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RESUMO

A aplicacédo de dispersantes bioldgicos tem se destacado na remediacdo de derramamentos de
petroleo, pela sua menor ecotoxicidade e maior biodegradabilidade em relagdo aos surfactantes
sintéticos, tradicionalmente aplicados. Entretanto, tais biomoléculas tém sido pouco utilizadas
industrialmente devido aos baixos rendimentos, a ineficiéncia de alguns métodos de separacédo
e a escassez de estudos com aplicacdo em biorremediacao. Neste contexto, essa pesquisa busca
produzir, pré-purificar, caracterizar e aplicar um bioemulsificante de Acinetobacter venetianus,
bactéria isolada de 6leo oriundo de um desastre ambiental que atingiu praias do Nordeste
brasileiro em 2019. Para otimizacdo do meio de producdo, foram variadas as condicdes de
temperatura (25-40 °C), pH (4-10) e concentragio de NaCl (0-35 g L) no meio de cultura.
Também foram avaliados trés métodos de precipitacdo: acida (em pH 2,0, usando HCI 12 mol
L), por etanol absoluto (razdo 2:1) e por sulfato de aménio (50% m/v). Em seguida a
biomolécula foi pré-purificada por método ethanol-salting out, hot phenol (90% v/v) e extracéo
com éter. A biomolécula pré-purificada foi caracterizada quanto a sua estrutura molecular por
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), espectrometria de
massa (MALDI-TOF/TOF) e ressonancia magnética nuclear (*H RMN). Em seguida, a
estabilidade do bioemulsificante bruto foi estudada quanto a presenca de NaCl (0 a 50 g LY),
ao pH (2 a 10) e a altas temperaturas (60 a 120 °C, por até 120 minutos). Também, estudou-se
as caracteristicas ecotoxicoldgicas da biomolécula, mensurando-se o indice de germinacdo em
Ocimum basilicum e Brassica oleracea e a concentracdo letal (CLso) em Artemia salina. O
potencial biorremediador do emulsificante foi avaliado a partir da descontaminacao de 6leo in
vitro, na superficie, e na limpeza de areia e rochas. As condi¢cdes 6timas de producdo de
bioemulsificante bruto foram a 30 °C, em meio a pH 7 e suplementado com 3 g L™ de NaCl,
apresentando concentragdo 3,3 g L de bioproduto. A precipitacdo por etanol, a mais
promissora, aumentou o indice de emulsificacdo de 53% (meio livre de células) para 58%,
reduzindo a tensdo superficial em 44,4% (40 mN m™). A pré-purificagdo pelo método etanol-
salting out mostrou-se eficiente para a separacdo do produto, atingindo concentracdo micelar
critica de 50 mg L, e analises moleculares indicaram a producdo de um bioemulsificante
semelhante ao emulsan, com massa das unidades monomeéricas de 1099 Da. O biossurfactante
bruto apresentou alta estabilidade a salinidade (até 50 g L), variagbes de pH (4-8) e de
temperatura (até 120 °C por 120 min), também apresentando baixa ecotoxicidade para espécies
vegetais (IG% > 80%, a concentracdo de 3000 mg L) e microcrustaceos (CLso de 5750 mg L
1. O bioproduto foi capaz de dispersar até 12% da massa de 6leo em meio marinho in vitro,
principalmente hidrocarbonetos de cadeia de C22-Css, dispersando 6leo a uma area de 50 cm?
sobre a superficie da 4&gua do mar em uma area total de 315 cm?, removendo cerca de 25% da
massa de 6leo contaminante em areia e reduzindo consideravelmente as manchas de 6leo
adsorvidas em rochas. Também se avaliou o potencial da cepa para a producdo de
bioemulsificantes utilizando oOleo diesel, hexadecano, querosene e petroleo como fontes de
carbono, obtendo-se maior atividade emulsificante com querosene (El24%: 58%). Também foi
estudada a suplementacdo do meio com fontes de carbono hidrofilicas para aumentar a
producdo de bioemulsificante, na qual a glicose adicionada ao meio contendo querosene
aumentou a concentragdo de bioemulsificante para 7,5 g L. Assim, foi produzido um
bioproduto de alto potencial biorremediador, apresentando caracteristicas promissoras para
aplicacdo em diversos setores industriais.

PALAVRAS-CHAVE: agente de superficie-ativa; biorremediacdo; degradacdo de
hidrocarbonetos; dispersante polimérico; ecotoxicidade.



ABSTRACT

The application of biological dispersants has been notorious in remediations of oil spills, due
to their lower ecotoxicity and greater biodegradability compared to synthetic surfactants,
traditionally applied. However, such biomolecules have not been much used industrially due to
low yields, the inefficiency of some separation methods and the scarcity of studies of
application in bioremediation. In this context, this research seeks to produce, pre-purify,
characterize and apply a bioemulsifier of Acinetobacter venetianus, a bacteria isolated from oil
of an environmental disaster that hit beaches in the Brazilian Northeast in 2019. To optimize
production conditions, the temperature (25-40 °C), pH (4-10) and NaCl concentration (0-35 ¢
L) in the culture medium were varied. Three precipitation methods were also applied: by acid
(at pH 2.0, using 12 mol L™t HCI), by absolute ethanol (2:1 ratio) and by ammonium sulfate
(50% m/v). Then the biomolecule was pre-purified by ethanol-salting out method, hot phenol
(90% v/v) and extraction with ether. The pre-purified biomolecule was characterized according
to its molecular structure by Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR), mass
spectrometry (MALDI-TOF/TOF) and nuclear magnetic resonance (*H NMR). Then, the
stability of the crude bioemulsifier was evaluated regarding the presence of NaCl (0 to 50 g L~
1, pH (2 to 10) and high temperatures (60 to 120 °C, for up to 120 minutes). Also, the
ecotoxicological characteristics of the biomolecule were studied, measuring the germination
index in Ocimum basilicum and Brassica oleracea and the lethal concentration (LCsp) in
Artemia salina. The bioremediation potential of the emulsifier was evaluated from the
decontamination of oil in vitro, on the surface of sea water, and cleaning of sand and rocks. The
optimal conditions for the production of crude bioemulsifier were at 30 °C, in pH 7 medium
and supplemented with 3 g L™ of NaCl, presenting a concentration of 3.3 g L™ of bioproduct.
The ethanol precipitation, the most promising one, increased the emulsification index from 53%
(cell-free medium) to 58%, reducing surface tension by 44.4% (40 mN m™). The pre-
purification by the ethanol-salting out method proved to be efficient for the separation of the
bioproduct, presenting a critical micellar concentration of 50 mg L-1, and molecular analyzes
indicated the production of a bioemulsifier similar to emulsan, with mass of monomeric units
of 1099 Da. The crude biosurfactant showed high stability to salinity (up to 50 g L), pH (4-8)
and temperature variations (up to 120 °C for 120 min), also presenting low ecotoxicity for plant
species (G1% > 80%, at 3000 mg L) and microcrustaceans (LCso of 5750 mg L™?). The
bioproduct was able to disperse up to 12% of the oil mass in the marine environment in vitro,
mainly C»2-Cs3 hydrocarbons chains, dispersing oil to an area of 50 cm? on the surface of sea
water in a total area of 315 cm?, removing about 25% of the contaminating oil mass in sand and
considerably reducing oil stains adsorbed on rocks. The potential of the strain for the production
of bioemulsifiers using diesel oil, hexadecane, kerosene and petroleum as carbon sources was
also evaluated, obtaining greater emulsifying activity with kerosene (El21%: 58%).
Supplementation of the medium with hydrophilic carbon sources to increase bioemulsifier
production was also studied, in which glucose added to the medium containing kerosene
increased the bioemulsifier concentration to 7.5 g L. Thus, a bioproduct with high
bioremediation potential was produced, presenting promising characteristics for application in
several industrial sectors.

KEYWORDS: active surface agent; bioremediation, ecotoxicity, hydrocarbon degradation,
polymeric dispersant.
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1 INTRODUCAO

Apesar dos esforgos internacionais para a diminui¢do do uso de petro-derivados, a
sociedade contemporanea ainda € muito dependente dessas substancias devido a alta
importancia da industria do petréleo para a producdo de energia, plasticos, lubrificantes,
surfactantes e outros produtos. Assim, o alto fluxo de navios petroleiros em rotas comerciais
cada vez mais congestionadas, leva a derramamentos acidentais frequentes (GALIERIKOVA,
MATERNA, 2020; HASSANSHAHIAN; EMTIAZI; CAPPELLO, 2012), causando
contaminacgdes que impactam nos setores de alimentos, turismo e no cotidiano da populacéo
local, sobretudo grupos de maior vulnerabilidade social e econémica (SOARES et al., 2022).
Os impactos causados pelos acidentes envolvendo derramamentos de petréleo costumam ser
duradouros, podendo ser observados anos apds ocorrido pelos efeitos no meio-ambiente,
turismo e economia (ARNOLD et al., 2022; SOARES et al., 2022; ZENGEL et al., 2022).

Quando a prevencdo nao é suficiente e acidentes ocorrem, sdo aplicados alguns métodos
de remediacdo como, por exemplo, 0 uso de barreiras e skimmers (FREITAS et al., 2016), a
gueima in situ (VAN GELDEREN et al., 2015) e a aplicacao de dispersantes (ARNOLD et al.,
2022). Esses métodos podem ter sua eficacia comprometida dependendo das caracteristicas
fisico-quimicas do 0leo, idade do derramamento, volume de 6leo derramado e condi¢des
climaticas. A utilizacdo de alguns dos métodos supracitados também pode causar impactos
ambientais durante a aplicacdo, como é o caso da queima in situ e a utilizacdo de dispersante
quimicos, ambos pesadamente regulados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), restringindo sua utilizacdo (BRASIL, 2015, 2017), devido ao seu potencial
danoso (ARNOLD et al., 2022; COUTO et al., 2020; REBELLO et al., 2014).

Assim, biossurfactantes e bioemulsificantes vém sendo estudados como alternativas
para a utilizacdo de alguns métodos mais agressivos para o ecossistema local. Essas
biomoléculas sdo dispersantes produzidos por rota microbiana e tendem a possuir menor
ecotoxicidade e maior biodegradabilidade que as opcles sintéticas (FELIX et al., 2019;
MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019;
ROCHA et al., 2014). Diversos géneros de microrganismos foram reportados como sendo
produtores desses agentes de superficie-ativa, como Acinetobacter
(MOSHTAG;HAWBOLDT; ZHANG, 2021), Bacillus (DE FRANCA et al. 2022),
Pseudomonas (ROCHA et al. 2014), Serratia (DOS SANTOS et al., 2021) e Candida (LUNA
etal., 2011).
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Os bioemulsificantes, em contraste com os biossurfactantes, costumam ter maior massa
molecular, menor potencial tensoativo e geralmente formam emulsdes mais estaveis
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002), sendo promissores na dispersdo de 6leo de acidentes
ambientais, sendo aplicados em biorremediacdo in situ e ex situ (BARROS et al., 2014;
MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; WU et al., 2022). Assim, os emulsificantes bioldgicos
vém se destacando na comunidade cientifica pelo seu alto poder dispersante, baixa toxicidade

e potencial para remediacao de derramamentos de petréleo.

InovagOes recentes tém buscado otimizar producdo desses bioprodutos (BEZZA;
CHIRWA, 2015; D’ALMEIDA, 2022; DOS SANTOS et al., 2021; LIRA et al., 2020; TAO et
al., 2019; ZHAO et al., 2016). Entre elas, a utilizacdo de microrganismos isolados de
derramamentos, selecionando cepas expostas a contaminantes, normalmente mais adaptaveis a
metabolizacdo de fontes de carbono hidrofébicas e a produgdo de emulsificantes bioldgicos
potentes na dispersdo desses contaminantes (CHAMANROKH et al., 2008; STANCU, 2022;
ZOU et al., 2014).

Um género de microrganismos produtor de bioemulsificantes que se destaca é o
Acinetobacter, normalmente isolado de amostras de hidrocarbonetos contaminantes
(CHAMANROKH et al., 2008; STANCU, 2022). Essas bactérias sdo produtoras de potentes
agentes de superficie-ativa com alto poder emulsificante, entre eles o “emulsan”, um
lipoheteropolissacarideo, utilizado n&o apenas em derramamentos de petréleo, mas também na
remoc¢do de metais pesados e nas industrias farmacéutica e de alimentos (KIM et al., 1997,
MERCALDI et al., 2008; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; THRAEIB et al., 2022).

O Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos Biotecnoldgicos (GPBio,
Universidade Federal do Ceard) possui vasto portfélio na producdo e aplicacdo de
biossurfactantes e bioemulsificantes de Bacillus subtilis (ROCHA, 2007; GIRO et al. 2009;
FELIX, 2012; DE FRANCA, 2014; DE FRANGCA et al. 2015, 2022; FELIX et al., 2019),
Pseudomonas aeruginosa (ROCHA, 2007; ROCHA et al. 2007, 2014) Acinetobacter
calcoaceticus (ROCHA et al. 2006) e Acinetobacter venetianus (D’ALMEIDA, 2022;
D’ALMEIDA et al. 2023).

Este grupo tem buscado o desenvolvimento de novas tecnologias para avangos na
producéo de agentes de superficie-ativa para, principalmente, o aprimoramento de técnicas para
remediacao de acidentes ambientais, como, por exemplo, o0 derramamento de petroleo ocorrido

no Nordeste do Brasil em 2019, que causou impactos duradouros neste pais. Assim, em parceria
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com o Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (LEMBIOTECH, Universidade
Federal do Ceara), diversas cepas foram isoladas e identificadas a partir de petrdleo oriundo da
praia de Icarai de Amontada, Amontada, Ceard — Brasil (03°01°25.0” S, 39°38°17.3” W) em
2019. Dentre esses microrganismos, destacou-se a cepa codificada como AMO1502,
identificada como Acinetobacter venetianus, microrganismo conhecido pela producdo de
potentes agentes emulsificantes e potencial para a degradacdo de hidrocarbonetos (DAMS-
KOZLOWSKA et al., 2008; LIU et al., 2021; MERCALDI et al., 2008; PANILAITIS et al.,
2007; SU; CHEN; LIN, 2009). Em trabalhos anteriores desenvolvidos pelo grupo, a cepa
apresentou maior crescimento em meio contendo NaCl em sua composicao, pela adaptagéo da
cepa ao seu local de coleta (manguezais de agua salobra do litoral cearense), produzindo um
agente emulsificante com caracteristicas semelhantes ao emulsan (D’ALMEIDA, 2022).
Assim, este trabalho buscou dar andamento as pesquisas envolvendo esse microrganismo
isolado para melhorar a producdo, caracterizar e aplicar os agentes de superficie ativa em

derramamentos de petréleo em ensaios “in vitro”.

Diante do contexto exposto, este trabalho teve como objetivo produzir um emulsificante
bioldgico a partir da cepa Acinetobacter venetianus AMO1502, caracteriza-lo e aplica-lo como
agente biorremediador em acidentes ambientais envolvendo derramamentos de petrdleo, de

modo a incentivar a aplicacdo de agentes de superficie-ativa de origem bioldgica.

Para uma melhor apresentacdo dos resultados obtidos, a dissertacdo foi dividida na

forma de capitulos, explicitados no Anexo A, que se apresentam da seguinte forma:

Capitulo 1: Constitui-se de uma revisdo bibliografica que retne informac@es a respeito
de diversos topicos, como derramamentos de petréleo no mundo e no Brasil, métodos de
remediacdo, a utilizacdo de dispersantes, a defini¢cdo de biossurfactantes e bioemulsificantes,

suas particularidades, e métodos de producdo, aplicacdo e caracterizacao.

Capitulo 2: Este capitulo apresenta resultados experimentais referentes a producéo de
um emulsificante pela cepa Acinetobacter venetianus AMO1502 (cédigo de acesso
MT478042.1 — NCBI) isolada de amostras de 6leo contaminante coletadas da praia de Icarai de
Amontada (Amontada, Ceara — Brasil), utilizando glicose como fonte de carbono. Além, dos
resultados obtidos dos processos de separacdo, caracterizagdo e aplicagdo como agente

biorremediador em ensaios in vitro.

Capitulo 3: Este capitulo foi dedicado a producdo de agentes de superficie-ativa a partir
da cepa A. venetianus AMO1502 utilizando diferentes hidrocarbonetos como fonte de carbono,
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avaliando-se a hidrofobicidade celular e a adi¢do de fontes de carbono menos complexas para
aceleracdo do crescimento e producéo do agente de interesse.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo principal produzir, caracterizar e aplicar como agente
biorremediador, um bioemulsificante de Acinetobacter venetianus AMO1502 isolada de um

derramamento de petréleo ocorrido na costa de Amontada, Ceara.

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar as condi¢des de producdo de um emulsificante biolégico por uma estirpe de
Acinetobacter venetianus isolada de amostras de Oleo coletadas no municipio de
Amontada-CE.

e Auvaliar melhores métodos de recuperacdo do biocomposto produzido: precipitacao
acida, por etanol e por sulfato de aménio.

e Caracterizar a estabilidade do emulsificante biolégico em relacdo ao pH, temperatura e
concentragédo de NaCl.

e Averiguar o potencial do bioproduto produzido como dispersante de contaminacdes de
6leo em meio marinho e na superficie, e contaminante em areia e em rochas de praias.

¢ Avaliar a ecotoxicidade (fitoxicidade e citotoxicidade) do bioemulsificante com intuito
de entender os possiveis efeitos adversos de sua aplicagdo em processos
biorremediatorios.

e Caracterizar o bioproduto produzido quanto a sua estrutura molecular e caracteristicas
surfactante e emulsificante.

e Avaliar a producdo de bioemulsificantes por Acinetobacter venetianus AMO1502 em

meio contendo hidrocarbonetos como fonte de carbono.
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CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

Apesar dos esfor¢cos mundiais para a reducdo da dependéncia de petro-derivados, a
industria do petréleo continua sendo uma das mais importantes para a economia
contemporanea, sendo avaliada em U$7.330,80 bi em 2023, com expectativa de crescimento
para U$8.670,91 bilhdes até 2027 (The Business Research Company, 2023), e representando
cerca de 15% do PIB brasileiro (Instituto Brasileiro de Petrdleo e Gas - IBP, 2023). A sociedade
ainda é muito dependente dessas substancias para geracdo de energia (35,3% da energia
consumida no mundo todo tem origem na queima de 6leos), producdo de polimeros, solventes
e outros produtos (NASER; DEIAB; DARRAS, 2021). Assim, devido a sua alta demanda,
existe um grande fluxo de navios petroleiros pelos mares e oceanos, levando a acidentes
frequentes, em especial em grandes rotas comerciais, (GALIERIKOVA; MATERNA, 2020;
HASSANSHAHIAN; EMTIAZI; CAPPELLO, 2012) causando problemas ecoldgicos pela
contaminacdo, impactando negativamente a economia, vida cotidiana e salde das pessoas
afetadas, com maior gravidade para grupos residentes em areas litoraneas e que dependem do
extrativismo para subsisténcia (CAMARA et al., 2021; SOARES et al., 2022). Os impactos
causados por derramamentos de petréleo podem ser observados por muitos anos apés o ocorrido
devido a lentiddo dos processos naturais de degradagdo. Como um exemplo, cita-se a explosédo
da plataforma Deepwater Horizon, que ocorreu no Golfo do México (Luisiana, Estados Unidos)
em 2010, e o derramamento de 6leo de 2019 que ocorreu na costa brasileira, cujos impactos
continuam afetando o meio ambiente e a economia, oficialmente, até o ano de 2022 (ARNOLD
et al., 2022; SOARES et al., 2022; ZENGEL et al., 2022).

