indice de emulsificacio de uma mistura dgua-querosene produzido pelo
sobrenadante da cultura de Bacillus sp. TIM49 e por uma solucdo de SDS 1%. Letras iguais
indicam semelhanca estatistica das médias (p>0,95).
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5.2 Determinacao da tensao superficial

Os valores de redugdo da tensdo superficial obtidos para o biossurfactante de TIM49
foi 27,4 mN/m e para SDS 1% foi 34,8 mN/m, sendo esses valores estatisticamente diferentes

(p>0,95) (Figura 2).

Figura 2 — Valores de redugdo de tensdo superficial mensurados para o sobrenadante da
cultura de TIM49, solucdao de SDS 1 %, meio mineral e dgua. Letras diferentes indicam
diferencas das médias (p>0,95).
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5.3 Determinacio da Concentracao Micelar Critica (CMC)
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A correlacdo entre concentracdo do biossurfactante e a reducdo da tensdo superficial
foi determinada para alcancar o CMC do biossurfactante de TIM49. Como mostrado na
Figura 3 observa-se uma diminuicdo gradual da tensdo superficial a medida que a
concentracdo do biossurfactante aumenta, e a partir de 11,35 mg/L o aumento da concentragdo

ndo demostra significativa alteracdo na tensdo superficial, sendo esta a CMC.

Figura 3. Tensdo superficial (mN/m) do biossurfactante produzido por Bacillus TIM49 em

dgua ultrapura em diferentes concentracdes a temperatura ambiente (25 °C).
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5.4 Limpeza de areia impregnada com petroleo

O sobrenadante da cultura TIM49 apresentou excelente percentual de remogdo do
petrdleo da areia, chegando a quase 100 %, sendo essa atividade estatisticamente semelhante
aquela produzida pela solucdo de SDS 1%, enquanto que a dgua removeu apenas 9,5 %
(Figura 4). A Figura 5 é possivel observar visualmente a clara remocao do petréleo da areia,

enquanto apenas a dgua foi ineficiente nesse processo.



35

Figura 4 - Percentual de remo¢do de petréleo da areia de praia promovido pelo
biossurfactante produzido por TIM49 comparado ao surfactante sintético SDS. Letras

diferentes indicam diferencas das médias (p<0,05), de acordo com ANOVA.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 5 - Aspecto visual das areias apds os tratamentos com SDS 1%, TIM49 e dgua.

SDS 1 % TIM49 Agua

Fonte: elaborado pelo autor.

5.5 Ensaio de dispersao de 6leo

O sobrenadante produzido por TIM49 mostrou-se eficiente na dispersdao do petréleo bruto,
formando halo claro instantaneamente equivalente ao diametro da placa de petri (100 mm) e
manteve tal atividade estdvel ap6s 24 h. Por outro lado, o surfactante sintético SDS 1%
também demonstrou halo completo equivalente ao didmetro da placa de petri, porém essa

dispersao foi altamente instavel e regrediu dentro de 60 min (Figura 6).
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Figura 6. Atividade de dispersdo de petréleo em 1, 5, 30, 60 min e 24 h depois de aplicar 1%
de SDS (A) e sobrenadante da estirpe TIM49 (B) em uma fina camada de petréleo bruto na

superficie da 4gua do mar.

Fonte: elaborado pelo autor.

;

5.6 Avaliacao da ecotoxicidade do biossurfactante

A avaliagdo da ecotoxicidade do biossurfactante bruto produzido por TIM49 revelou
que este ndo foi téxico aos nduplios de Artemia sp. nas concentragdes de 50 ppm e 100 ppm.
Ao contririo, o SDS foi extremamente toxico, promovendo 82% e 100% de letalidade nas

concentragdes de 50 e 100 ppm, respectivamente.

5.7 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro do isolado TIM49 foi comparado com os descritos na literatura e
apresentou picos de absorco caracteristicas de ligacdes peptidicas CO-N na banda 1640 cm’!
e na banda 3284 cm’! (estiramento NH), e do padrdo de estiramento da ligacdo C—N no pico
de 1528 cm’!. A cadeia alifitica (-CH3; —CH,-) pode ser observada nas bandas entre 2840-
2980 cm!, e 1455-1400 cm™. A banda observada em 1722 cm’! é caracteristica do grupo

funcional carbonila (Figura 7).
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Figura 7 - Espectro FTIR-ATR do biossurfactante produzido pelo isolado TIM49.
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Fonte: elaborado pelo autor.