Entre as formas mais comuns de se minimizar os impactos causados por derramamentos
de petrdleo estdo o uso de barreiras e skimmers (FREITAS et al., 2016), a queima in situ (VAN
GELDEREN et al., 2015) e a aplicagdo de dispersantes (ARNOLD et al., 2022). Esses dois
ultimos métodos sdo pesadamente regulados pelo Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), que restringe ou proibe a queima de 6leo a menos de 5,55 km da costa, ilhas,
recifes e/ou na presenca de mamiferos, répteis e aves no local, e a utilizacdo de dispersante
quimicos a menos de 2 km da costa (BRASIL, 2015, 2017), devido ao alto impacto ambiental
causado por essas técnicas (ARNOLD et al., 2022; COUTO et al., 2020; REBELLO et al.,
2014).

Produgcdo, caracterizagdo e aplicagdo em biorremediacdo de bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
isolada de amostras de petroleo
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Assim, emulsificantes bioldgicos, vém sendo estudados como substitutos para os
surfactantes quimicos. Essas moléculas também sdo dispersantes, com atividade emulsificante
e tensoativa, porém sdo produzidos por rota microbiana, apresentando menor ecotoxicidade e
maior biodegradabilidade (DE FRANCA et al. 2015; FELIX et al., 2019; MOSHTAGH,;
HAWBOLDT; ZHANG, 2021; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; ROCHA et al., 2014).
Esses agentes biorremediadores podem ser produzidos por diversos géneros de bactérias e
fungos como, Acinetobacter (MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021), Bacillus (DE
FRANCA et al., 2022), Serratia (DOS SANTOS et al., 2021) e Candida (LUNA et al., 2011).
Esses emulsificantes bioldgicos sdo classificados como biossurfactantes ou bioemulsificantes,
termos que se referem a moléculas produzidas por via bioldgica, com atividade emulsificante e
surfactante, mas o termo “bioemulsificante” costuma ser usado em referéncia a moléculas com
menor atividade tensoativa, reduzindo menos a tensdo superficial, e maior peso molecular que
os “biossurfactantes” (UZOIGWE et al., 2015).

Biossurfactantes e bioemulsificantes sdo moléculas compostas por regides polares
(hidrofilicas) e apolares (hidrofébicas), permitindo a interacdo entre substancias imisciveis,
como 0leo e agua, sendo utilizados nas industrias de cosmeticos, de alimentos e farmacéutica,
como agentes emulsificantes (ALIZADEH-SANI et al., 2018, KHOPADE et al., 2012;
MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019). Esses produtos agem de forma semelhante aos
dispersantes quimicos, diminuindo a tensdo interfacial entre moléculas hidrofobicas e agua,
permitindo que agentes naturais, como 0 vento e ondas, dispersem as manchas em gotas
menores que serdo mais facilmente degradadas por processos naturais atraves da evaporacao,
oxidacdo pela luz, sedimentacdo e, principalmente, biorremediacdo (ARNOLD et al., 2022;
FREITAS et al., 2016). Por tanto, o potencial dessas biomoléculas no tratamento de &reas
afetadas por acidentes ambientais também vem sendo estudado pelo seu alto poder
emulsificante, aliado a causa de menores efeitos colaterais nos ecossistemas onde serdo
administrados, como no ambientes em que ocorreu-se derramamento de petroleo (BEZZA,
CHIRWA, 2015; BHARALI et al., 2018; CAHYANI; ISMAYANA; YANI, 2022; CHAPRAO
et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2021; LUNA et al., 2017; MORAIS; ABUD, 2012; SILVA
et al., 2018).

Os biossurfactantes e bioemulsificantes sdo promissores na dispersdo do 6leo,
potencializando outras formas de remediacdo, como a biorremediagdo por microrganismos

degradadores de 0leo, processo natural, mas que ocorre muito lentamente (BARROS et al.,
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2014; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; WU et al., 2022). Assim, a utilizacdo de
emulsificantes bioldgicos vem se destacando na comunidade cientifica como alternativa para

reduzir manchas de petroleo sem causar grandes impactos ao ambiente.

Entretanto, apesar de todas as vantagens apresentadas, os emulsificantes bioldgicos
costumam ser menos utilizados industrialmente que as op¢des comerciais, devido aos maiores
custos de producdo, baixos rendimentos e métodos ainda ineficientes de recuperacdo do
bioproduto, que representam a maior parte dos custos associados com a sua producdo
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; ROCHA et al., 2006). Esses obstaculos vém sendo superados
pela utilizacdo novas estirpes microbianas, de novos substratos, a otimizagdo dos parametros
de producdo e novos métodos de separacdo e purificacdo que buscam reduzir os custos
associados com a producdo em larga escala desses agentes (DE FRANCA et al. 2022; DOS
SANTOS et al., 2021; KEZRANE et al., 2020; KOUTINAS et al., 2021; ROCHA et al., 2006;
ZHAO et al., 2016).

A busca por novas formas de se produzir emulsificantes biologicos tem levado muitos
cientistas a buscar novas cepas e novas estratégias para a producdo dessas biomoléculas
(BEZZA; CHIRWA, 2015; D’ALMEIDA, 2022; DOS SANTOS et al., 2021; LIRA et al.,
2020; TAO et al., 2019; ZHAO et al., 2016). Uma estratégia que vem ganhando destaque € o
isolamento de microrganismos a partir de amostras de contaminantes organicos hidrofébicos,
ja que bactérias degradadoras de hidrocarbonetos normalmente ndao sdo abundantes nos meios
ndo-poluidos (HASSANSHAHIAN; EMTIAZI; CAPPELLO, 2012). Assim, essa estratégia
seleciona microrganismos expostos a esses contaminantes organicos, adaptaveis a
metabolizacdo de fonte de carbono hidrofébicas (CHAMANROKH et al., 2008; STANCU,
2022; ZOU et al., 2014).

Um género de microrganismo que se destaca é o Acinetobacter, que sdo isolados de
amostras de hidrocarbonetos contaminantes (CHAMANROKH et al., 2008; STANCU, 2022).
Essas bactérias sdo conhecidas como produtoras de emulsificantes biolégicos de alto poder
remediador. Um desses emulsificantes ¢ conhecido como “emulsan”, um
lipoheteropolissacarideo, de alto peso molecular e atividade emulsificante, utilizado
principalmente em derramamentos de petréleo, e remogdo de metais pesados (KIM et al., 1997;
MERCALDI et al., 2008; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019).

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
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Neste capitulo de revisdo bibliogréafica, buscou-se reunir dados sobre derramamentos de
petroleo, impactos e métodos de remediagdo, definir o que séo dispersantes e sua utilizacdo
como agentes remediadores, enfatizando os dispersantes biologicos (biossurfactantes e
bioemulsificantes), quanto a sua producao e aplicacdo, em especial o emulsan produzido a partir

de bactérias do género Acinetobacter, que é o foco dessa dissertacao.

1 DERRAMAMENTOS DE PETROLEO

1.1. Derramamentos de petroleo e seus impactos ambientais

Apesar dos esforcos globais para a diminui¢do da queima de combustiveis fosseis, o
petroleo ainda é a maior fonte de energia utilizada mundialmente (NASER; DEIAB; DARRAS,
2021), gerando um grande comércio de compra e venda desse produto para a producdo de
combustiveis, reagentes e polimeros. Entretanto, apesar do interesse multinacional pelo
produto, as grandes reservas petroliferas séo restritas a poucos lugares, geralmente longe dos
grandes mercados, 0 que resulta em um grande fluxo mundial de navios transportadores. A
organizacdo dos paises exportadores de petroleo (OPEC) é composta por paises, como Arabia
Saudita, Angola, Emirados Arabes Unidos, Iraque, Kuwait, Nigéria e Venezuela, que juntos
possuem a maior parte das reservas mundiais de 6leo do mundo (GUPTA, 2008) e que, somados
ao Canada, Cazaquistdo e Russia, compdem os dez maiores produtores de petréleo do mundo,
0 que implica em um fluxo petroleiro concentrado nesses paises que produzem a maior parte
do 6leo exportado (30.153.000 barris por dia) (DENIZ, 2019).

A baixa distribuicdo das reservas de petrdleo pelo mundo e alta demanda mundial gera
a concentracdo de rotas comerciais entre os paises produtores de petréleo e os grandes
compradores mundiais (Estados Unidos, China, Uni&o Europeia, india e Japdo) (DENIZ, 2019),
que por sua vez esta diretamente ligada a quantidade e intensidade dos derramamentos de
petrdleo (GALIERIKOVA; MATERNA, 2020). Assim, as regides do Atlantico Norte
(principalmente o Canal Inglés, Baia de Biscaia, Mar do Norte, Mar Mediterraneo, Mar do
Caribe e Golfo do México), Sul da Africa, Estreito de Malaca e Mar do Japdo concentram a
maior parte dos acidentes com derramamentos de petréleo (DUKE, 2016; GALIERIKOVA;
MATERNA, 2020) e também os de maior intensidade, como apresentado na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 - Derramamentos de petréleo globalmente mais relevantes das ultimas décadas
(>200.000 toneladas) e os respectivos métodos de remediacao aplicados.

. Quantidade MétOd(.)s de .
Derramamento Ano Pais de € Remediagéo Referéncias
e Oleo (1) -
Utilizados
Deepwater 2010 Estados 600.000 Dispersantes BRAKSTAD;
Horizon Unidos Quimicos LEWIS;
BEEGLE-
KRAUSE, 2018;
ZENGEL et al.,
2022
Golfo Arébico 1990 Kuwait 500.000-  Dispersantes PROCTOR,;
1.000.000 Quimicos FLATHER;
ELLIOTT, 1994
Ixtoc-1 1979 México 480.000 Dispersantes BURGHERR,
Quimicos 2007;
LINDBLOM,;
EMERY; LARA,
1981
Atlantic 1979 Trinidade e 287.000 Dispersantes CHEN et al.,
Empress Tobago Quimicos 2019; HORN;
NEAL, 2005
ABT Summer 1991 Angola 260.000 Dispersantes GALIERIKOVA;
Quimicos MATERNA,
2020; TAMIS et
al., 2012
Castillo de 1983 Africa do 252.000  Dispersantes GALIERIKOVA;
Bellver Sul Quimicos MATERNA,
2020; MOLDAN
et al., 1985
Amoco Cadiz 1978 Franca 223.000 Dispersantes GUNDLACH et
Quimicos e al., 1983;
Barreiras O’SULLIVAN,
1978

Fonte: Autor

Anélises feitas por outros autores (DUKE, 2016; GALIERIKOVA; MATERNA, 2020)
reforcam a vulnerabilidade das regides apresentadas devido ao alto fluxo de navios, ressaltando
a relacdo entre numero de acidentes com derramamento de petréleo e a quantidade de 6leo
transportado na area. Em geral, essas areas tratam-se de regides de grande vulnerabilidade
ambiental, relacionando também as maiores rotas comerciais e a presenca de mangues, areas
de vital importancia para reproducdo de espécies e que sdo especialmente vulneraveis a
derramamentos de 6leo (DUKE, 2016).
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O alto volume de petréleo derramado em areas afetadas, como as apresentas na Tabela
1.1, causou impactos ambientais que seriam sentidos anos ap0s 0s acidentes, impactando
principalmente nesses ambientes de pantanos, mangues e estuarios (ARNOLD et al., 2022;
CONAN, 1982; DUKE, 2016; ZENGEL et al., 2022). A presenca de 6leo em ambientes
estuarinos é de grande preocupacdo, devido a sua resisténcia a degradacdo, em grande parte
devido sua hidrofobicidade, que impede a disperséo, diluicdo e metabolizagdo do material por
microrganismos, podendo persistir por décadas aderido em superficies (KINGSTON, 2002;
REDDY et al.,, 2002), liberando substancias toxicas para organismos enguanto cobre a

superficie da agua e do solo, importantes para a respiracdo de animais (DUKE, 2016).

Apesar da remocdo do 6leo ser possivel pela aplicacdo de métodos de remediacdo, como
a gueima in situ e a utilizacdo de dispersantes quimicos, estes métodos podem causar tantos
maleficios ao ambiente quanto o derramamento de 6leo em si. A queima do petréleo costuma
liberar sélidos contaminantes que se dispersam na dgua e no ar, enquanto os dispersantes
guimicos costumam ter alta toxicidade e baixa biodegradabilidade, persistindo e afetando esses
lugares ja fragilizados pelo derramamento de oOleo (DUKE, 2016; KLOSOWSKA-
CHOMICZEWSKA; MEDRZYCKA; KARPENKO, 2013; REBELLO et al., 2014). Estima-se
que a vegetacdo dos mangues pode levar mais de 30 anos para se recuperar dos efeitos desses
poluentes (DUKE, 2016). Isso se comprova com estudos recentes, que apontam que a vegetacao
pantanosa do sul dos Estados Unidos ainda ndo se recuperou dos eventos acidente Deepwater
Horizon, Golfo do México (Luisiana, Estados Unidos), mesmo ap6s mais de 20 anos do
ocorrido (ZENGEL et al., 2022).

Essa cura lenta do meio ambiente ocorre devido a fatores como a viscosidade do 6leo,
a sensibilidade da vegetacdo local, a exposicao repetida desses organismos a esses poluentes e
a utilizacdo de métodos agressivos de limpeza, como a utilizacdo de surfactantes quimicos, que
pode causar danos diretos a vegetacdo ou ao solo (ZENGEL et al., 2022). Estima-se que 6,81
milhdes de litros de COREXIT™ EC9527A e COREXIT™ EC9500A, emulsificantes
quimicos, tenham sido utilizados na remediacdo de areas atingidas pelo derramamento de
petréleo Deepwater Horizon (Figura 1.1), uma quantidade de dispersante sem precedentes, que
causou problemas ndo s6 para 0 meio-ambiente, mas também para aqueles que possam ter

inalado os aerossois de dispersante despejado no local (ARNOLD et al., 2022).
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Figura 1.1- Embarcacéo coletando 6leo do derramamento de dleo causado pela exploséo da
plataforma Deepwater Horizon (2010).

Fonte: GRAYTHEN, C. Getty Images. Disponivel em: https://www.nytimes.com/
2020/04/19/climate/deepwater-horizon-anniversary.html. Acesso em 02/12/2022.

1.2 Derramamentos de petréleo no Brasil

Devido a localizacéo geografica do Brasil e sua distancia de grandes rotas petroliferas,
ocorreram poucos derramamentos de petr6leo com volume elevado quando comparado a outros
paises (DUKE, 2016; GALIERIKOVA; MATERNA, 2020). Entretanto, quando comparado
com os demais paises da América do Sul, o Brasil tem uma concentracdo maior de acidentes
que outros paises da regido (GALIERIKOVA; MATERNA, 2020), em especial a regio centro-
sul do pais, que registra a maior parte dos derramamentos das Ultimas décadas. No entanto,
mais recentemente, a regido Nordeste também vem reportando um volume consideravel de éleo
encontrado em suas margens, em especial apés o derramamento de 2019 causado pelo navio
Boubolina que derramou mais de 5300 toneladas de 6leo na costa da regido (BURGHERR,
2007; SOARES et al., 2022).

Nota-se que a maioria dos acidentes expressivos no litoral brasileiro aconteceu na regiéo
Sudeste, proximos aos estados do Rio de Janeiro e S&o Paulo, apresentados na Tabela 1.2, que
sdo maiores produtores de petroleo do pais (SOUSA; GOMES, 2022). Essa producéo se deve
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pela proximidade desses estados com as maiores bacias de petrdleo do pais, como a Bacia de
Santos e de Campos, que representa a maior area do pré-sal brasileiro (SOUSA; GOMES,
2022).

Tabela 1.2 - Acidentes ambientais de grandes proporcoes relacionados a derramamentos de
petroleo ocorridos no Brasil.

Local do Ano Estado Quantidade  Origem do Referéncias
Derramamento de Oleo Vazamento
Baia de 1975 Rio de 6.000 t Embarcacdes (HERCULANO,
Guanabara Janeiro 2012)
Bertioga 1983 Sdo Paulo  3.000.000 L  Oleoduto (INFANTE et al.,
2008)
Baia de 2000 Rio de 1.300.000 L  Oleoduto (CIOTTl et al.,
Guanabara Janeiro 2009)
Bacia de 2001 Sdo Paulo 86.000 L  Embarcagbes  (CARMONA;
Campos GHERARDI,
DOUGLAS
FRANCISCO
MARCOLINO;

TESSLER, 2003)
Derramamento 2019 Estados do 5380t Embarcagdes (SOARESetal.,
de 2019 Nordeste, 2022)
Rio de
Janeiro e
Espirito
Santo.

Fonte: Autor

O aumento da producdo de 6leo no Nordeste e o desenvolvimento acelerado da regido
podem estar direcionando a regido a um maior risco de acidentes ambientais, o que se refletiu
no grande acidente ambiental que afetou praias dos estados do Maranhdo, Piaui, Ceard, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia, além de alguns estados do
Sudeste, em 2019.

Desde entdo acidentes menores também vem ocorrendo, ainda que ndo tao expressivos
como o de 2019, como em 2022 quando foram encontradas novas manchas de 6leo no litoral
do nordeste oriundas de limpezas realizadas em tanques petroleiros (CARNEIRO &
TORTELLA, 2022). Essas contamina¢Ges menores costumam ser comuns, causadas de forma
rotineira por acidentes habituais como a limpeza de navios, vazamentos em oleodutos ou
poluicBes de origem industrial (CHEN et al., 2019; GALIERIKOVA; MATERNA, 2020).
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1.3 Acidente ambiental de 2019 no Nordeste Brasileiro

A costa brasileira exerce grande importancia ecoldgica, compreendendo praias,
estuarios, recifes e mangues, além da existéncia de recifes de corais onde habitam espécies
ameacadas de extincdo, e também € onde se encontra a maior parte da populacéo brasileira
(ESCOBAR, 2019). Em agosto de 2019, a nacdo brasileira foi surpreendida com diversos
relatos sobre manchas de Oleo que apareciam nas praias do seu litoral, rapidamente se
espalhando pela maioria dos estados litoraneos (dos 17 estados litoraneos, 11 foram afetados),
sendo o maior acidente envolvendo derramamento de 6leos que aconteceu no Brasil ou em
aguas tropicais até a presente data (SOARES et al., 2020, 2022).

O Nordeste é uma regido de alta vulnerabilidade econdmica a derramamentos de
petrdleo devido sua posicdo geogréafica, em especial os estados da Bahia, Pernambuco, Ceara e
Rio Grande do Norte, que foram severamente afetados pelo derramamento de 6leo de 2019
(CAMARA et al., 2021). Essa vulnerabilidade esta ligada a proximidade e dependéncia
econbmica de atividades ligadas ao mar, além de sua alta populacéo (IBGE, 2018). O Nordeste
compreende trés das dez maiores regides metropolitanas do Brasil (Fortaleza, Salvador e
Recife), as quais apresentam altos indices de vulnerabilidade socioecondmica a derramamentos
de petréleo, um indice que avalia a sensibilidade a acidentes ambientais em ralacdo a
dependéncia dessas areas para atividades econdmicas, em comparagdo com o resto do pais. Por
exemplo, o Indices de Vulnerabilidade (IV), aponta que os estados da Bahia (IV: 106.951),
Pernambuco (IV: 68.751), Ceara (IV: 58.770) e Rio Grande do Norte (1V: 47.511), sdo 0s mais
vulneraveis a impactos causados por derramamentos de petréleo, representando 28,0%, 18,0%,
15,4% e 12,44% da vulnerabilidade econdmica total da Regido Nordeste, respectivamente
(CAMARA et al., 2021).

Apesar do 0leo ter se espalhado também para a regido Sudeste (RJ e ES), estima-se que
99,88% de todo o 6leo derramado permaneceu na regido Nordeste, regido caracterizada pela
alta concentracdo demografica na faixa litoranea (oito dos nove estados do Nordeste tém suas
capitais no litoral) e alta dependéncia de atividades marinhas, como extrativismo e turismo,
para a geracéo de renda (SOARES et al., 2022).

Pesquisas indicavam a reducdo do turismo e outras atividades econdmicas nas regides
afetadas, por consequéncia, a reducao de empregos e a piora na qualidade de vida da populagéo,

em especial para parcela das pessoas com menor renda, principalmente os pescadores
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tradicionais, pela contaminacgdo do pescado, que diminuiu a disponibilidade, vendas e o valor
desses alimentos, como representado pela Figura 1.2 (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020;
RIBEIRO et al., 2021; SOARES et al., 2022). Apesar de todos o setor de pescados ter sido
afetado, devido o maior impacto do 6leo em regiGes de mangue, as comunidades dependentes
da coleta de ostras, conchas e mexilhdes foram os mais afetados, comunidades j& consideradas
de alto risco social e em situacdo de inseguranca alimentar (MAGRIS; GIARRIZZO, 2020;
SOARES et al., 2022).

Figura 1.2 - Foto do derramamento de 6leo ocorrido no Brasil em 2019, destacando o impacto

aos pescadores tradicionais.

Fonte: SPINASSE, R. olhapress.isponiel em: https://veja.abril.com.br/brasil/vida-em-

corais-sofre-queda-de-47-apos-vazamento-de-oleo-diz-pesquisa/. Acesso em: 04/12/2022.

Além dos impactos socioecondmicos, esse acidente também causou grandes impactos
ambientais. O derramamento atingiu pelo menos 57 areas de praia ou de mar protegidas, sendo
Bahia (15 areas de praia ou de mar protegidas), Ceara (oito areas) e Pernambuco (sete areas) 0s
estados com maior nimero de &reas de preservacdo ambiental afetadas, que estdo entre os
estados mais vulneraveis a esses acidentes (CAMARA et al., 2021; SOARES et al., 2020).

O Ceara foi um dos estados mais afetados pelo derramamento de petrdleo, onde foram

coletadas 39,76 t de dleo, representando cerca de 1% do 6leo recolhido no pais, entretanto foi
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0 segundo estado com maior numero de unidades de conservacao afetadas, onde oito areas
protegidas foram contaminadas (SOARES et al., 2020). O estado também é muito dependente
do turismo, que representava cerca 12,7% do PIB estadual (Sentur-CE, 2020), cujo crescimento
caiu cerca de 9% do segundo para o terceiro trimestre de 2019, resultante do derramamento de
petroleo que ocorreu na regido, o que resultou na diminuigdo da geragdo de empregos e
atividade econémica no estado, que s6 apresentou recuperagdo no ano de 2021, apés o fim do
Lockdown aplicado durante a pandemia de COVID-19 (IPECE, 2023). No entanto, é possivel
notar uma concomitancia temporal entre os efeitos resultantes do incidente de vazamento de
petroleo ocorrido em 2019 e a pandemia de COVID-19 em 2020 sobre a indUstria do turismo,
assim apresentando desafios significativos no processo de interpretacdo e analise dos conjuntos
de dados.

Dentre 0s muitos ecossistemas atingidos, estuarios e mangues foram os mais afetados,
como foi observado também em derramamentos anteriores que ocorreram em outros paises
(DUKE, 2016; SOARES et al., 2022; ZENGEL et al., 2022). Essas regides sao de suma
importancia para a reproducdo de peixes e crustdceos consumidos na regido, como a sardinha-
bandeira, biquara, sapuruna e pird (APOLIANO; SOARES FILHO; ASANO, 2020). Apesar de
estudos sobre os impactos a longo prazo em populacgdes locais, € sabido que esses ecossistemas
podem demorar décadas para se recuperarem da exposicdo ao Oleo com base em eventos
anteriores (ZENGEL et al., 2022). Entretanto, impactos agudos foram identificados em
populacbes de equinodermos, poliquetos e esponjas com evidéncias de ingestdo de Oleo,
impactando na rede alimentar e o equilibrio ambiental das regies afetadas (SOARES et al.,
2022).

2 REMEDIACAO DE DERRAMAMENTOS DE PETROLEO

Apesar dos esforcos para evitar os derramamentos de petrdleo, estes acidentes
costumam ocorrer frequentemente, assim algumas estratégias foram desenvolvidas para mitigar
0S seus impactos, que devem ser aplicadas de acordo com a situacdo apresentada, como as
condigdes climaticas, espessura do Oleo e distancia para a costa (DE OLIVEIRA, 2016;
HASSANSHAHIAN; EMTIAZI; CAPPELLO, 2012). A seguir serdo descritos os métodos

mais comuns de remediacédo aplicados para conter derramamentos de petroleo.
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2.1 Barreiras de contengédo

As barreiras de contencdo ou barreiras absorventes, exemplificadas na Figura 1.3, séo
utilizadas para conter o 6leo na superficie da agua, para que nao se espalhe, mantendo-o
aprisionado de forma a facilitar seu recolhimento ou queima (VENTIKOS et al., 2004). Para
tal, essas barreiras precisam ser resistentes a condi¢Oes de temperatura e a forca de correntezas,
bem como serem flexiveis e capazes de se ajustar ao movimento da &gua, de modo a permanecer

sobre a Iamina de agua, impedindo o espalhamento do 6leo (DE OLIVEIRA, 2016).

Figura 1.3 - Barreiras de contencdo utilizadas para conter derramamentos de 6leo em ambiente

marinho.

Fonte: BASF. Disponivel em: https://www.basf.com/global/press-photos/en/photos/2019/05/
P228 0il%20spill%20barrier.jpg.assetdownload.jpg Acesso em: 28/08/2022.

A utilizacdo de barreiras de contencdo é comumente utilizada nos momento seguintes
ao vazamento ou para proteger ambientes mais sensiveis ao derramamento (DE OLIVEIRA,
2016; O’SULLIVAN, 1978), porém, caso 0 método ndo seja aplicado com celeridade, o 6leo
se espalhara pela superficie mais rapidamente do que as embarcacdes que carregam as barreiras,
devido a acdo do vendo e ondas, assim as condi¢des climaticas e o tempo até a notificacdo das
autoridades tem grande impacto na eficiéncia desse método (TAMIS et al., 2012).

Essa técnica também necessita do auxilio de outros equipamentos, como skimmers, que

sdo recolhedores de oleo, para que ocorra de fato a remogdo dos poluentes da superficie
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marinha. Assim, a aplicabilidade dessa técnica depende da resposta rapida ao derramamento,
condigdes climaticas favoraveis e das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo derramado
(LYRA, 2013).

Desse modo, devido a necessidade de respostas rapidas das autoridades competentes e
a dificuldade da sua aplicagdo em clima adverso faz com que a utilizagdo de barreiras de
contencdo apresente baixa eficiéncia em relacdo a outras técnicas, apesar de apresentar baixos

riscos ambientais colaterais advindos de sua utilizacdo (LYRA, 2013).

2.2 Queima in situ

A gueima in situ, demonstrada na Figura 1.4, € uma técnica que consiste na combustédo
do 6leo ainda na superficie do mar, retido por barreiras de contencao resistentes a chamas.
Apesar de eficiente, removendo-se rapidamente o 6leo de éareas afetadas, em especial no caso
de 6leos mais viscosos, e de ser utilizada em muitos paises da Europa e nos Estados Unidos,
ela apresenta uma série de riscos ambientais (VAN GELDEREN et al., 2015).

Figura 1.4 - Queima in situ utilizada para remediacdo de derramamento de 6leo em condigdes

climaticas adequadas.

Fonte: NPR. Disponivel em: https://media.npr.org/assets/img/2017/03/21/controlledburnuscg
_cc_customOcf3bfe960f6833f025196cd50cda49b84a6¢d3f.jpg Acesso em: 28/08/2022.

A queima de 6leo costuma gerar residuos pesados que afundam e alteram a composicéo

guimica da agua, e residuos leves que alteram a qualidade do ar, além de afetar a temperatura
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do local. Para aplicacdo dessa técnica é necessario que a camada de Oleo tenha espessura
suficiente para a queima e que o 6leo ndo esteja emulsionado (VAN GELDEREN et al., 2015).
Além disso, as condi¢bes ambientais também devem ser avaliadas, ja que ventos e ondas muito
fortes podem atrapalhar a queima e espalhar a fumaca, assim faz-se necessario um maior
cuidado durante a ignicdo (DE OLIVEIRA, 2016; VAN GELDEREN et al., 2015). Devido a
estes efeitos colaterais, essa estratégia so foi regulamentada no Brasil recentemente, pela
resolucdo n® 482, de 2017, ainda sendo necessario notificar-se as autoridades e respeitar-se a
distancia minima de 5,56 km de costas e ilhas e, e a profundidade minima de 20 metros antes
da aplicacdo (BRASIL, 2017).

2.3 Dispersantes

A utilizacéo de dispersantes quimicos, como 0 COREXIT™ (ARNOLD et al., 2022), é
muito comum em derramamentos de petréleo pelo mundo, como apresentado na Figura 1.5 e
Tabela 1.1, apresentando vantagens consideraveis em relacdo aos outros métodos, como a
possibilidade da utilizacdo durante climas adversos ou quando o 6leo ja esta bastante disperso,

assim como a dispensabilidade de armazenamento para o 6leo (DE OLIVEIRA, 2016).

Figura 1.5 - Avido aplicando dispersantes sobre mancha de petréleo.

Fonte: ENCICLOPEDIA PUGET SOUND. Disponivel em: https://www.eopugetsound.org
/sites/default/files/topical_article/images/c-130_dispersants_deepwaterhorizon_noaa.jpg.
Acesso em: 28/08/2022.
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A utilizacdo dos surfactantes quimicos promove e emulsdo do 6leo na gua, diminuindo
0 tamanho das gotas, que poderdo entdo ser degradadas por efeito da evaporagédo, da foto-
oxidacdo ou biorremediacdo, fendmenos naturais que demorariam anos para ocorrer sem a
ajuda desses agentes quimicos, como em acidentes anteriores, nos quais observou-se a
persisténcia do 6leo por pelo menos 30 anos ap6s o derramamento (ARNOLD et al., 2022;
FREITAS et al., 2016; KINGSTON, 2002; REDDY et al., 2002). Assim, a aplicacdo de
dispersantes costuma ser um dos métodos mais aplicados em grandes acidentes ambientais, isto
é, quando ha vazamento de uma quantidade de 6leo grande demais para ser recolhido ou
gueimado, havendo sido aplicada em diversos acidentes no passado, inclusive nos maiores
acidentes com derramamento de petréleo ja registrados: a explosdo da plataforma Deepwater
Horizon (ARNOLD et al., 2022), o acidente ambiental do Golfo Arabico (PROCTOR;
FLATHER; ELLIOTT, 1994) e a explosdo do poco Ixtoc 1 (LINDBLOM; EMERY; LARA,
1981).

A utilizacdo de dispersantes quimicos também traz uma série de desvantagens devido a
sua alta toxicidade, por exemplo, o COREXIT™, surfactante vastamente utilizado em
remediacdo de derramamentos de petroleo, apresenta concentracdo letal 50% (CLso) de 20,7
mg LT (COREXIT, 2019), sendo caracterizado como uma substancia altamente toxica (UNIAO
EUROPEIA, 2006). A presenca de surfactantes quimicos no ar também pode causar problemas
respiratorios e desconfortos em populacdes expostas diretamente durante a remediacdo
(ARNOLD et al., 2022). Assim, utilizacéo de surfactantes quimicos também esta diretamente
ligado a demora na recuperacdo de areas afetadas por derramamento de petréleo, apesar de seus

efeitos cronicos ainda serem pouco conhecidos (ZENGEL et al., 2022).

Surfactantes sdo substancias anfifilicas, isto é, que em sua estrutura possuem uma parte
polar (hidrofilica, chamada de cabeca) e uma parte apolar (hidrofébica, chamada de cauda),
assim sendo capazes de diminuir a tensdo superficial e interfacial de liquidos imisciveis
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002). O termo surfactante vém de agente de superficie-ativa, o que
indica que eles sdo capazes de interagir com a superficie da &gua e com as pontes de hidrogénio,
causando uma reducdo da entalpia por unidade de area do liquido, fazendo com que emuls6es
ocorram mais facilmente (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).

Quando a concentracdo de um surfactante no meio é suficientemente alta a tensdo
superficial deixa de cair e 0 composto se agrupa em aglomerados moleculares denominados

“micelas”. A concentracdo em que a primeira micela é formada é denominada concentracgéo
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micelar critica (CMC), exemplificada na Figura 1.6, e é intrinseca de cada surfactante,
normalmente variando entre 1-200 mg L* (MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021).
Essa caracteristica promove a interacdo entre agua e substancias hidrofobicas e podem ser
utilizadas para auxiliar em limpezas pelas emulsdes formadas que solubilizam o dleo,
aumentando a biodisponibilidade do dleo para os microrganismos e facilitam a adsorcao por
outros métodos (BARROS et al., 2014; D’ALMEIDA, 2022; OLIVEIRA et al., 2005).

Figura 1.6 - Representacdo de um agente surfactante, apontando a polaridade de suas regides
(hidrofilicas e hidrofébicas), e o comportamento de moléculas de surfactantes em baixas
concentracdes (A), proximas ao CMC (B) e superiores ao CMC (C).

Regido /—>  — //\\é‘

Apolar @®——/ Oleo /\

o =3
U

./f
Baixas Concentragdes Concentragoes
Concentragoes Proximas da Iguais ou

CMC Superiores a CMC
Fonte: Elaborado pelo préprio autor utilizando a versdo online gratuita de BioRender

(https://www.biorender.com/)
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Surfactantes quimicos sdo produzidos por rota sintética geralmente a partir de derivados
do petréleo e compostos sulfurados e este composto costumam ser classificadas quanto a carga

da sua regido polar, sem classificados como anidnicos, catibnicos, ndo-idnicos e anfoteros.

A maioria dos surfactantes anidnicos, exemplificados na Figura 1.7, sdéo monovalentes
e apresentam Na* como contraion (Dodecil sulfato de sddio, lauril sulfato de sddio etc.),
entretanto existem surfactantes divalentes e/ou cujo contraion é Li*, K*, Ca*? ou aminas
protonadas, que sdo produzidos com propositos mais especificos. Surfactantes anidnicos sao a
classe de surfactantes mais utilizada industrialmente devido ao seu menor custo de producéo e

alto potencial emulsificante em meio alcalino (KHIRE, 2010).

Figura 1.7 - Estruturas de surfactantes aniénicos.

H3C

O Na
Sal de &cido lauril carboxilico
H4C 0
L
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Dodecil sulfato de sédio
HgC o)
Lo
0 N0~ Na

Lauril sulfato de sodio

Surfactantes catiénicos, exemplificados na Figura 1.8, costumam ser formados por
aminas de cadeias longas ou sais de quaternarios de amina, sendo as vezes sensiveis a pHs mais
elevados (exceto compostos quaternarios de amoénio), e aderem a superficies solidas, agindo

como inibidores de corrosao, germicidas e lubrificantes (KHIRE, 2010).
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Figura 1.8 - Estruturas de surfactantes cationicos.
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Fonte: Autor.

Surfactantes ndo-ibnicos, apresentados na Figura 1.9, apresentam grupos poliéter ou
polihidroxil como regido polar (cabeca), eles sdo compativeis para utilizacdo associada com
todos os outros tipos de surfactantes e tendem a formar pouca espuma, o que torna eles Uteis
como agentes redutores de tensdo superficial sem a formacgdo de camadas de espuma sobre a
superficie, o que é Gtil na inddstria de alimentos e na remocdo de solo de fibras hidrofobicas
(KHIRE, 2010).
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Figura 1.9 - Estruturas de surfactantes néo-ionicos.
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Fonte: Autor.

Surfactantes anfoteros (ou Zwitterionicos), apresentados na Figura 1.10, contém duas
cargas, uma positiva e uma negativa. Normalmente a carga positiva é composta por aménio e a

negativa é em geral um boxilato, podendo variar mais facilmente que a carga positiva. Esses

surfactantes sdo utilizados na inddstria téxtil para prover maciez a materiais, sendo compativeis

com outros surfactantes. Essa classe de surfactantes apresenta comportamento diferente

dependendo do pH do meio, apresentando comportamento catidnico em pH &cido e anidnico

em pH alcalino, sendo utilizados na quimica fina, como na formulacdo de pesticidas, para

combinar com produtos especificos (KHIRE, 2010).

Figura 1.10 - Estruturas de surfactantes anfoteros.
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Fonte: Autor.

Os emulsificantes quimicos séo largamente utilizados em derramamentos de petroleo,
em especial em formulagbes compostas por misturas de mais de uma substancia, como o
COREXIT™ 9500, composto por surfactantes aniénicos e ndo-ionicos (JOHN et al., 2016).
Esses emulsificantes quimicos utilizados em derramamentos sdo conhecidos por causar efeitos
adversos em ecossistemas ja fragilizados pelo derramamento do petréleo, diminuindo a
qualidade da agua e intoxicando 0s organismos vivos, mesmo em baixas concentracdes, como
demonstrado pelo seu CLso apresentado na Tabela 1.3, (KEOSOWSKA-CHOMICZEWSKA,
MEDRZYCKA; KARPENKO, 2013). Desse modo, o Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), através da resolucdo n° 472, de 2015, restringe a utilizacdo de emulsificantes
qguimicos a menos de 2 km da costa e em areas de preservacdo ambiental, sendo também

necessaria aprovacdo do conselho antes da aplicacdo da técnica (BRASIL, 2015).

Tabela 1.3 - Concentracdo letal para 50% (CLso) de alguns surfactantes quimicos, para

microcrustaceos do género Artemia.
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Surfactante sintético Clso (mg L) Referéncia
COREXIT™ 20,7 COREXIT, 2019
Dodecil sulfato de sédio 8,5 EKONOMOU et al., 2019
Lauril sulfato de sodio 8,8 EKONOMOU et al., 2018
Triton X-100 3,3 EDWARDS; LEPO; LEWIS,

2003

Fonte: Autor

Um método que vem ganhando destaque é a biorremediacdo assistida por agentes de
superficie ativa de origem bioldgica, devido ao seu alto poder emulsificante, baixa toxicidade
a alta biodegradabilidade. Esses bioprodutos sdo muito estudados pelo seu potencial para
emulsionar 6leos de diferentes viscosidades, facilitando a degradacao por efeitos naturais, tais
como a biorremediacgdo, sendo por vezes mais eficientes que os surfactantes sintéticos (BEZZA,
CHIRWA, 2015; BHARALI et al., 2018; CAHYANI; ISMAYANA; YANI, 2022; CHAPRAO
et al., 2015; DOS SANTOS et al., 2021; FELIX et al., 2019; FREITAS et al., 2016;
KLOSOWSKA-CHOMICZEWSKA; MEDRZYCKA; KARPENKO, 2013; LUNA et al.,,
2017; MORAIS; ABUD, 2012; SILVA et al., 2018).