5.8 Identificacao molecular

Quanto a identificacdo molecular a estirpe TIM49 foi identificada pela homologia da
sequéncia dos genes codificadores do RNAr 16S e da subunidade beta da DNA girase (gyrB)
e da RNA polimerase (rpoB) com a sequéncia depositada no GenBank. A identificacdo
consenso entre os trés genes, os tamanhos das sequéncias, assim como seus ndmeros de
acesso estdo listados na Tabela 2. Apds a analise da sequéncia a estirpe TIM49 foi
identificada como Bacillus subtilis, que € uma espécie de biosseguranca classe I, isto €, que

ndo apresenta risco individual e coletivo.

Tabela 2. Identificacdo molecular da cepa TIM49 com base em sequéncias genéticas de 16S

rRNA, gyrB e rpoB usando a ferramenta de pesquisa de alinhamento local (BLAST).

) ) 16S rRNA gyrB rpoB Nuimero de acesso no GenBank
Espécie mais
Estirpe  relacionada Tamanho Tamanho Tamanho 16S
(Consense ID) D (%) (pb) ID (%) (pb) ID (%) (pb) RNA gyrB rpoB

Tig/l B. subtilis 100 1505 100 904 99 551 KU556322 KY621337 KY621336
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6 DISCUSSAO

O potencial uso de biossurfactantes como solucdo alternativa aos surfactantes
sintéticos em algumas aplicacbes industriais tem sido amplamente estudado entre
pesquisadores e indudstrias (NOGUEIRA FELIX et al., 2019; GIRO et al., 2009;
MUNEESWARI et al., 2021), e tem havido uma crescente demanda mundial por
biossurfactantes que permitam menor toxicidade e maior biodegradabilidade dos efluentes
gerados, e sustentabilidade ambiental das operacdes.

Este estudo caracterizou e avaliou o potencial do biossurfactante produzido pela
estirpe TIM49, identificada como Bacillus subtilis, uma bactéria de nivel de biosseguranca
NB-1, ou seja, que ndo apresenta risco individual e coletivo. Bactérias pertencentes ao género
Bacillus (filo Firmicutes) sdo aerdbicas ou anaerdbicas facultativas, em forma de bastonetes,
Gram-positivas, formadoras de endésporos e produtoras de inimeros metabolitos secundérios.
Enddsporos sdo estruturas que exibem resisténcia a estresses ambientais, como altas
temperaturas e pressdo, tolerancia a sal e 4cidos. Muitas das espécies de Bacillus sao
amplamente utilizadas na produgdo de antibidticos, enzimas e biossurfactantes, ou como
probidticos e inseticidas (CASULA; CUTTING, 2002; DOS SANTOS et al., 2009; FEKETE,
2009; MEENA et al., 2021; NUNEZ-RAMIREZ et al., 2020; YUE et al., 2021).

O sobrenadante da cultura de TIM49 foi avaliado quanto a sua capacidade de reducao
de tensdo superficial atingindo uma reducdo de 27,4 mN/m. Esse resultado foi
significativamente diferente (p<0,5) daquele obtido com uma solucao do surfactante sintético
SDS 1%, cuja reducdo chegou a 34,8 mN/m. De acordo com Mulligan (2005), bons
surfactantes sdo capazes de reduzir a tensao superficial da dgua de 72 mN/m para 35 mN/m.
Portanto, o biossurfactante produzido por TIM49 é um excelente redutor da tensao superficial.
Ressalta-se que a reducdo da tensdo foi conseguida com o sobrenadante bruto da cultura de
TMI49. Mesmo assim o desempenho se assemelha ao da Surfactina purificada, um dos mais
potentes biossurfactantes conhecidos, que reduz a tensao superficial da 4gua de 75 mN/m para
27 mN/m (Peypoux, Bonmatin e Wallach 1999).