2.4 Biorremediacéo

Como expresso anteriormente, a utilizacdo de emulsificantes biolégicos é diversa,
podendo ser aplicados nos mais diversos setores da inddstria. Uma utilizagdo que vem chamado
a atencdo de cientistas é a biorremediacdo onde um emulsificante, ou uma cepa microbiana, é
aplicada em uma area poluida por compostos hidrofobicos para aumentar a biodisponibilidade
desses poluentes para microrganismos degradadores (in situ), ou quando o contaminante é
remediado em reatores fora do local do derramamento (ex situ) (D’ALMEIDA, 2022;
HENTATI et al., 2021; JOSHI; DESAI, 2013; THRONE-HOLST et al., 2006). Em ambos os
casos, utilizagdo de microrganismos originarios do local do acidente é eficiente para processos
de biorremediacdo, j& que ndo ha& necessidade de adaptd-los ao novo habitat, ou o
biossurfactante utilizado ja faz parte da rota metabdlica da biota local (BACH; GUTNICK,
2006; BHARALI et al., 2018).

Nos ultimos anos muitos estudos vém demonstrado o potencial de emulsificantes
bioldgicos na dispersdo de 0leos pesados e contaminantes organicos (ATAKPA et al., 2022;
D’ALMEIDA, 2022; DOS SANTOS et al., 2021; HU et al., 2020; MILAGRE et al., 2018;
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MORAIS; ABUD, 2012). Essa utilizagdo costuma acelerar o processo de biorremediacdo, que
€ 0 processo natural de degradacdo de 6leos e outros poluentes hidrofobicos por acéo
microbiana, que metaboliza essas substancias, convertendo-as em compostos de menor
toxicidade (THRONE-HOLST et al., 2006), requerendo menor energia. Entretanto, apesar da
maior parte dos hidrocarbonetos serem biodegradaveis, a taxa de degradacdo do poluente pode
ser limitada pela baixa biodisponibilidade desses 6leos no meio aquoso devido a
hidrofobicididade dessas substancias (BHARALI et al.,, 2018; RADZUAN; BANAT,;
WINTERBURN, 2017). Assim, a utilizacdo desses agentes de superficie-ativa, exemplificadas
na Figura 1.11, pode atuar na dispersdo e emulsdo de 6leos poluentes e no aumento da sua
biodisponibilidade, potencializando a biorremedia¢do por microrganismos (ZHANG et al.,
2017).

Figura 1.11 - Fluxograma representando o processo de biorremediacdo de derramamento de

petréleo in situ acelerado pela administracdo de bioemulsificantes.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor utilizando a versdo online gratuita de BioRender
(https://www.biorender.com/)
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3 BIOSSURFACTANTES E BIOEMULSIFICANTES

3.1 Definicéo e aplicacbes

Biossurfactantes e bioemulsificantes sdo termos que muitas vezes séo utilizados para se
referir a moléculas com caracteristicas diferentes, mas que tem a funcdo semelhante de
promover e estabilizar emulsdes. O primeiro se refere a moléculas de baixo peso molecular e
com alto poder surfactante, isto €, sdo poderosos agentes de reducdo da tensdo superficial,
enquanto os bioemulsificantes por vezes sao chamados de “biopolimeros” ou “polissacarideos”
devido ao maior peso molecular, e sendo capazes de promover emulsGes mais estaveis que 0s
biossurfactantes mesmo em baixas concentragdes, mas sendo ineficientes na reducgéo da tenséo
superficial (baixa atividade surfactante) (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; THRAEIB et al.,
2022; UZOIGWE et al., 2015).

Essa diferenca molecular entre biossurfactantes e bioemulsificantes vém gerando
guestionamentos na comunidade cientifica, em especial quanto a classificacdo dos
bioemulsificantes, se sdo um grupo de biossurfactantes, ou possuem particularidades
moleculares suficientes para que sejam caracterizados como um grupo distinto (UZOIGWE et
al., 2015).

Biossurfactantes séo classificados de forma diferente aos surfactantes quimicos, sendo
diferenciados pela natureza bioquimica da molécula, assim sendo classificados em dois grupos
principais, pelo seu peso molecular, apresentados na Tabela 1.4. Dentre os biossurfactantes
mais comumente isolados, destacam-se os glicolipideos que contém acucares rhamnose e
trehalose pela féacil producdo e separacdo, e dentre os bioemulsificantes destacam-se 0s
lipoheteropolissacarideos, como o emulsan, por ser um potente agente emulsificante
extracelular (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; MERCALDI et al., 2008).

Produgcdo, caracterizagdo e aplicagdo em biorremediacdo de bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
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Tabela 1.4 - Emulsificantes bioldgicos: classificacdo dos principais grupos, microrganismos

produtores e principais aplicagoes.

. Exemplos de
Tipo de . : e A
Peso molecular microrganismo Utilizacao Referéncias
surfactante
produtores
Baixo Lipopetideos Acinetobacter  Biodegradagéo e BEZZA,;
(Biossurfactantes) sp. D3-2, biorremediacdo. = CHIRWA,
Acinetobacter 2015;
junii B6 MUTAI et
Bacillus subtilis al., 2014;
CN2 OHADI et al.
2018
Glicolipideos Candida Bactericida, GHARAEI et
antarctica, degradacéo de al., 2022;
Shewanella 0leose MEOR. KHADEMO
algae B12, LHOSSEINI
Pseudomonas etal., 2019;
aeruginosa KIM et al.,
HAKO1 2002
Alto (Bioemulsans Lipo- Acinetobacter  Biorremediacdo, ALIZADEH-
ou heteropolissaca  calcoaceticus entrega de SANI et al.,
Bioemulsificantes) rideos RAG-1, medicamentos e 2018;
Acinetobacter emulsificante. =~ MERCALDI
venetianus etal., 2008
RAG-1
Acidos Streptococcus Fortalecimento WICKEN;
Lipoecoico lactis ATCC de interagcOes na EVANS;
9936, superficie KNOX, 1986
Lactobacillus celular
casei NIRD
R094
Lipoglicanos Acinetobacter Emulséo de HYDER,
baumanii 6leos 2015
comestiveis
Proteoglicanos  Acinetobacter Emulséo de PATIL;
junii SC14 6leos CHOPADE,
comestiveis 2001
Lipoproteinas  Acinetobacter ~ Biorremediacdo ZHAO et al.,
beijerinckii ZRS 2016

Adaptado de KHIRE (2010), BANAT et al. (2010) e THRAEIB et al. (2022).

Os biossurfactantes, de baixo peso molecular, costumam ser classificados em

lipopeptideos ou glicolipideos, tendo alta atividade surfactante, diminuindo a tenséo superficial

de meios aquosos consideravelmente, porém suas emulsfes tendem a ser menos estaveis que as

dos bioemulsificantes. Dentre 0s microrganismos produtores de biossurfactantes de baixo peso
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molecular, destaca-se o Bacillus subtilis, um microrganismo capaz de produzir a surfactina,
cuja estrutura estd representada na Figura 1.12, um lipopeptideo ciclico com alto potencial
surfactante e atividade antimicrobiana (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; DE FRANCA et al.,
2022; FELIX et al., 2019; OHNO; ANO; SHODA, 1995).

Figura 1.12 - Estrutura da surfactina, um biossurfactante produzido por Bacillus subtilis.

N e
IY

H3CJ\/2:
0
NH /
HC NH NH
0 H3C
HaC 3 CHj

H

Fonte:  Adaptado de  National Library of  Medicine,  Disponivel em:

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Surfactin, Acesso em 04/01/2023.

Biossurfactantes, como a surfactina de B. subtilis (1 kDa) apresentam massa molecular
consideravelmente menor que bioemulsificantes, como o emulsan (1000-1010 kDa) (KHIRE,
2010; ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018). Entretanto, apesar do peso molecular
consideravelmente menor, os biossurfactantes apresentam algumas caracteristicas moleculares
semelhantes aos bioemulsificantes mais comuns, como a presenca de aminoacidos, a por¢ao
hidrofilica composta por regifes anidnicas e acidos graxos na regido hidrofébica, que no caso

da surfactina é composta predominantemente por acido 3-hidroxi-13-metiltetradecanoico
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(RAJENDRAN; MARAHIEL, 1999). Contudo, biossurfactantes de baixo peso molecular ndo
formam emulsGes estaveis em comparacdo com os bioemulsificantes, devido as caracteristicas
poliméricas destes ultimos, que adicionam maior estabilidade na formacdo de micelas
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021; MUJUMDAR;
JOSHI; KARVE, 2019).

Em derramamentos de petrdleo, biossurfactantes aumentam a efetividade da dispersédo
e a biodisponibilidade do poluente para degradacdo microbioldgica ao diminuir a tensdo
interfacial entre agua e 6leo, facilitando a dispersao de dleo em goticulas, porém sendo menos
eficientes em prevenir a aglomeracdo dessas goticulas, o que diminui a estabilidade das
emulsdes (UZOIGWE et al. 2015).

De forma similar aos biossurfactantes, os bioemulsificantes podem ser utilizados na
dispersdo e degradacdo de poluentes hidrofébicos, mesmo em concentragdes baixas. Entretanto,
diferente dos biossurfactantes, em derramamentos de petréleo essas moléculas assumem a
funcéo especifica de envolver completamente goticulas de 6leo, prevenindo que se aglomerem
novamente, assim caracterizando essas emulsfes como mais estaveis que as formadas com
biossufactantes (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; UZOIGWE et al., 2015). Desse modo, 0s
compostos de superficie-ativa de origem bioldgica podem ser divididos em dois grupos com
funces diferentes: (i) Surfactantes, que sao moléculas capazes de diminuir a tensao superficial
e interfacial de liquidos e (ii) Emulsificantes, que estdo ligados a estabilizacdo de emulsdes.
Entretanto, alguns emulsificantes apresentam atividade surfactante.

Os bioemulsificantes, bioemulsans ou emulsificantes de alto peso molecular, sdo
considerados moléculas multifuncionais, ja que possuem aplicaces em diversos setores da
inddstria, por exemplo, na indUstria farmacéutica como veiculo de entrega de medicamentos
(MERCALDI et al., 2008), tratamento de doencas de pele (ALIZADEH-SANI et al., 2018), e
na industria de alimentos como estabilizantes de emulsdes entre cadeias hidrofébicas (como
gorduras e 0leos vegetais) e agua, e substituto para gema de ovo, por exemplo (ALIZADEH-
SANI et al., 2018; THRAEIB et al., 2022).

Uma forma de classificagdo os bioemulsificantes é através do equilibrio
hidrofilico/lipofilico, ou indice HLB (Tabela 1.5), que define os surfactantes quanto ao uso de
acordo com a inclinacéo dele em relagéo a agua ou 6leo (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002).
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Tabela 15 - Utilizagdo de surfactantes com diferentes valores de equilibrio
hidrofilico/lipofilico (HLB).

indice HLB Utilizagéo
<3 Agentes anti-espuma
3-8 Emulsificantes dgua/dleo
7-10 Agentes umidificantes
8-16 Emulsificantes 6leo/agua
13-16 Detergentes
16-19 Agentes solubilizantes

Fonte: Adaptado de BANAT et al. (2021)

Entretanto uma aplicacdo que tem chamado a atencdo da comunidade cientifica é
potencial dessas biomoléculas na remocdo de contaminantes em areas afetadas apos
derramamentos de petréleo (BEZZA; NKHALAMBAYAUSI CHIRWA, 2015; BHARALI et
al., 2018; CAHYANI; ISMAYANA: YANI, 2022; CHAPRAO et al., 2015; D’ALMEIDA,
2022; DOS SANTOS et al., 2021; LUNA et al., 2017; MORAIS; ABUD, 2012; SILVA et al.,
2018). O potencial dessas biomoléculas na remediacdo de contaminagdes se mostrou promissor
em relacdo aos surfactantes quimicos, devido ao seu alto poder emulsificante e sua baixa
toxicidade, assim reduzindo a necessidade de surfactantes quimicos, que sao agressivos ao meio
ambiente (CHAPRAO et al., 2015; FELIX et al., 2019; SILVA et al., 2018; ZENGEL et al.,
2022).

Em derramamentos de petrdleo, os bioemulsificantes agem envolvendo goticulas de
6leo, formando emulsdes e prevenindo a aglomeracdo desses hidrocarbonetos, processo
conhecido como solubilizacdo micelar, que também aumenta a biodisponibilidade dos 6leos
para a microbiota, sendo um mecanismo de acdo diferente dos biossurfactantes (UZOIGWE et
al., 2015). Esses bioprodutos podem conferir aderéncia celular aos microrganismos produtores,
0 que €é essencial para a degradacédo de fontes de carbono hidrofébicas, como hidrocarbonetos,
presentes em alguns substratos, assim essas células costumam ser eficientes em processos de
biorremediagédo (SATPUTE et al., 2010).

Apesar desse potencial a maior parte dos surfactantes utilizados na remediacéo de areas
contaminadas sdo de origem sintética (ARNOLD et al., 2022). Isso se da devido ao maior custo

de producdo por rotas bioldgicas e a ineficiéncia de alguns métodos de purificagéo, entretanto
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novos avancos vém sido feitos na &rea, como a utilizacdo de microrganismos isolados de
ambientes com alta presenca de hidrocarbonetos, fontes de carbono alternativas e de baixo
custo, e o estudo de novas formas de purificacdo (BANAT et al., 2021; CHAMANROKH et
al., 2008; CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; KEZRANE et al., 2020; KOUTINAS et al., 2021;
ROCHA et al., 2006).

3.2 Toxicidade dos dispersantes biologicos

A toxicidade de um surfactante é importante para sua aplicacéo, ja que a utilizacdo de
tratamentos agressivos pode ter consequéncias duradouras na fauna e flora desses locais ja
fragilizados (DUKE, 2016; ZENGEL et al., 2022). Enquanto surfactantes quimicos, como
Triton X-100, ndo sdo biodegradaveis, os emulsificantes bioldgicos costumam ser, isto é,
persistem menos tempo no ambiente, assim causando menos impactos na regido de aplicacao.
Biossurfactantes e bioemulsificantes se mostram facilmente assimilados por microrganismos
degradadores, apresentando biodegradabilidade de duas a trés vezes maior que dispersantes
sintéticos como dodecil sulfato de sodio (SDS) (KIM et al., 2002). Assim, devido aos baixos
impactos causados por essas substancias, varios bioemulsificantes foram licenciados pela
Organization for Animal Health e World Health Organization para utilizacGes diversas,
inclusive nutricionais (THRAEIB et al., 2022).

Devido a sua estrutura polimérica, bioemulsificantes em geral formam micelas com
menores cargas eletrostaticas, também causam menos efeitos em organismos locais sem
diminuir seu poder emulsificante, podendo ser utilizados em conjunto com outras técnicas,
como a adsor¢do de particulas de 6leo (BARROS et al., 2014; HUA et al., 2003). Assim, 0s
bioemulsificantes sdo uma alternativa direta aos emulsificantes sintéticos para biorremediacdo,
pois aumentam a interacdo entre &gua e fontes hidrofébicas, diminuindo o tamanho das

goticulas, podendo ser utilizados em distancias menores da costa sem causar efeitos colaterais.

Experimentos apontam que biossurfactantes somente comegam a afetar fibroblastos de
ratos em concentracGes 500 vezes maiores que dos alquilbenzeno sulfonados, surfactantes
quimicos altamente toxicos, e também possuem toxicidade aguda menor que o Triton X-100
(KEOSOWSKA-CHOMICZEWSKA; MEDRZYCKA; KARPENKO, 2013). Outros autores
avaliaram a toxicidade de emulsificantes bioldgicos obtidos de Pseudomonas sp. para aplicacdo
como cosméticos, pela avaliacdo da cicatrizacdo em ratos, e 0S autores reportaram que 0

composto avaliado néo apresentaram mortalidade ou efeitos adversos (HENTATI et al., 2021).

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
Isolada de Amostras de Petréleo



57
Capitulo 1 D’Almeida, A. P.

Adicionalmente, outras pesquisas avaliaram a toxicidade de biossurfactantes
diretamente em organismos marinhos, identificando que biossurfactantes de Bacillus,
Streptomyces e Pseudomonas apresentam toxicidade moderada para larvas de Artemia
franciscana em concentragdes acima de 300 mg L%, e o emulsificante bioldgico de Halomonas
apresentou alta toxicidade em 500 mg L™, sem apresentar efeitos hemoliticos em células
humanas (PATINO et al., 2021). Um estudo de biossurfactantes de B. subtilis expds larvas de
Artemia salina e sementes de Lactuca sativa a este composto para determinacao de cito e
fitotoxicidade pelo método CLsp, e 0s resultados apontaram concentracéo letal (CLso) de 612,27
mg L e somente em concentragdes altas (500 mg L) houve impacto no desenvolvimento de
Lactuca sativa, apontando um indice de germinacdo menor que 80% e nenhuma alteracdo em

raizes ou toxicidade sobre microcrustaceos foi observada (FELIX et al., 2019).

Assim, para que um emulsificante bioldgico seja utilizado como agente biorremediador,
€ necessario que sua ecotoxicidade seja baixa, para que seja utilizado com seguranga em
manguezais e estuarios, e que possua alta estabilidade, mantendo as emulsdes tempo o

suficiente para que o 6leo seja metabolizado ou coletado por adsorventes.

3.3 Producao de biocompostos de superficie-ativa

Os produtores de emulsificantes biolgicos podem ser divididos em trés categorias, a
depender do tipo de substrato utilizado na producdo (AMARAL et al., 2006; LIN, 1996;
ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018, THRAEIB et al., 2022): (i) os que produzem
biomoléculas de forma induzida apenas na presenca de alcanos, como 0 género
Corynebacterium, (ii) as que produzem emulsificantes na presenca de substratos
exclusivamente hidrossoltveis, como o género Bacillus, e (iii) aqueles que produzem
bioprodutos tanto em substratos hidrossollveis quanto induzidos pela presenca de alcanos,
como as bactérias do género Acinetobacter e Pseudomonas. No caso das leveduras, a produgéo
normalmente ocorre na presenca de substratos lipossoltveis (CHAPRAO et al., 2015;
THRAEIB et al., 2022), apresentados na Tabela 1.6.
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Tabela 1.6 - Exemplos de microrganismos produtores de emulsificantes biologicos.

Tipo de Género Substrato Referéncias
Microrganis
mo
Bacteérias Acinetobacter Etanol, 6leo vegeta, CHAMANROKH
petrdleo e suco de et al., 2008;
caju MOSHTAGH,;
HAWBOLDT;
ZHANG, 2021,
ROCHA et al.,
2006
Bacillus Glicerol, 6leo DE FRANCA et al.,
pesado, 6leo 2015; FELIX et al.,
vegetal, soro de 2019; ZHANG;
leite, suco de caju  FENG; XUE, 2022
Pseudomonas Oleo vegetal, suco  KHADEMOLHOS
de caju SEINI et al., 2019;
ROCHA et al.,
2014; SILVA et al.,
2018
Rhodococcus Glicerol, n-alcanos CIAPINA et al.,
e petréleo 2006; HU et al.,
2020; KIM et al.,
1990
Vibrio Petroleo HU; WANG;
WANG, 2015;
MANEERAT,;
PHETRONG, 2007
Leveduras Candida Hidrocarbonetos e CHAPRAO et al.,
residuos 2015; HUA et al.,
agroindustriais 2003; LIRA et al.,
2020
Kluyveromyces Lactose LUKONDEH;
ASHBOLT;
ROGERS, 2003
Saccharomyces Glicose CAMERON;
COOPER,;
NEUFELD, 1988
Fungos Aspergillus Extrato de malte e

Filamentosos

SPERB et al., 2018
o0leo de soja

Trichoderma

Fonte: Autor

Glicose PIEGZA et al.,

2021

Cepas isoladas de derramamentos de petréleo, estrategicamente, sdo comumente
aplicadas para a producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes. Alguns microrganismos
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capazes de produzir emulsificantes potentes e com alto poder de metabolizagcdo de compostos
organicos sad citados na literatura como Alcanivorax (MANEERAT; PHETRONG, 2007),
Pseudomonas (LIU et al., 2017), Bacillus (ZHANG et al.,, 2018) e Acinetobacter
(CHAMANROKH et al., 2008; MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021).

Para identificar a producdo de biossurfactante e/ou bioemulsificantes em um meio pode-
se aplicar uma gama de técnicas, como o avaliar o aumento da atividade emulsificante do meio
de producdo (no caso de producao extracelular) e a diminuicao da tenséo superficial do meio
(IQBAL; KHALID; MALIK, 1995; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019). Outros métodos
mais especificos podem ser aplicados em placas de Petri para detec¢do de ramnolipideos, como
a utilizacéo de agar sangue (JOHNSON; BOESE-MARRAZZO, 1980), agar brometo de cetil
triamonio (CTAB) (SIEGMUND; WAGNER, 1991), ensaios de orcinol (BHARALI et al.,
2018) e testes de area de zona limpa (DOS SANTOS et al., 2021).

O tipo de emulsificante biolégico produzido dependera tanto das caracteristicas
filogenéticas da espécie em questdo, como caracteristicas do meio de cultura, como do substrato
utilizado como fonte de carbono, fonte de nitrogénio (NH4*, NO3", aminoacidos ou ureia), e da
abundancia ou auséncia de fatores de crescimento (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; FATAJEVA
etal., 2014).

Existem diferentes formas de se produzir emulsificantes bioldgicos, variando de cepa
para cepa. Por exemplo, no caso de fungos filamentosos foi observada a producdo de
biossurfactantes tanto em fermentacdo em estado sélido (PIEGZA et al., 2021), quanto em
fermentacdo submersa (FS) (SPERB et al., 2018).

A temperatura, fator importante para a manutencdo da atividade das enzimas presentes
em microrganismos, também pode variar. Autores reportaram a producdo de biossurfactantes
em temperaturas inferiores a 30 °C para Rhodococcus erythropolis (LUONG et al., 2018),
Candida sphaerica (SANTOS et al., 2020), Candida lipolytica (LIRA et al., 2020) e Serratia
marcescens (DOS SANTOS et al., 2021), e temperaturas iguais ou superiores a 30 °C foram
observadas para Acinetobacter venetianus (D’ALMEIDA, 2022), Acinetobacter calcoaceticus
(ROCHA et al., 2006), Pseudomonas aeruginosa (ROCHA et al., 2014), Pseudomonas
fluorescens (PEEKAT & ABU, 2017), Mycobacteria (IVANOVA et al. 2016) e Bacillus
subtilis (DE FRANCA et al., 2022). O que é um indicativo na alta variedade de meios de

culturas disponiveis para a producdo de emulsificantes biologicos.
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O pH do meio também é de grande importdncia para a manutencdo da cepa.
Normalmente a producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes ocorre em pH neutro
(D’ALMEIDA, 2022; DE FRANCA et al., 2022; ROCHA et al., 2014), entretanto alguns
microrganismos sao capazes de produzir bioemulsificantes em meios acidificados, como
Pseudomonas fluorescens (PEEKAT & ABU, 2017) e Mycobacteria (IVANOVA et al. 2016).

A salinidade do meio também €& um parametro a ser considerado na producdo de
bioemulsificantes, estando diretamente ligada ao local de isolamento e espécie da cepa.
Microrganismos como Pseudomonas aeruginosa (ROCHA et al., 2007) e Rhodococcus
erythropolis (LUONG et al. 2018) podem produzir biossurfactantes na auséncia de NaCl,
porém muitos outros microrganismos podem necessitar desse sal na composi¢do do meio em
concentracio entre 1-10 g L™, como Bacillus subtilis (DE FRANCA et al., 2022; FELIX et al.,
2019), Acinetobacter calcoaceticus (MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021),
Acinetobacter venetianus (D’ALMEIDA, 2022) e Serratia marcescens (DOS SANTOS et al.,
2021).

Apesar da grande variedade de condi¢6es de meio de producéo, os baixos rendimentos
obtidos na producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes por métodos tradicionais diminui
a utilizacdo industriais desses compostos, a utilizacdo de substratos alternativos de baixo custo
vem otimizando a incentivando a produ¢do em escala industrial. Um dos tipos de substrato mais
comuns para a producdo de biossurfactante é a utilizacdo de residuos agroindustriais, como
matéria-prima agricola (PANILAITIS et al., 2007), suco de caju (ROCHA et al., 2006), 6leo
vegetal (CHAMANROKH et al.,, 2008), glicerol (DE FRANCA, 2014) e efluentes
agroindustriais (GAUTAM; TYAGI, 2006). A utilizacdo de hidrocarbonetos e fontes de
carbono mais complexas, como petrdleo, também ¢é utilizada, em especial na producdo de
emulsificantes complexos como o emulsan de Acinetobacter (CHAMANROKH et al., 2008;
HASSANSHAHIAN; EMTIAZI; CAPPELLO, 2012; PHETRONG; H-KITTIKUN;
MANEERAT, 2008; THRONE-HOLST et al., 2006).

Dentre os muitos microrganismos produtores de emulsificantes bioldgicos, o género
Acinetobacter vem se destacando pela sintetizacdo de emulsificantes de alto peso molecular,
potentes agentes emulsificante e baixa toxicidade, em especial o emulsan, um lipo-
heteropolissacarideo polimérico com grande potencial para derramamento de petroleo mesmo
em baixas concentracdes (MERCALDI et al., 2008; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019).
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3.4 Género Acinetobacter e 0 emulsan

O género Acinetobacter compreende uma gama de microrganismos gram-negativos,
estritamente aerdbios, com formato de cocobacilo, iméveis, de oxidase-negativa, que ocorrem
em ambientes marinhos, solo e até pele humana (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019),
capazes de metabolizar diversas fontes de carbonos, como petréleo cru (CHAMANROKH et
al., 2008), suco de caju (ROCHA et al., 2006), hidrocarbonetos (PHETRONG; H-KITTIKUN,;
MANEERAT, 2008), etanol (CHAMANROKH et al., 2008; ORTEGA-DE LA ROSA et al.,
2018), residuos agroindustriais (PANILAITIS et al.,, 2007) e Oleos comestiveis
(CHAMANROKH et al., 2008; HYDER, 2015).

Esses microrganismos podem produzir uma série de emulsificantes biolégicos, como
emulsan (A. calcoaceticus RAG-1 e A. venetianus RAG-1) (CHAMANROKH et al., 2008;
D’ALMEIDA, 2022; SU; CHEN; LIN, 2009), biodispersan (A. calcoaceticus A2)
(ROSENBERG et al., 1988) e alasan (A. radioresistens KA53) (NAVON-VENEZIA et al.,
1995), considerados emulsificantes potentes e com utilizacdes nas industrias farmacéuticas, de
alimentos e em remediacdo de derramamento de petréleo (ALIZADEH-SANI et al., 2018;
MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019). Dentre esses bioemulsificantes, destacam-se aqueles
de alto peso molecular (>1000 kDa), os expolissacarideos, como emulsan e seus analogos.
Esses compostos costumam apresentar alto potencial emulsificante, sendo compostos

polianidnicos, constituidos por proteinas, acidos graxos e carboidratos.

Assim, a producdo desses compostos ja foi muito estudada cientificamente, entretanto
poucos estudos exploraram analises de purificacdo e caracterizacdo desses compostos, sendo
um dos grandes gargalos para a producdo desses biocompostos em escala industrial. Na Tabela
1.7 sdo apresentadas cepas de Acinetobacter produtoras de bioemulsificantes, principalmente o
emulsan, bem como as técnicas de separacdo, purificacdo e caracterizacdo aplicados pelos

autores.
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Tabela 1.7 - Microrganismos do género Acinetobacter produtores de bioemulsificantes, condi¢des de cultivo e métodos de separagdo do bioproduto

(continua).
Microrganismo Fonte de Fonte de  Temperatura  Agitacio Método fie Meétodo de Métf’flos Referéncias
Carbono Nitrogénio Separacao Purificaciio Analiticos
Acinetobacter Glicerol e NaNO3 30°C 200 rpm Precipitagdo  Ultrafiltracao FT-IR ORTEGA-DE LA
bouvetii Hexadecano Alcdolica 1 ROSA et al. 2018
UAM25 HRMN
Acinetobacter Caldo de - 37°C 150 rpm Sulfato de - FT-IR AMANI, 2017
calcoaceticus Lisogenia Amonio !
RAG-1 H RMN
Acinetobacter Oleo de NaNO3 37°C 120 rpm Sulfato de - Atividade AMANI &
calcoaceticus Girassol Amonio Emulsificante KARIMINEZHAD
PTCC 1318 2016
Acinetobacter  Hexadecano  (NH4)2SO4 15°C 120 rpm Condensacao Coluna de FT-IR ZHAO et al. 2016
beiierinckii < Filtracs
ey;gréc ii a vacuo i éaecigo a MALDL
TOF/TOF
'H RMN
13C RMN
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Tabela 1.7 - Microrganismos do género Acinetobacter produtores de bioemulsificantes, condi¢des de cultivo e métodos de separacdo do bioproduto

(continuacéo).

Acinetobacter Oleo de Extrato de 30 °C 120 rpm Extragcdao com - Quantificacio  HYDER, 2015
baumanii AC5 oliva, Levedura Solventes
girassol, Carboidratos e
milho,
gergelim,
Gasolina e
Oleo diesel
Acinetobacter Etanol (NH4)2S04 30°C 250 rpm Sulfato de Fenol Quente BARNHART et al.
venetianus Amonio 2012
RAG-1
Acinetobacter  Etanol, Oleo  (NH4)2SOq4 30 °C 200 rpm Sulfato de  Extragdo com CHAMANROKH
calcoaceticus de Sojae Amonio Eter etal 2010
RAG-1 Petroleo
Acinetobacter Etanol (NH4)2SO4 30 °C 175 rpm Precipitacdo  Lavagem com M¢étodo Fenol-  SU et al. 2009
venetianus Alcdolica Etanol
RAG-1 Sulfurico e
Cromatografia
Acinetobacter Etanol (NH4)2S04 30°C 250 rpm Sulfatode  Fenol Quente Cromatografia MERCALDI et al.
venetianus Amonio Gasosa e SDS- 2008
RAG-1
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Tabela 1.7 - Microrganismos do género Acinetobacter produtores de bioemulsificantes, condi¢des de cultivo e métodos de separacdo do bioproduto

(continuacéo).

Acinetobacter  Heptadecano =~ NH4NOs, 30°C 200 rpm Precipitacdo - - (PHETRONG:; H-
calcoaceticus (NH4)2SO4 ¢ Alcoolica KITTIKUN;
subsp. NH4HCOs3 MANEERAT,
anitratus SM'7 2008)
Acinetobacter ~ Carboidratos  (NH4)2SO4 30°C 250 rpm - - Atividade  PANILAITIS et al.
venetianus de Sojae Emulsificante 2007
RAG-1 Etanol
Acinetobacter Etanol (NH4)2S04 30 °C 250 rpm Sulfato de  Extragdio com YFRMN  JOHRI et al. 2003
calcoaceticus Amonio Eter
RAG-1
Acinetobacter Acido (NH4)2S04 30 °C 250 rpm Sulfato de  Extracdo com Cromatografia JOHRI ef al. 2002
calcoaceticus Palmitico e Amonio Eter Gasosa e
RAG-1 Estearico Cromatografia
de Permeagao
em Gel
Acinetobacter Acidos (NH4)2S04 30°C 250 rpm Sulfato de ~ Fenol Quente Espectrometria PANILAITIS et al.
calcoaceticus ~ Graxos com Amonio de Massa e 2002
RAG-1 Etanol Cromatografia

de Permeacéo
em Gel
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Tabela 1.7 - Microrganismos do género Acinetobacter produtores de bioemulsificantes, condi¢des de cultivo e métodos de separacdo do bioproduto

(concluséo).

Acinetobacter Acidos (NH4)2S04 30°C 250 rpm Sulfato de  Extracdo com Cromatografia GORKOVENKO

calcoaceticus Graxos Amonio Eter Gasosa etal. 1997
RAG-1

Acinetobacter Etanol (NH4)2S04 30°C 180 rpm - - Meétodo Fenol-  CHOI; CHOI;

calcoaceticus Acido LEE, 1996
RAG-1 Sulfarico
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O emulsan, apresentado na Figura 1.13, um lipo-heteropolissacarideo polianiénico, é
capaz de emulsionar substancias hidrofébicas de cadeia grande mesmo em concentracfes
pequenas, formando emuls@es estaveis, destacando-se entre os emulsificantes bioldgicos, pode
ser produzido a partir de fontes de carbono alternativas como hidrocarbonetos (PHETRONG;
H-KITTIKUN; MANEERAT, 2008), 6leos (CHAMANROKH et al., 2008), subprodutos e
residuos agro industriais, como o suco de caju (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019;
PANILAITIS et al.,, 2007; ROCHA et al., 2006). Essa substancia é formada por
aproximadamente 80% (m/m) lipopolissacarideo e 20% exopolissacarideo de alto peso
molecular, sendo a massa da unidade monomérica 1kDa, e seu peso molecular total
aproximadamente 1000 kDa, diminuindo para 41-250 kDa em sua forma livre de proteinas,
chamada de “apoemulsan” (BARNHART et al., 2012; DAMS-KOZLOWSKA et al., 2008;
KHIRE, 2010; MERCALDI et al., 2008; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; ORTEGA-
DE LA ROSA et al., 2018; PIROG; LUTSAI; MUCHNYK, 2021; THRAEIB et al., 2022). As
caracteristicas do meio de producdo como a fonte de carbono influenciam no potencial
emulsificante, na estabilidade do produto e nas caracteristicas fisico-quimicas do composto,
gue pode apresentar alta estabilidade em uma grande variedade de pH (3-12) e HLB maior que
10, indicado para formulacdo de emuls6es 6leo/agua (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019;
OHADI et al., 2018; PANILAITIS et al., 2007).
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Figura 1.13 - Molécula de emulsan, biopolimero de Acinetobacter, ressaltando as diversas
regides e funcbes da molécula.
Porcdo Apolar

Porcéo Polissacaridica
Acidos
OH
Graxos
0] o
n
H

& i&? s

B >_27 Porcéo Proteica
Porcéo Polar

NH

H3C \
0]

Fonte: Adaptado de AMANI (2017) e DESAI & BANAT, 1997

Apesar de complexo e de apresentar caracteristicas poliméricas, o0 emulsan é composto

por duas porgdes, assim como outros emulsificantes, uma hidrofdbica, formada por acidos
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graxos, que podem variar em tamanho de cadeia e saturagdo (BARNHART et al., 2012; DESAI,
BANAT, 1997; NAKAR; GUTNICK, 2001), e uma hidrofilica, composta por trés
monossacarideos: N-acetil-D-galactoseamina, acido D-galacturénico e diamina-6-dioxi-D-
glicose, que representam a porcdo mais caracteristica dos emulsificantes do emulsan
(BARNHART et al., 2012; CHAMANROKH et al., 2010; MERCALDI et al., 2008). Esse
composto emulsificante foi identificado pela primeira nos anos 70, sendo extraido de
Arthrobacter sp. (atualmente renomeada como Acinetobacter venetianus RAG-1), cepa capaz
de degradar hidrocarbonetos pela acdo de enzimas alcano hidroxilases (MERCALDI et al.,
2008; THRONE-HOLST et al., 2006). Em décadas mais recentes a producdo de emulsan foi
realizada principalmente por cepas de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 (CHAMANROKH
et al., 2008; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; PANILAITIS et al., 2007; ROCHA et al.,
2006), entretanto pesquisas revelaram que a cepa apresenta as mesmas caracteristicas
fenotipicas da Acinetobacter venetianus RAG-1 (VANEECHOUTTE et al., 1999).

A rota metabdlica da A. venetianus foi estudada por autores anteriores, sendo um
microrganismo com grande potencial para degradacdo de hidrocarbonetos por enzimas AlkB1
e AlkB2 (BACH; GUTNICK, 2006; LIU et al., 2021; NAKAR; GUTNICK, 2001; THRONE-
HOLST et al., 2006) e, apesar de variar de acordo com cada espécie do género, esse
microrganismo parece ter predilecdo por moléculas maiores e mais complexas, como 6leo
diesel (C14-C20), 0s quais a célula adere com a formagao de uma camada de polissacarideos que
confere a ela elevado poder surfactante, por vezes sendo classificada como biossurfactante
particulado (BALDI; PEPI; CAPONE, 2003; MERCALDI et al.,, 2008; NITSCHKE;
PASTORE, 2002). Também se identifica a presenca de esterases antecedendo a formacao de
emulsificantes, mediando a liberacdo de emulsan pela célula, assim sendo possivel inferir que
se trata de um bioproduto extracelular, no qual o emulsan é um veiculo para o transporte da
fonte de carbono, em especial n-alcanos, que sdo captados e levados ao interior da célula por
vesiculas extracelulares (FONDI et al., 2012; NITSCHKE; PASTORE, 2002). A produgéo
desse biopolimero costuma comecar a ocorrer no fim da fase exponencial (log), continuando de

forma acelerada na fase estacionaria do crescimento celular (ROSENBERG et al., 1988).

Assim, a producdo de emulsan no interior da célula, ilustrada na Figura 1.14, ocorre a
partir da acetilacdo de acucares hidrossollveis, como a frutose, para a geracdo de amino
acucares, que apos etapas de acetilacdo, transamidificacao, transesterificacao e polimerizagéo,

irdo formar os monossacarideos que compdem a cadeia principal de isbmeros de emulsan, sendo

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
Isolada de Amostras de Petréleo



69
Capitulo 1 D’Almeida, A. P.

em seguida liberado para o meio extracelular (NAKAR; GUTNICK, 2001). Uma vez no meio
extracelular, o emulsan ird atuar na emulsdo de hidrocarbonetos, que serdo conduzidos a interior
da célula por enzimas de transporte de alcanos (AIKL) atraves vesiculas de transporte (FONDI
et al., 2012; KOTHARI et al., 2016). A degradacao de hidrocarbonetos no interior de células
de Acinetobacter venetianus foi descrita por Kothari et al. (2016), na qual enzimas alcano
hidroxilase (AIkM), rubredoxina (AIkG) e rubredoxina redutase (AIKT) irdo agir na adi¢do de
hidroxilas a cadeia carbonica, convertendo-a em alcoois de cadeia longa, que em seguida seréo
convertidos novamente em aldeidos e é&cidos carboxilicos por acdo de enzimas alcool
dehidrogenase (AlkJ) e aldeido dehidrogenase (AlkH). Por fim, acil-coenzima A sintetase
(AIKK) inciardo a oxidacdo de acidos graxos por acetil-coenzima carboxilase pelo ciclo de
Krebs.