O sobrenadante de TIM49 foi avaliado quanto a sua capacidade de emulsionar uma
mistura de dgua e querosene, e mostrou excelente resultado, com percentual de emulsificacao
de 62%. Esse resultado foi estatisticamente semelhante ao obtido com o SDS 1%. De acordo
com Willumsen e Karlson (1997), um bom agente emulsificante deve apresentar um indice de
emulsificagdo superior a 50%. Portanto, o biossurfactante produzido por TIM49 € um

excelente emulsificante. Um biossurfactante que tem propriedade emulsificante apresenta a
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capacidade de aumentar a interacdo interfacial entre dgua e 6leo, entdo pode-se afirmar que o
biossurfactante produzido por TIM49 tem potencial para favorecer a biodegradacdo de
hidrocarbonetos em amostras ambientais, porque as emulsdes aumentam a disponibilidade
desses compostos para os micro-organismos hidrocarbonoclésticos, ou seja, que degradam
hidrocarbonetos (THAPA et al., 2012; DZIONEK et al., 2016).

O biossurfactante de TIM49 foi testado quanto a sua capacidade de remover 6leo
impregnado em areia de praia, resultando em 98% de remocdo, desempenho semelhante ao
surfactante sintético SDS. A remog¢do do O6leo envolve a atividade do biossurfactante
emulsionar o 6leo favorecendo sua solubilidade em &dgua, assim como reduzir a tensdo e
alterar a molhabilidade do 6leo, permitindo que este se desprenda das particulas da areia
(SOBRINHO et al., 2008). O desempenho do biossurfactante de TIM49 para limpeza de areia
contaminada com Oleo foi superior ao do biossurfactante glicolipidio produzido pelas
leveduras Candida sphaerica UCP0995, que removeu 65% de O6leo de areia de praia
(SOBRINHO et al., 2008) e C. glabrata UCP1002, que removeu 84% (LUNA et al., 2009).
Bezza e Chirwa (2015) trabalharam com biossurfactantes produzidos por estirpes de B.
subtilis e reportaram remoc¢ao de 90% de 6leo de areia. Quintela (2018) trabalhou com um
estirpe de B. Amyloliquefaciens TIM96 produtora de biossurfactante lipopeptidico e obteve
91% de remocdo de 6leo de areia de praia. As diferencas nos percentuais de remocio de
petréleo de areia podem estar relacionadas as propriedades do biossurfactante, ao protocolo de
remo¢do utilizado e até mesmo ao grau APl (American Petroleum Institute) do petroleo.
Apesar dessas varidveis, os biossurfactantes se mostram promissores agentes de limpeza de
areia, com a vantagem de serem mais facilmente biodegradaveis do que os sintéticos, portanto
ndo agridem o meio ambiente e ndo deixam residuos toxicos.

A capacidade do biossurfactante de TIM49 de atuar como dispersante de oleo foi
demonstrada pelo ensaio de deslocamento de 6leo derramado na superficie da 4gua do mar. A
acdo dispersante foi imediata e estdvel, sendo melhor do que a atividade do SDS. Os
resultados de dispersdo do biossurfacante de TIM49 foram melhores até do que o da
surfactina de B. amiloliquefaciens TSBOS (ALVAREZ et al. 2015) e de outra estirpes de
Bacillus (Chakraborty et al. 2014).

E sabido que além das muitas vantagens dos surfactantes naturais sobre os surfactantes
sintéticos € importante salientar a baixa toxicidade e melhor compatibilidade ambiental
(EDWARDS, LEPO E LEWIS, 2003). A prospec¢do de compostos ecologicamente
compativeis € essencial para um mundo sustentdvel. Neste sentido o biossurfactante de

TIM49 e o SDS foram avaliados quanto a ecotoxicidade. Nesse estudo foi utilizado como



40

organismo vivo nduplios do microcrusticeo Artemia sp. Os resultados mostraram que o
biossurfactante ndo foi capaz de matar os nauplios e confirmaram a toxicidade do SDS.
Oliveira et al. (2017) avaliaram a ecotoxicidade do biossurfactante produzidos por B. subtillis
ICAS56 para trés organismos modelo: Daphnia magna, Selenastrum capricornutum e Vibrio
fischeri, concluindo que o biossurfactante testado ndo era téxico nas condi¢des testadas.

A andlise do biossurfactante de TIM49 por FTIR indicou a presenca de
hidrocarbonetos alifaticos com uma por¢ao peptidica que € caracteristica dos biossurfactantes
lipopeptideos (BEZZA AND CHIRWA, 2015; CHAKRABORTY et al., 2014; SHARAFI et
al., 2014 e PEREIRA et al., 2013). Os lipopeptideos sdo constituidos por uma cadeia de
dcido graxo em combina¢do com uma porcdo peptidica e as isoformas dos lipopeptideos
diferem pela composicdo dos aminodcidos no anel peptidico, ciclizacdo do peptideo, pelo
comprimento e ramificacdo da cadeia de 4cido graxo e pela ligacdo entre as duas partes.
Lipopeptideos sdo classificados em trés familias dependendo de sua sequéncia de
aminodcidos: iturinas, fengicinas e surfactinas (INES; DHOUHA, 2015; MNIF; GHRIBI,
2015).

Na comunidade microbiana, existe uma grande diversidade de estruturas de
lipopeptideos. As diferencas na estrutura quimica sugerem que os compostos lipopeptidicos
podem servir de diferentes, e possivelmente multiplos propdsitos. Para alguns lipopeptideos,
as fungdes relatadas incluem a promocdo da comunidade bacteriana e propriedades
tensoativas. Em muitos casos, os compostos lipopeptidicos sdo também conhecidos por
exercerem um papel nas interacdes antagonisticas com outros organismos, atividade
antifingica, antibacteriana, antiviral ou citotéxica (MNIF; GHRIBI, 2015). Portanto o
biossurfactantes produzidos por TIM49 tem potencial para outras aplicagdes industriais além
das estudadas no presente trabalho.

A concentrag@o micelar critica (CMC) é a menor concentracdo de um surfactante onde
ocorre a formacao de micelas. O aumento da concentracdo do surfactante acima de sua CMC,
tem pouca influéncia na tensao superficial da solucio (AKBARI et al., 2018). Quanto menor
a CMC de um surfactante, menor serd a quantidade necessdria do surfactante. A CMC do
SDS, por exemplo, é de 2900 mg/L, enquanto a CMC do biossurfactante de TIM49 ¢ 11,35
mg/L. Este resultado é muito promissor quando comparado com lipopeptideos disponiveis
comercialmente. Por exemplo, a surfactina € um dos biossurfactantes mais potentes e, em sua
forma purificada, com uma concentracao de 21,3 mg/L atinge o valor maximo da redugdo da
tensdo superficial da dgua de 27 mN/m (PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999).

Quando comparado a alguns surfactantes sintéticos, o TIM49 se mostra ainda mais eficiente,
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Enordet e Petrostep apresentam valores de CMC de aproximadamente 1000 mg/L
(RODRIGUES et al., 2006; PEREIRA et al., 2013). Em geral os biossurfactantes sdo
conhecidos por apresentarem baixas CMCs, o que é uma vantagem em relacdo aos
surfactantes sintéticos (INES; DHOUHA, 2015).

Durante o vazamento do Deepwater Horizon no Golfo do México, em abril de 2010,
cerca de 7 milhOes de litros do dispersante Corexit foram utilizados para limpeza da édrea
contaminada. Desde entdo tem sido mostrado os efeitos adversos deste dispersante quimico ao
meio ambiente, uma vez que o principais compostos do Corexit, como o surfactante Dioctil
Sulfosuccinato de Sédio e os solventes presentes na preparacdo sao téxicos a componentes da
biota (KLEINDIENST; PAUL; JOYE, 2015; MAPELLI et al., 2017), o que ressalta a

importancia dos biossurfactantes.

7 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que o biossurfactante lipopeptideo produzido pela estirpe de
Bacillus subtilis TIM49 apresenta excelente atividade de reducdo da tensdo superficial,
emulsificante e dispersante, agindo em baixa concentragdo (CMC). O biossurfactante bruto se
mostrou um eficiente agente de limpeza de d6leo impregnado em areia de praia, com a
vantagem de ser seguro para o meio ambiente. Portanto pode ser uma alternativa eco-friendly

aos surfactantes sintéticos, comumente usados em acidentes de derramamentos de dleo.
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