Figura 1.14 - Rota metabdlica da producdo de emulsan e degradacdo de hidrocarbonetos no

interior de microrganismos do género Acinetobacter

Membrana celular % 4

K “ 4 - Acil-CoA
: ) Acil graxos ci-t0
" g 2 & Sintetase
AlRM AlkT AlKH AlK g Oxidagao de - /
Emulsan AIKG Acidos graxos
AlkT . Acil-CoA \
% g g d Sintetase
. Acetil-CoA
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Transesterificacdo
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Fonte: Adaptado de Nakar & Gutnick, 2001 e Kothari et al. 2016.

Como agente emulsificante, o emulsan é mais eficaz para emulsionar cadeias grandes e
misturas de hidrocarbonetos, ndo sendo tdo eficiente em estabilizar emulstes de cadeias
pequenas, como pentano e hexano (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019), tendo um grande

potencial na remediacdo de derramamento de petroleo pelo alto poder como agente dispersante
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de 6leos pesados, auxiliando na biorremediacdo desses hidrocarbonetos, que em geral séo de
cadeia longa (BEZZA; NKHALAMBAYAUSI CHIRWA, 2015; BHARALI et al., 2018;
CAHYANI; ISMAYANA; YANI, 2022; CHAPRAO et al., 2015; D’ALMEIDA, 2022; DOS
SANTOS et al., 2021; LUNA et al., 2017; MORAIS; ABUD, 2012; SILVA et al., 2018).

Dentre as aplica¢fes do emulsan, destacam-se a remediacéo de poluentes organicos, na
industria do petroleo como aditivo na recuperacdo microbiana avancada de 6leo (MEOR, em
inglés) e limpeza de tanques, na industria cosméticas como cremes, locGes, sabdes e shampoos,
na industria de alimentos, de agricultura e na farmacéutica como veiculo de administragdo de
vacinas (MERCALDI et al., 2008; PATIL; CHOPADE, 2001; ROCHA et al., 2006; THRAEIB
et al., 2022).

Um importante passo para a utilizagdo efetiva de emulsificantes produzidos a partir de
agentes bioldgicos é a sua recuperacdo do meio e posterior purificacdo, etapa denominada de
dowstream. Os métodos de purificacdo mais utilizados para a precipitacdo de emulsan
costumam ser a precipitacdo de proteinas por sulfato de amonio (CHAMANROKH et al.,
2008), que consistem na precipitacdo de moléculas de alto peso molecular pela satura¢do do
meio, e tem a vantagem de ndo degradar o bioproduto, sendo muito utilizada na quimica fina
para precipitacdo de moléculas proteicas. A precipitacdo por etanol também € aplicada para a
separacao desse composto devido suas caracteristicas polissacaridicas e seu alto peso molecular
(MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; NOHATA; AZUMA; KURANE, 1996; PHETRONG;
H-KITTIKUN; MANEERAT, 2008), consistindo na alteracdo das forcas idnicas de um meio,
diminuindo a solubilidade de um composto pela adi¢do de alcoois ou cetonas. ApGs processos
de separacao e purificacdo, o emulsan costuma apresentar baixa solubilidade em meio aquoso,
porém seu potencial emulsificante é elevado mesmo em baixas concentragdes (MERCALDI et
al., 2008).
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE BIOEMULSIFICANTE DE Acinetobacter venetianus USANDO
GLICOSE COMO FONTE DE CARBONO

RESUMO

Bioemulsificantes s8o moléculas produzidas por rota biolégica, com alto potencial
emulsificante e baixa toxicidade, sendo aplicaveis em diversas industriais, como farmacéutica,
de alimentos e de petroleo. Assim, neste capitulo da presente dissertacdo otimizou-se a
producdo de bioemulsificantes por Acinetobacter venetianus AMO1502 usando glicose como
fonte carbono, avaliando a temperatura (25-40 °C), pH (4-10) e concentracdo de NaCl (0-35 g
L) do meio de cultura e estudou-se os melhores métodos de separacéo (acido, etanol ou sulfato
de aménio) e pre-purificacdo (etanol-salting out, fenol quente e extracdo com éter) para a
caracterizacdo da biomolécula. Apds, realizaram-se ensaios para avaliar a estabilidade do
bioproduto frente & salinidade (0-50 g L), pH (2-10) e variag@es de temperatura (60-120 °C),
e para determinar sua fitotixicidade em sementes de manjericdo (Ocimum basilicum) e couve
(Brassica oleracea) e citotoxicidade (Artemia salina). Posteriormente, o potencial do
bioemulsificante como agente biorremediador foi verificado na dispersdo de 6leo em ambiente
marinho, solo arenoso e rochas contaminadas. A cepa apresentou maior crescimento celular e
producio de bioemulsificante a 30 °C, pH neutro e concentragido de NaCl de 3 g L. A
precipitagdo por etanol absoluto 2:1 (etanol: meio livre de células) foi a mais adequada para a
recuperacdo do bioproduto. A pré-purificacdo por etanol-salting out se mostrou eficiente para
a separacdo do biocomposto, apresentando concentragdo micelar critica (CMC) de
aproximadamente 100 mg L™ apds o processo. Andlises de FT-IR, MALDI-TOF/TOF e 'H
RMN indicaram a producdo de uma biomolécula com caracteristicas similares ao emulsan, um
bioemulsificante produzido por outras cepas de Acinetobacter venetianus, com massa da
unidade monomérica de 1099 Da. O agente de superficie-ativa produzido apresentou alta
estabilidade, quanto ao seu poder emulsificante, em concentragdes altas de NaCl (até 50 g L™),
em diferentes pH (4-8) e em temperaturas altas (120 °C por até 120 minutos). Em nenhum dos
experimentos realizados o indice de germinacdo das sementes avaliadas foi menor que 80% e
a concentragdo letal (CLso) foi calculada como 5795 mg L, o que é indicativo da baixa
toxicidade do bioproduto. O bioemulsificante produzido em sua forma bruta foi eficiente na
dispersdo de 6leo na superficie, apresentando area de dispersao de 6leo de 50 cm?, e dispersando
até 12% da massa de petréleo em ambiente marinho, em especial hidrocarbonetos com cadeia
entre C2-Cas. O bioemulsificante também foi capaz de reduzir a massa de 6éleo de motor
contaminante em areia em aproximadamente 25%, e de reduzir as manchas de rochas
contaminas. Assim, o bioemulsificante produzido apresentou alta eficiéncia em processos de
dispersdo e baixa toxicidade, um indicativo do seu alto potencial para aplicagédo em processos
de remediacdo ambiental.

Palavras-Chave: Acinetobacter, agente de superficie-ativa, biorremediagdo, ecotoxicidade,
emulsan.
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1 INTRODUCAO

Bioemulsificantes sdo substancias anfipaticas, compostas por uma regido polar e outra
apolar, o que promove a interagdo entre substancias hidrofilicas e hidrofébicas, como &gua e
oleos, assim formando emulsdes (KHIRE, 2010). Esse potencial para a formacdo de emulsdes
¢ de grande interesse industrial para a aplicacdo em alimentos, farmacos e limpeza de
contaminantes organicos, como € o caso de desastres ambientais (THRAEIB et al., 2022).
Assim, novas pesquisas tém buscado otimizar a producao desses agentes de superficie-ativa de
origem bioldgica, que além de tdo eficientes quanto as opg¢des sintéticas, apresentam menor
toxicidade e maior biodegradabilidade (DE FRANCA et al., 2022; FELIX et al., 2019;
MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021).

A utilizacdo de bioemulsificantes em remediacdo de contaminantes organicos, como
petréleo, j& é bem reportada na literatura, sendo um indicativo da eficiéncia desses
emulsificantes bioldgicos como agentes biorremediadores (ATAKPA et al., 2022;
D’ALMEIDA, 2022; DOS SANTOS et al., 2021; HU et al., 2020; MILAGRE et al., 2018;
MORAIS; ABUD, 2012).

Esses emulsificantes bioldgicos costumam ser produzidos a partir de cepas de
microrganismos degradadores de petroleo, em especial aqueles isolados de ambientes
contaminados por hidrocarbonetos (CHAMANROKH et al., 2008; MOSHTAGH;
HAWBOLDT; ZHANG, 2021). Os microrganismos do género Acinetobacter se destacam pela
abundancia em ambientes contaminados e pela producao de um eficiente bioemulsificante, com
maior estabilidade que de outros emulsificantes bioldgicos de baixo peso molecular, conhecido
com emulsan (CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; KHIRE, 2010; MERCALDI et al., 2008;
THRAEIB et al., 2022). Esse agente de superficie-ativa € um lipoheteropolissacarideo, de alto
peso molecular (1000-1010 KDa) e alto poder emulsificante, com aplicagdes ndo apenas em
remediacdo de derramamentos de petrdleo, mas também nas industrias de alimentos,
farmacéutica e de cosmético devido a sua estabilidade e baixa toxicidade (MERCALDI et al.,
2008; ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018; ROCHA et al., 2006; THRAEIB et al., 2022;
VAZQUEZ-VAZQUEZ et al., 2017). Entretanto, a utilizacio desses agentes de superficie-ativa
de origem bioldgica € escassa, carecendo de estudos que busquem novas formas de recuperacao

e de aplicacdo desses bioprodutos.
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Assim, este capitulo apresenta um estudo sobre producdo de bioemulsificantes a partir
de uma cepa de Acinetobacter venetianus, utilizando-se meio de cultivo contendo apenas
glicose como fonte de carbono. Apds a producdo o bioproduto foi separado, caracterizado e

aplicado como agente biorremediador.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Reagentes

Fosfato de sodio (Na:HPO4-7H20) e glicose foram obtidos da Neon Comercial®
(Suzano, SP); acido cloridrico (HCI), acido fosforico (HsPOa4), bérax (Na2B4O7-10H20), cloreto
de sddio (NacCl), etanol, fosfato de potassio (KH2PO4), hidroxido de sodio (NaOH), nitrato de
cobalto (Co(NO3)2:6H20), sulfato de amonio ((NH4)2S04), sulfato de cobre (CuSOa-5H20),
sulfato ferroso (FeSOas-7H20), sulfato de magnésio (MgSOs-7H.0), sulfato de manganés
(MnSO4-H20) e sulfato de zinco (ZnSOs4-7H20) foram obtidos da Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA® (Indaiatuba, SP); areia (silica), cromassie Brilliant Blue G-250 e
extrato de levedura foram obtidos da SigmaAldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO); e o
querosene foi adquirido no mercado local de Fortaleza - CE. Todos 0s reagentes possuiam grau
para andlise. O petréleo utilizado nos ensaios de disperséo, classificado com leve (°API maior
que 31), foi gentilmente cedido pelo Grupo de Pesquisa em Termofluidodindmica Aplicada
(GPTA) do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal do Ceard. O
petréleo oriundo de derramamento utilizado nos experimentos foi recolhido da praia do Iguape,
no municipio de Aquiraz (03°56°46” S, 38°16°36” W).

2.1.2 Microrganismo

A cepa de Acinetobacter venetianus AMO1502 foi isolada de amostras de petroleo de
um derramamento ocorrido na costa brasileira em 2019, na cidade de Amontada (03°01°25.0’
S, 39°38°17.3”> W), e foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (Lembiotech), Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.
Esse microrganismo foi registrado no National Center for Biotechnology Information (NCBI)

pelo nimero de acesso MT478042.1. A cepa foi armazenada a 4 °C em meio ATGE (15g L™
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de &gar, 5 g L de triptona, 1 g L™ de glicose e 2,5 g L™ de extrato de levedura) com adigo de
3% (m/v) de NaCl, pH 7,0 e, quando necesséario, ativada em meio de mesma composicao.

2.2 Propagacao do indculo

Para propagacdo do indculo, utilizou-se o meio mineral (MM) composto por: glicose
(10,0 g L), NasHO4-7H20 (6,0 g L1, extrato de levedura (5,0 g L), KH,PO4 (3,0 g L),
NaCl (3,0 g L) (NH4)2S04 (1,0 g L) e MgSO4-7H,0 (0,6 g L) (adaptado de D’almeida,
2022). O meio de cultivo foi esterilizado a 110 °C por 10 minutos e em seguida suplementado
com solugdo de micronutrientes a 0,1% (v/v): ZnSO4-7H,0 (10,95 g L), FeSO4-7H.0 (5,0 g
L), MnSO4-H,0 (1,54 g L™?), CuSO4-5H,0 (0,39 g L), Co(NOs)2-6H.0 (0,25 g L) e
Na2B407-10H,0 (0,17 g L), sendo esta solugdo esterilizada por filtragdo com membranas de
diametro 0,45 um (Millipore®, USA). Por fim, o pH do meio foi ajustado para 7,0 utilizando
solucdo de NaOH (3,0 mol L) e solugéo de HCI (3,0 mol L?).

Entéo, trés colbnias isoladas da cepa A. venetianus AMO1502 em meio Agar ATGE
foram transferidas para Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio mineral (MM)
suplementado com a solucdo de micronutrientes e incubada a 30 °C e 150 rpm por 24 horas.
Para padronizar a concentracdo de células inicial do sistema, ajustou-se a densidade dptica do
inéculo para 0,15 + 0,02, a 600 nm, através de diluicGes em meio de cultivo esteéril.

2.3 Producéo de bioemulsificante

Apos o crescimento do indculo, a producdo ocorreu em frascos Erlenmeyer de 250 mL
contendo 50 mL de meio mineral (MM) e 2% (v/v) de in6culo ajustado, a 150 rpm por até 48
horas para producdo de bioemulsificante. Ao final do periodo o caldo foi centrifugado a 5000
g por 20 minutos (Hettich®, 420R) para obter o meio livre de células (MLC). Para otimizac&o
da producéo do bioemulsificante, inicialmente foi estudada a influéncia da temperatura (25, 30,
35 e 40 °C), fixando-se 0 pH (7,0) e a concentracdo de NaCl (3,0 g L) do meio constantes,
como descrito por D’Almeida (2022). Em seguida, apds determinagdo da temperatura 6tima,
variou-se o pH do meio (4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10) utilizando solucio de NaOH (3,0 mol L) ou HCI
(3,0 mol L), mantendo o meio de cultivo com uma concentragdo de NaCl de 3,0 g L e,
finalmente, variou-se a concentracdo de NaCl (0, 1, 3, 5, 10 e 35 g L™!) do meio mantendo os
outros pardmetros constantes. A influéncia das condi¢des estudadas foi acompanhada pelo
crescimento celular, indice de emulsificacdo (1E24%) e reducgdo da tensdo superficial (RTS%)

no decorrer do tempo de processo.
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A producéo de bioemulsificante foi acompanhada pelo meio livre de células (MLC),
quanto ao seu indice de emulsificacdo (IE22%) em diferentes fontes hidrofébicas (hexano,
heptano, querosene, 6leo de soja, heptadecano, 6leo mineral, 6leo AGE e petréleo), descrito na
secdo 2.6.1 e atividade surfactante, avaliada pela reducdo da tensdo superficial, secdo 2.6.2, e

diluicdo micelar critica (DMC), secdo 2.6.3.
Todos os experimentos e analises foram realizados em triplicata.

2.4 Avaliacdo da recuperacdo do bioemulsificante

Trés métodos de recuperacdo do bioemulsificante foram estudados. No primeiro, foi
conduzida a precipitacdo acida (adaptado de PEREIRA et al., 2013), que consistiu em ajustar
o meio livre de células (MLC) a pH 2,0 (com HCL 12 mol L) e em seguida foi mantido a 4 °C
por 24 h. O precipitado obtido foi lavado 3 vezes com &gua acidificada (pH 2,0) para remogéo
de impurezas e recolhido por centrifugagéo a 5000g por 20 min.

No segundo método avaliou-se a precipitacdo alcodlica, pela adicao de etanol absoluto
a propor¢do de 2:1 (Etanol:MLC) no MLC (adaptado de NOHATA; AZUMA; KURANE,
1996) e, em seguida, mantendo-se o sistema a 4 °C por 24 h. Apés, o meio foi centrifugado para

separacdo do precipitado, que foi ressuspendido em agua destilada e liofilizado.

Por fim, a precipitacdo por sulfato de amonio foi realizada de acordo com metodologia
adaptada de Rosenberg et al. (1979), pela adi¢do de sulfato de am6nio ao MLC (50% m/v) e,
em seguida, mantendo-se o sistema a 4 °C por 24 h. O precipitado obtido pela supersaturacédo
com sulfato de aménio foi dialisado por 24 h, trocando-se a &gua constantemente para remogao

de sais e em seguida sendo liofilizado para remoc¢éo de umidade.

Apbs realizacdo das etapas, os BB (BB-A, para o precipitado obtido por precipitacdo
acida, BB-E, obtido com etanol e BB-AS, obtido com sulfato de aménio) foram ressuspendidos
(1 g L") para avaliagdo do 1E2.% e concentragdo de proteinas, conforme metodologias
apresentadas nos topicos 2.6.1 e 2.10.5, respectivamente.

Com o intuito de diminuir os custos do processo de aplicacdo foi utilizado o
bioemulsificante bruto (BB) em ensaios de estabilidade, ecotoxicidade e de biorremediacao,
apresentados nos topicos 2.7, 2.8 e 2.9, respectivamente.

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
Isolada de Amostras de Petréleo



77
Capitulo 2 D’Almeida, A. P.

2.5 Pre-purificagdo do bioemulsificante

Com o intuito de aumentar a pureza do bioemusificante para realizacdo de métodos de
caracterizagdo molecular, aplicou-se algumas técnicas utilizadas na literatura para a pré-

purificacdo de biopolimeros de Acinetobacter.

A pré-purificagdo por ethanol-salting out foi realizada, adaptada de Rosenberg et al.
(1983) e Shoham et al. (1983). Para tal, o BB-E foi ressuspendido e precipitado novamente com
etanol 4 vezes (como descrito na secao 2.4). Em seguida o BB-E foi ressuspendido em solucgéo
de 80% etanol (v/v) e cristalizado pela adicdo de solucéo saturada de Ca(NO3). em 90% etanol,
na mesma proporc¢éo, mantendo-se o sistema a 4 °C por 24 h. O processo de cristalizagéo foi
realizado duas vezes. O bioproduto foi centrifugado a 5000g por 20 minutos, submetido a

dialise por 24 h, com trocas constantes de agua e em seguida liofilizado.

A pré-purificacdo com fenol quente foi realizada a partir da metodologia adaptada de
Kaplan et al. (1985), que reportaram a utilizacdo do método para a remocao de impurezas
proteicas de bioemulsificantes de Acinetobacter. Assim, o BB foi solubilizado em &gua
deionizada (2 g L) e aquecido até 70 °C, e em seguida adicionou-se um volume igual de
solucdo de fenol 90% (v/v) pré-aquecido sob agitacdo por 15 minutos. Depois de esfriar, a
mistura foi centrifugada e as fases aquosa e fendlica, em conjunto com a camada interfacial e

0s agrupados viscosos da fase aquosa, foram separados, dialisados e liofilizados.

A extracdo em éter foi realizada por trabalhos anteriores da literatura para remocao de
impurezas alifaticas (GORKOVENKO et al., 1997). Para tal, 2,0 g de BB foram extraidos com
éter etilico em aparato Soxhlet por dois dias a temperatura de 25 °C com fluxo de agua gelada

(4° C) para reciclo de solvente. Em seguida o solvente foi removido e o extrato foi seco.

Por fim, o bioemulsificante pré-purificado (BPP) obtido com todos os métodos de pré-
purificacdo foi pesado para avaliacdo do rendimento e ressuspendido em agua destilada (1 g L~
) para avaliagdo da concentracdo de proteinas, descrito no topico 2.10.5. A atividade
emulsificante (IE24%) do meio contendo o BBP foi definida como parametro para selecédo do

melhor método de pré-purificacéo.
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2.6 Parametros de resposta para a producéo de bioemulsificante
2.6.1 Atividade emulsificante

Para determinacdo da atividade emulsificante, adaptou-se a metodologia descrita por
Igbal et al. (1995), na qual avalia-se a altura da emulsdo de uma fonte hidrofébica liquida, pura
ou em mistura. Adicionou-se 2 mL de querosene, como fonte hidrofobica, em 2 mL de MLC
ou solucdo de BB, em seguida agitou-se vigorosamente o sistema em vortex por 2 minutos e a
emulsédo foi mantida por 24 horas a 25 °C. O indice de emulsificacdo (IE24%) foi determinado
pela proporcdo entre a altura da fase emulsionada (Are) e altura total do sistema (Ar), conforme

apresentado na Equacédo 1.

1E,, (%) = 2£E % 100 1)

Ar
2.6.2 Reducdo da tensao superficial (RTS%) e Tensao Interfacial (TI)

A tensdo superficial do meio foi medida pelo método Du nolly (1925) em tensidmetro
Kruss e a reducdo da tensdo superficial (RTS%) em relacdo a condicéo inicial foi calculada
conforme a Equacao 2, pela relacdo entre a tensdo superficial inicial do sistema (TS;) e tenséo
superficial final do sistema (TS¢). Para cada analise utilizou-se 20 mL de MLC ou solucédo de
BB (em diferentes concentracdes) e as tensdes superficiais foram medidas a 25 °C e analisadas

em triplicata.
RTS(%) =~ x 100 @)

A tensdo interfacial (TI) entre a fase aquosa e hidrofobica foi medida no tensidmetro
Kruss, para avaliar as interagdes intermoleculares entre as fases em auséncia e presenca do
bioemulsificante. Nessas analises foram adicionados 10 mL de querosene a 10 mL de meio livre
de células (MLC) ou solugéo contendo bioemulsificante (BB: 1 g L) e usou-se como controle

0 meio de cultura e agua. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

2.6.3 Diluicao micelar critica (DMC) e concentrac@o micelar critica (CMC)

A diluicdo micelar critica (DMC) do meio livre de celulas (MLC) e concentracao
micelar critica (CMC) do bioemulsificante bruto (BB) foram determinadas por metodologia
adaptada de Sheppard & Mulligan (1987). Assim, a DMC foi calculada pelo ponto de inflex&o
da curva de diminuicdo da tenséo superficial em relacdo a diluicdo do meio livre de células

(MLC). Desse modo, foram realizadas sucessivas diluicGes a partir do meio livre de células
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(MLC) em &gua destilada. A concentragdo micelar critica (CMC) do bioemulsificante bruto
(BB) foi determinada pelo ponto de inflexdo da curva do grafico da variacdo de tensdo

superficial pela concentracao de BB.

2.7 Estabilidade do bioemulsificante

A persisténcia das emulsdes formadas com querosene e o MLC, obtido nas condigdes
otimizadas, foi avaliada mantendo-se o sistema a 25 °C e verificando-se a alteracdo na altura
da emulsédo a cada 30 dias por um periodo total de 120 dias. Possiveis alteracdes no perfil do

diametro das gotas foram avaliadas em microscopio otico.

A estabilidade do BB foi avaliada quanto ao indice de emulsificacdo (IE24%) em relacdo
ao pH, temperatura e concentracdo de NaCl de acordo com metodologia reportada por Rocha
et al. (2014), com modificagOes. Para analisar o perfil de estabilidade em diferentes pH,
solubilizou-se BB em concentracio padrdo (1 g L™) em agua com pH ajustado (2, 4, 6, 7, 8 e
10) com solucdo de NaOH e HCl a 1 mol L. A estabilidade térmica foi avaliada ao manter a
solugdo de BB (1 g L) em diferentes temperaturas (60 °C, 80 °C, 100 °C e 121 °C) por até 120
minutos. Por fim, solugBes contendo BB a 1 g L™ e com diferentes concentragdes de NaCl (O,
2,5, 5, 10, 20 e 50 g L) foram preparadas para avaliar a estabilidade do bioemulsificante
produzido a condigdes salinas.

2.8 Avaliagao da ecotoxicidade do bioemulsificante

A ecotoxicidade, que incluiu a avaliacdo da fitotoxicidade e da citotoxicidade do
bioemulsificante, foi determinada por metodologia adaptada de Tiquia et al. (1996), descrita a

sequir.

Para avaliar a fitotoxicidade foi observado o efeito do bioemulsificante no alongamento
das raizes e 0 numero de sementes germinadas de manjericdo (Ocimum basilicum) e couve
(Brassica oleracea). Para tal, foram colocados papel de filtro (10 cm de diametro) em placas
de Petri e umedecidos com 1 mL de solucdo de BB com diferentes concentragoes (0, 10, 50,
100, 500, 1000, 2000 e 3000 mg L), todos os ensaios foram realizados em triplicata. Em
seguida foram distribuidas 10 sementes sobre o papel, como ilustrado na Figura 2.1. As placas
foram colocas em cAmara de germinacdo, na auséncia de luz a 25 °C por 120 h. No terceiro dia
de incubacdo, o sistema foi regado com 1 mL da solugdo de BB (na respectiva concentragao

utilizada no inicio do experimento). Apds o periodo de incubagéo, as sementes germinadas
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foram contadas e mediu-se o0 comprimento das raizes entre o hipocotilo e a extremidade da raiz

com auxilio de paquimetro. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 2.1 - Sementes de Ocimum basilicum distribuidas em papel filme para avaliacdo da

fitotoxicidade do bioemulsificante produzido.

Fonte: Autor

O indice de germinacéo (IG%) foi calculado pela relagdo entre 0 nimero de sementes
germinadas no meio contendo bioemulsificante (Np), 0 nUmero de sementes germinado no
controle (N¢), o tamanho das raizes germinadas meio contendo bioemulsificante (Tp) € 0

tamanho das raizes germinadas no controle (T¢), conforme as Equacéo 4.

SG% X CR%

16% = —— 4)

A citotoxicidade em Artemia salina, um microcrustaceo, ilustrado na Figura 2.2, foi
realizado para avaliar os efeitos do bioemulsificante sobre fauna, segundo metodologia
adaptada de Meyer et al. (1982). Assim, para eclodir os cistos, preparou-se 200 mL de solugéo

de agua do mar simulada e adicionou-se 0,2 g de cistos sob luz e aeragdo a 25 °C por 24 h.
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Figura 2.2 - Microcrustaceos (Artemia salina) eclodidos em agua do mar simulada para
avaliacdo da citotoxicidade do bioemulsificante.

Fonte: Autor

Em seguida, 10 nauplios foram transferidos para frascos de vidro contendo 5 mL de
solucdo de BB a diferentes concentragdes (10, 50, 100, 1000, 2000 e 3000 mg L) e utilizou-
se a4gua do mar simulada como controle. Todos os ensaios foram realizados em triplicata. As
contagens de microcrustaceos vivos e mortos foram realizadas ap6s 48 h, sendo considerados
mortas aqueles organismos que ndo se movimentassem por 10 segundos (REIS, 2021). Ap6s o
ensaio, buscou-se por alteracGes anatdbmicas como dilatacdo no estbmago ou rompimento de
membros nos corpos dos microcrustaceos por microscopia 6tica (Olympus CX21), ampliando-
se em até 100x.

Por fim, ajustou-se uma equacdo linear simples aos dados de porcentagem de nauplios
de Artemia salina mortas em relacdo a concentracdo da solugcdo de BB, assim sendo possivel a
determinacéo da concentracéo letal 50 (CLso) e concentracao letal 95 (CLogs).

2.9 Potencial biorremediador
2.9.1 Dispersao de petrdleo in vitro simulando ambiente marinho

O potencial emulsificante do meio livre de células (MLC) e do bioemulsificante (BB)
foram avaliados utilizando amostras de 6leo coletadas do acidente ambiental de 2019 na costa
brasileira, em Aquiraz — Ceara (03°56°46” S, 38°16°36” W). Inicialmente, 0,3 g de 6leo foi

mantido em contado com 30 mL de MLC ou solugdo de BB (1% ou 10% (m/v)) em frascos
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Erlenmeyer de 50 mL por um periodo de 0 a 21 dias. A reducdo da massa de 6leo causada pela
acdo do bioemulsificante em agua do mar simulada em laboratério (composigdo 23,5 g L*
NaCl, 5,0 g L de MgCl e 4,0 g L™ de Na2SOs) foi analisada gravimetricamente e o perfil dos
hidrocarbonetos solubilizados foi avaliado por cromatografia gasosa (segundo metodologia
descrita no topico 2.10.4). Agua do mar simulada (sem BB) e dodecil sulfato de sédio (SDS,
1% (m/v)) solubilizado em &agua do mar simulada, foram utilizadas como controle negativo e

positivo, respectivamente.

2.9.2 Dispersao de petrdleo em superficie aquosa

Para determinar o poder dispersante do biemulsificante adicionou-se 30 mL de agua
destilada em uma placa de Petri (10 cm de didmetro), em seguida adicionou-se 1,0 mL de
petrdleo bruto sobre a superficie da &gua. Em seguida 0,5 mL de MLC e solucdo de BB (1 g L°
1) foi lentamente gotejada no centro do filme de dleo. A agdo do bioemulsificantee foi detectada
pelo espalhamento do 6leo e formacdo de halo. A area de disperséo de 6leo (ADO) foi calculada
conforme a Equacdo 5, onde r é o raio do halo.

ADO =m X r? (5)

2.9.3 Limpeza de areia contaminada

O potencial dispersante do BB para a limpeza de solo contaminado foi avaliado
verificando-se sua acdo em areia impregnada com 0leo, simulando uma condicao real de
derramamento no ambiente conforme metodologia adaptada (MORAIS; ABUD, 2012). Esses
ensaios foram realizados em frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 g de areia (50-70
mesh) (Sigma-Aldritch) contaminada com 6leo de motor (5 mL). Em seguida, entdo adicionou-
se 30 mL de solucdo de BB (1 g L) como agente remediador. Agua do mar simulada e SDS
foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. Para similar as condi¢des
ambientais, como 0 movimento das ondas, as amostras foram incubadas em agitacdo de 100
rpm a 25 °C por 7 dias. Apos este periodo, a areia foi separada por filtracdo a vacuo e lavada
com 100 mL de agua destilada. Entdo a areia foi seca a 60 °C e a massa de 6leo removida foi
calculada gravimetricamente, sendo comparada com a massa seca pesada antes do experimento.
Testes sem agitacdo foram conduzidos com todas as amostras para comparacdo de resultados,

e todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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2.9.4 Disperséo de 6leo aderido em rochas

Rochas contaminadas com d&leo coletadas em regides costeiras (nas seguintes
coordenadas: 03°56’46°” S, 38°16°36°> W) foram utilizadas para avaliar a eficacia do
bioemulsificante como agente remediador. As rochas foram mantidas em contato com MLC a
30 °C por 7 dias e sob agitacdo de 150 rpm para simular a acdo das ondas. Apos esse periodo,

a reducgéo do tamanho das manchas presentes nas rochas foi determinada por avaliagdo visual.

2.10 Métodos analiticos
2.10.1 Determinacédo da biomassa

O crescimento celular foi acompanhado por densidade Optica (DO), a comprimento de
onda de 600 nm, em espectrofotdmetro Biochrom Libra S11, e a concentracdo celular foi
determinada por curva de calibragcdo previamente obtida.

2.10.2 Determinacédo da concentracdo de glicose

A concentracdo de glicose foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford, MA, USA), em conjunto com detector de indice de
refracdo (Model 2412) e coluna Supelco 610-H com a andlise conduzida a 65 °C. O eluente
utilizado foi uma solucdo aquosa de 0,1% (v/v) de &cido fosférico (HzPO4) ao fluxo de 0,5 mL

min! e o volume de injecdo das amostras foram 20 L.

2.10.3 ldentificacdo de grupos funcionais tipicos

A andlise dos grupos funcionais da biomolécula foi realizada por Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier com acessorio de reflectancia total atenuada
acoplado (ATR-FTIR). A andlise foi realizada em espectrdmetro Cary 630 (Agilent

Technologies), na regido de 650-4000 cm®, com resolucdo de 1 cm™ e 32 varreduras.

2.10.4 Perfil dos hidrocarbonetos dispersos por agdo do bioemulsificante

Para avaliacdo da distribuicdo de n-alcanos no ensaio de disperséo, inicialmente 0s
alcanos residuais foram extraidos com hexano 2:1 (hexano:meio) sob agitagdo em agitador
orbital a 200 rpm por 30 minutos. Em seguida, a fase organica foi coletada em funil de separagéo
e a umidade foi removida pela adigéo de sulfato de sodio a 20% (m/v) e filtrado. O solvente foi
removido em baldo de fundo redondo conectado a evaporador rotativo. O extrato foi coletado

em vials e analisado por cromatografia gasosa na Central Analitica de Instrumentagdo da
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Universidade de S&o Paulo (Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo). O cromatdgrafo
utilizado foi da marca Shimadzu (Kyoto, Japdo) com espectrometria de massa (CG-MS) com
detector de ionizacdo de chama (Flame ionization detection, FID). A coluna capilar
cromatografica DB-5MS (30m x 0,25 mm 1.D.) foi utilizada para CG-FID e CG-MS. O gés de
arraste foi hélio ultrapuro. A temperatura de injecdo e de analise foi de 280 °C por 20 minutos
a uma taxa de aquecimento de 3 °C/minuto. A identificagdo dos picos foi realizada por
compara¢do com o0s picos obtidos do padrdao C8-C40 (Sigma Aldrich Chemical Co.) e

confirmada por espectroscopia de massa.

2.10.5 Determinacdo da concentracao de proteinas

Para determinar a concentracdo de proteinas no MLC e em solucdes de BB e BPP (1 g
L) usou-se o método Bradford (1976), determinando a concentragdo por uma curva padrio de

soro albumina bovina (BSA, adquirida da Sigma-Aldrich Chemical Co.).

2.10.6 Identificacdo de prétons da molécula de bioemulsificante

A avaliacdo estrutura molecular do bioemulsificante pré-purificado foi realizada na
Central Analitica de Instrumentacdo da Universidade de S&o Paulo (Instituto de Quimica,
Universidade de Sdo Paulo). O espectro de RMN de 'H do bioemulsificante pré-purificado
foram obtidos em Espectrometro Varian Inova 500 de 11,5 Tesla, operando a frequéncia de 300
MHz, a uma temperatura de 25 °C. Agua deuterada (D20) foi o solvente utilizado na dissolugéo
das amostras e o sinal residual do hidrogénio foi usado na calibragdo dos espectros. Os
deslocamentos quimicos (8) foram dados em ppm e as constantes de acoplamento (J) em Hz.

2.10.6 Avaliacdo da massa molecular da unidade do bioemulsificante

A avaliacdo da massa molecular do bioemulsificante pré-purificado foi realizada na
Central Analitica de Instrumentacdo da Universidade de S&o Paulo (Instituto de Quimica,
Universidade de Sdo Paulo). Para analise, a amostra seca foi aplicada a matriz contendo 1%
(m/v) de &cido a-ciano-4-hidroxicinamico em 30% (v/v) acetonitrila e 0,1% (v/v)
trifluoroacético e seca em vacuo. O espectro foi coletado em Ultraflex Il MALDI-TOF/TOF
(Bruker Daltonik GmbH, Alemanha). Os dados reportados séo resultantes de sinais de

aproximadamente 800 lasers.

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
Isolada de Amostras de Petréleo



85
Capitulo 2 D’Almeida, A. P.

2.10.7 Equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB) do bioemulsificante

A avaliacdo do equilibrio hidrofilico-lipofilico foi avaliada para identificacdo da
formacéo de emulsdes dgua/éleo ou dleo/agua conforme metodologia adaptada de Dehghan-
Noude; Housaindokht; Bazzaz (2005). Para tal, utilizou-se dois surfactantes sintéticos de HLB
conhecido, um com baixo valor de HLB, soltvel em 6leo (Span 80, HLB 4,3), e um com alto
valor de HLB, soltvel em agua (Tween 80, HLB 15,0). Em seguida, os surfactantes foram
homogeneizados por 2 minutos sob agitacao vigorosa em diferentes propor¢oes, determinadas
pela Equacdo 6, para a producédo de solugdes com HLB variados (8-15), pela proporcéo entre o

HLB dos surfactantes e a massa (%, m/m) entre eles, para obtencdo da Tabela 2.1.

_ (HLBSpan 80%XM1)+(HLBTween goXMz)

HLBsoluc;éo - 100 (6)

Tabela 2.1: Diferentes propor¢des de Span 80 e Tween 80 utilizadas para criar solu¢cdes com
HLB variando de 8-15.

Razéo Span 80: Tween 80 (%, m/m) HLB

65,4:34,6

56,9:43,1

47,7:53,3 10
37,4:62,6 11
28,0:72,0 12
18,7:81,3 13
9,3:90,7 14
0,0:100,0 15

Em seguida, foi realizado a andlise do indice de emulsificacdo (IE24%), conforme
descrito na se¢do 2.6.1, utilizando 6leo de parafina como fonte hidrofobica, com cada uma das
solugdes supracitadas como agente emulsificante (0,5% m/v). Apoés realizacgdo do teste, a altura

da fase aquosa foi medida com paquimetro e comparada com o bioemulsificante purificado, na
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mesma concentragdo. O HLB do bioemulsificante foi considerado o mesmo da solugéo

contendo o0 mesmo volume de fase aquosa.

2.10.8 Analises estatisticas

A anélise dos dados de significancia estatistica foi realizada por meio de uma anéalise de
uma via de variancia (ANOVA) a um nivel de significancia de 95%. Os dados também foram
analisados pelo teste de Tukey utilizando software Microcal Origin 8.5 (Microcal Software Inc.,

Northampton, MA, EUA) a um nivel de significancia de 95%.

Na Figura 2.3 é apresentado um fluxograma explorando todas as etapas realizadas

durante a producéo deste trabalho.
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Figura 2.3 - Fluxograma dos experimentos realizados visando a producéo de bioemulsificante.
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados aqui reunidos foram utilizados para elucidar a producdo de
bioemulsificante por uma cepa de Acinetobacter venetianus isolada a partir de amostras
coletadas de petrdleo vazado no oceano Atlantico (2019), mas que teve como um dos destinos
a costa brasileira, levando a um dos principais acidentes ambientais registrados no Brasil. A
utilizacdo de emulsificantes possui ampla utilizagdo industrial, e sua producéo a partir de uma
origem biol6gica, como o cultivo microbiano, pode ampliar o0s horizontes para 0
estabelecimento de tecnologias que sejam efetivamente verdes, consequentemente, que

reduzam impactos ambientais.

3.1 Otimizacéo das condigdes de producéo de bioemulsificante

Para estabelecimento das melhores condi¢des de producdo do bioemulsificante, os
bioprocesso foram conduzidos a diferentes condicdes de temperatura, com meio de cultura a
diferentes pHs e suplementado com diferentes concentragdes de NaCl. A biomassa mensurada
em peso seco foi adotada como parametro para avaliar o crescimento celular pela densidade
Otica, o indice de emulsificacdo do meio livre de células (MLC) para estimar a atividade
emulsificante, e a partir da reducdo da tensdo superficial (RTS) avaliou-se a atividade

surfactante.

A temperatura é um dos fatores cruciais para determinar a atividade celular de bactérias,
afetando o metabolismo e, por consequéncia, a sintese de bioprodutos. Na Figura 2.4 ¢é possivel
observar os efeitos da temperatura na producdo de bioemulsificante por Acinetobacter
venetianus AMO1502, um crescimento celular de 0,58 g L + 0,03 g L a 25 °C pode ser
observado, aumentando para 0,65 g L' +0,05gLe 0,63 gL'+006gL*a30e35°C,
respectivamente, porém diminuindo consideravelmente para 0,23 g L1+ 0,02 g L*a 40 °C. A
atividade emulsificante (IE24%) e reducdo da tensdo superficial (RTS) foram mais altas ao
conduzir o processo a 30 °C, alcangando 1E24% superior a 50% e RTS superior a 30%.
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Figura 2.4 - Influéncia da temperatura na producdo de bioemulsificantes por A. venetianus
AMO1502. (A) Concentracdo de células (g L), (m) indice de emulsificacdo (IE24 %) e (o)
Reducéo da tensdo superficial (RTS%).
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A 40 °C observa-se uma reducéo significativa no crescimento do microrganismo e
auséncia de atividade emulsificante, o que indica que temperaturas mais elevadas inibem o
crescimento e afetam metabolismo de células do género Acinetobacter (MUTAI et al., 2014).
A reducdo da tenséo superficial observada mesmo a essa temperatura, que alcancou 16%, pode
ser atribuida a composicdo do meio mineral, que contém ions e outras substancias que

diminuem a tensdo superficial da dgua de 72 + 1 mN m™ para em torno de 60 + 3 mN m™.

Assim, a temperatura de 30 °C foi selecionada para producdo, o que esta de acordo com
outros estudos que investigaram a producdo de emulsificantes por cepas de Acinetobacter
(CHAMANROKH et al., 2008; MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021; PHETRONG;
H-KITTIKUN; MANEERAT, 2008). Essa condi¢do é semelhante ao observado por outros
autores, como Du Preez (1985), que reportaram, a partir de estudos cinéticos a temperatura
Otima para o crescimento de bactérias da espécie Acinetobacter calcoaceticus como entre 30-
36 °C, enquanto Mutai et al. (2014) observaram um melhor crescimento em temperatura de 30

°C, 0 que corrobora os resultados aqui encontrados.
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Em relacéo a influéncia do pH na producdo de bioemulsificante, observou-se um maior
crescimento celular, atividade emulsificante e atividade tensoativa em pH 7,0 e 8,0, diminuindo
conforme o meio de cultivo é mais alcalinizado, perfil apresentado na Figura 2.5, indicando que
a concentracdo de H™ e OH  no meio influencia no crescimento celular e producdo de
bioemulsificante (MUTAI et al., 2014). Essa preferéncia por tal faixa ocorre primariamente
pela origem da cepa, que foi isolada de amostras de 6leo coletadas em praias no litoral cearense,
0 que pode ter promovido o desenvolvimento de resisténcia a meios neutros a levemente
alcalinos devido o pH da 4gua do mar (até em torno de 8,2) (MUTAI et al., 2014).

Figura 2.5 - Influéncia do pH do meio de cultivo na producgéo de bioemulsificantes por A.
venetianus AMO1502. (A ) Concentragio de células (g L), () indice de emulsificagdo (IE24
%) e (®) Reducéo da tensdo superficial (RTS%).
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Diversos trabalhos tém reportado a presenca de NaCl como um importante requisito
para o crescimento de bactérias do género Acinetobacter (CHAMANROKH et al., 2008;
MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021; PHETRONG; H-KITTIKUN; MANEERAT,
2008), que normalmente séo encontradas em ambientes costeiros, e tém sido citados como
microrganismos isolados de derramamentos de 6leo no mar (HASSANSHAHIAN; EMTIAZI,
CAPPELLO, 2012; MUTAI et al., 2014).
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Com base nos resultados apresentados na Figura 2.6, é possivel se inferir que a
concentragdo de NaCl exerce grande influéncia no crescimento celular, visto que no meio sem
NaCl e no meio suplementado com apenas 1 g L™* deste sal obteve-se as menores concentracdes
de células, reforcando a importancia da salinidade do meio para estabilidade da pressédo
osmotica da célula desta espécie de microrganismos (MUTAI et al., 2014). A partirde 3g L*
até 35 g L™t de NaCl, ndo é observada variagao significativa na concentragéo celular isso ocorre
pela alta salinidade do ambiente de coleta da cepa, que sdo 0s manguezais, onde a salinidade
do meio pode variar de 0,5 g L™ a 35 g L, dependendo da época do ano e efeitos de maresia,
que induziu o desenvolvimento de resisténcia a alta concentrac@es de sais no meio (SAZON;
MIGO, 2018). A reducdo da tensdo superficial e atividade emulsificante do meio livre de células
também se mostrou estavel mesmo em altas concentracdes de NaCl no meio, o que reforca tanto

a resisténcia da célula quanto a estabilidade do emulsificante produzido.

Figura 2.6 - Influéncia da concentracdo de NaCl do meio de cultivo na produgédo de
bioemulsificantes por A. venetianus AMO1502. ( A ) Concentragao de células (g L), (m) indice
de emulsificacdo (IE24 %) e (®) Reducdo da tensdo superficial (RTS%).
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Esse comportamento também foi reportado por outros autores que observaram a
necessidade do NaCl para o crescimento do género Acinetobacter (CHAMANROKH et al.,
2008; MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021; PHETRONG,; H-KITTIKUN;
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MANEERAT, 2008), que precisa da salinidade para o balanco de pressdo osmatica entre o
interior e o exterior da sua parede celular (MUTAI et al., 2014). Assim, a A. venetianus
AMO1502 se mostrou facilmente adaptavel a meios salinos, apresentando baixa predilecéo por

meios sem a presenca de NaCl, o que é representativo do seu local de coleta.

Assim, para producdo do bioemulsificante e maior crescimento celular, padronizou-se
o meio de cultivo com pH 7,0 e suplementado com uma concentracio de NaCl de 3 gL e o

processo conduzido a 30 °C.

Ap0s estudo das condigdes 6timas do meio, foi realizada a producao de bioemulsificante
por 72 h, para estudo cinético do consumo de glicose, crescimento celular e indice de
emulsificacdo do meio livre de células (MLC), de modo a avaliar o perfil de producdo nessas

condigdes, cujos resultados estdo demonstrados nas Figura 2.7.

Figura 2.7 - Perfil da producéo de bioemulsificante no meio mineral em condi¢c6es otimizadas:
meio de cultivo a pH 7,0 e suplementado com 3 g L™* de NaCl e processo conduzido a 30 °C:
concentracdo de células (A ), concentracdo de glicose (m) e indice de emulsificacdo (m).
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Observa-se que a producdo de bioemulsificante se inicia ao final da fase exponencial,

seguindo durante a fase estacionaria, até 48 horas de processo fermentativo, comportamento
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também observado por Rocha et al. (2006) na produgdo de um emulsificante a partir de uma
cepa de Acinetobacter calcoaceticus, sendo uma rota de producdo comum de bioemulsificantes
de Acinetobacter (ROSENBERG et al., 1988). A producdo de emulsificante no meio foi
acompanhada pela mensuracdo da atividade emulsificante do meio livre de células (MLC),
avaliada pelo IE24%, observando-se, em 48 horas, um IE24% de 53 £ 2%, apresentado na Figura
2.8. Esse perfil emulsificante é semelhante ao apresentado em outros trabalhos com outras cepas
de Acinetobacter em meio mineral de composicdo semelhante, apresentando indice de
emulsificacdo entre 40 e 70% (HYDER, 2015; MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021).
Desse modo, o tempo de produgdo no meio otimizado foi padronizado em 48 h.

Assim, a glicose se mostrou uma fonte de carbono eficiente para a producdo de
bioemulsificantes de Acinetobacter nas condi¢des otimizadas, resultando em alto crescimento
celular (0,64 g L™) e indice de emulsificagdo (IE24%: 53%).

Figura 2.8 - Meio livre de células (MLC) contendo bioemulsificante, o que € evidenciado pela
producdo de espuma (A) e emulsdo do caldo de producdo (MLC) utilizando querosene como
fonte hidrofébica a 25 °C (B).

Também foi avaliada a alteracdo do pH do meio em funcéo de subprodutos gerados pela
fermentacdo com A. venetianus, no qual observou-se uma leve reducdo do pH do meio de 7,0
para 6,4 = 0,3, causado pela producéo de &cido acético, confirmado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, ocorrendo uma producio de 1,19 g L deste acido acético com 48 h de

producdo, assim como 0,57 g L™ de etanol, como demonstrado na Figura 2.9. A producio de
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etanol ocorre devido a rota metaboélica que utiliza a glicose como fonte energética, o qual é

convertido em &cido acético para posterior conversdo em ATP pelo ciclo de Krebs (KOTHARI
etal., 2016).

Figura 2.9 - Perfil do pH durante a produgéo de bioemulsificante de Acinetobacter venetianus:
(m) pH, (A) concentracéo de etanol (g L™) e (e) concentragdo de acido acético (g L ™).
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Assim, utilizacdo de meios com caracteristicas semelhantes ao meio de coleta da cepa
(mangues de agua salobra) resultou em maior crescimento, indicando uma mais facil adaptacdo
tanto durante a producdo do indculo quanto na producdo de bioemulsifante, se refletindo na alta

concentracdo de células e indice de emulsificacdo (IE24%) do meio de producao.

3.2 Atividade emulsificante do MLC

Os bioemulsificantes produzidos por Acinetobacter venetianus se caracterizam como
extracelulares (MERCALDI et al., 2008), assim sendo possivel sua utiliza¢do a partir do caldo
de fermentacdo apés separacdo do microrganismo, sendo denominado meio livre de células
(MLC). Bioprodutos extracelulares apresentam vantagens em relacdo aos intracelulares, em
especial no downstream, dispensando etapas de rompimento de parece celular e separacéo de
organelas, facilitando a separacdo do produto.
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Dessa forma, MLC apresentou elevada atividade emulsificante, cujas emulsdes séo
apresentadas na Figura 2.10 e Tabela 2.2, para compostos complexos como 6leo de acidos
graxos essenciais (AGE) (IE24%: 95%), petroleo (1E24%: 90%) oleo mineral (1E24%: 75%), 6leo
de soja (IE24%: 63%), querosene (1E24%: 53%), porém mostrou-se pouco eficaz para emulsionar
hexano puro (IE24%: 11%), mas apresentou consideravel atividade emulsificante para o hexano
em misturas com 0Oleo de soja (IE24%: 55%) e querosene (1E24%: 50%). Esse comportamento
provavelmente ocorre devido a maioria dos compostos emulsificantes produzidos por cepas de
Acinetobacter serem biopolimeros mais efetivos em moléculas de cadeias mais longas (Cio-
Cis), sendo ineficazes para emulsionar hidrocarbonetos de cadeias mais curtas na sua forma
pura, como pentano e hexano, porém sendo eficientes para emulsionar esses compostos

menores em misturas com outros hidrocarbonetos (LIU et al., 2021; ZHANG et al., 1999).
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Figura 2.10 - Emulsdes formadas pelo bioemulsificante extracelular de A. venetianus
AMO1502 presente meio livre de células (MLC), produzido utilizando glicose como fonte de
carbono a 30 °C, pH 7,0, 150 rpm com adicdo de NaCl (3 g L), em diferentes fontes
hidrofébicas: (A) Agua; (B) Hexano; (C) Heptano; (D) Querosene; (E) Oleo de Soja; (F) Oleo
mineral; (G) Oleo AGE e (H) Petrdleo.
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Tabela 2.2 - indice de emulsificacéo (IE24%) do bioemulsificante extracelular de Acinetobacter
venetianus AMO1502 presente no meio livre de células (MLC) usando diferentes fontes

hidrofébicas.

Fonte hidrofobica 1E24% Principais Componentes ou formula
molecular
Hexano 11+1 CeHia
Heptano 48 £ 2 C7Has
Querosene 53+1 C7-Cur
Oleo de Soja 63+ 2 Acido Palmitico (C16H3205), cido
oleico (C1sH3402) e &cido linoleico
(C18H3402)
Hexano + Querosene 50x2
Hexano + Oleo de Soja 55+ 1
Oleo de Soja + 59+1
Querosene
Oleo Mineral 7214 Parafinas, naftenos e 6leos aromaticos
(C18 O0U maiores)
Oleo AGE 95+ 3 Acido Palmitico (C16H3.05), 4cido
oleico (C18H3402), acido Linoleico
(C18H3402), vitamina A (C20H300) e
vitamina E (C29Hs003)
Hexadecano 52+1 CiHsa
Petrdleo Bruto 90+4 C14-Cs7

* A composicao dos 6leos vegetais foi determinada por JABEUR et al. (2014), do petroleo por DE OLIVEIRA et
al. (2020), e dos 6leos combustiveis por COLLINS (2007).

Inicialmente, 0 MLC foi caracterizado quanto a diluicdo micelar critica (DMC), em que
a tensdo superficial foi reduzida somente até valores proximos de 40 mN m, conforme
apresentado na Figura 2.11, reforcando que a molécula produzida tem um carater emulsificante
devido ao seu potencial de gerar emulsdes estaveis, conforme apresentado anteriormente,
porém ndo diminui expressivamente a tensdo superficial como alguns biossurfactantes, por
exemplo, como a surfactina de Bacillus subtilis, capaz de reduzir a tensdo superficial da agua
até 27 mN m, (DE FRANCA et al., 2022; MAKKAR; CAMEOTRA; BANAT, 2011). Além
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disso, observa-se que em altas dilui¢cdes (15% v/v) o0 meio atinge a menor tenséo superficial

(préximo de 40 mN m?) indicando que foi alcancada a concentragdo micelar critica.

Figura 2.11 - Diluicdo micelar critica (DMC) do meio livre de células contendo
bioemulsificante extracelular produzido nas condi¢6es otimizadas (30 °C, pH 7,0 e na presenca
de NaCl 3g L™Y).
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O comportamento apresentado pelo bioemulsificante avaliado neste trabalho é reportado
em outros estudos. Trabalhos anteriores reportaram A. venetianus como uma cepa produtora de
bioemulsificantes poliméricos com alto poder de formacdo de emulsdes persistentes, porém
baixo atividade surfactante, isto €, ndo diminuem a tensdo superficial como outros
emulsificantes biologicos de menor peso molecular, entretanto possuem estabilidade superior
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; NAVON-VENEZIA
etal., 1995).

Assim, os resultados previamente reportados podem representar que a precipitacdo por
etanol causa a separacdo de por¢des do bioemulsificante contendo menos proteinas que as

presentes originalmente no meio, o que é corroborado pelos resultados apresentados na Tabela
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2.2, na qual observa-se que a precipitacdo por etanol apresenta um BB com menor concentracéo
de proteinas que o precipitado com sulfato de aménio.

3.3 Recuperacéo do bioemulsificante

A recuperacdo do bioemulsificante foi realizada por trés métodos, a precipitacdo &cida,
precipitacdo por etanol ou por saturagdo com sulfato de amonio.

A precipitacdo 4cida ndo foi eficiente na separacdo do bioproduto obtido por A.
venetianus AMO1502. Esse método tem sido amplamente reportado na literatura para
processos de purificacdo de biomoléculas surfactantes, em especial de baixo peso molecular
(DE FRANCA et al., 2022; KHOPADE, A. etal., 2012; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019;
PEREIRA et al., 2013). Esse método causa a desnaturacdo de proteinas alterando sua
estabilidade eletronica e diminuindo sua solubilidade, podendo causar perda de atividade da
biomolécula, mas é considerado barato e eficiente para a precipitacdo de biossurfactantes de

baixo peso molecular como surfactina, lipopetideos e glicolipideos (SATPUTE et al., 2010).

A precipitagédo por etanol e por sulfato de amonio foram eficazes na precipitacdo de
bioemulsificante bruto (BB), proporcionando concentrages de 3,3gL*+05e1gL*+0,4,
respectivamente, como apresentado na Tabela 2.3. Vale ressaltar que esses métodos de
separacao/recuperacdo nédo séo seletivos, logo, o bioproduto obtido pode conter substancias,
como carboidratos e proteinas, que também tém sua solubilidade reduzida por influéncia do
etanol e por sulfato de amonio.

Tabela 2.3 - Concentracdo de proteinas no meio livre de células, BB-A e BB-E produzidos nas
condigdes otimizadas (30 °C, pH 7,0 e 3 g L de NaCl).

Método de Concentracéo de Concentracéo de Atividade
Precipitacdo BB (gL?) Proteinas (mg L'Y)*  Emulsificante (%)*
MLC - 242 + 28 53x1
BB-E 3,3+£0,5 81+15 58+ 2
BB-SA 1,0+04 210 + 42 52+3

* As diluicdes foram realizadasa 1 g L™
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O isolamento de bioemulsificantes produzidos por Acinetobacter venetianus ainda é
pouco explorado na literatura. Em geral, os diferentes métodos de precipitacéo aplicados para
esses bioprodutos sdo baseados na supersaturacdo com sais para precipitacdo com proteinas
(CHAMANROKH et al., 2008; MERCALDI et al., 2008). Entretanto, para bioemulsificantes
de alto peso molecular, como o caso dos produzidos por cepas de Acinetobacter sp., que
possuem em torno de 1000 kDa (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; ORTEGA-DE LA
ROSA et al., 2018; VAZQUEZ-VAZQUEZ et al., 2017), a precipitacdo com solventes como
etanol, acetona, acetato de etila, éter etilico e diclorometano tem sido aplicada com frequéncia
(MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; PHETRONG; H-KITTIKUN; MANEERAT, 2008).
Esse método de separacdo costuma ser indicado para moléculas com caracteristicas de
polissacarideos (NOHATA; AZUMA; KURANE, 1996), como é o caso de alguns
emulsificantes produzidos Acinetobacter, como o emulsan que é um lipoheteropolissacarideo,
contendo partes de sua molécula composta apenas por exopolissacarideos, uma por¢do mais
purificada que pode ser separada da parte proteica chamada “apoemulsan” (MERCALDI et al.,
2008).

Os resultados apresentados na Tabela 2.3 tém uma semelhanga aos reportados por
Phetrong et al. (2008) para a precipitacdo por etanol, que obtiveram concentracdes de
bioemulsificante similares (2,94 g L) ao obtido no presente trabalho (3,3 g L™?) para
Acinetobacter calcoaceticus, um microrganismo de caracteristicas filogenéticas semelhantes a
Acinetobacter venetianus (VANEECHOUTTE et al., 1999).

Para avaliacdo das moléculas proteicas presentes no meio caldo de producdo (meio livre
de células) e em solucdes de BB-E e BB-SA, foi realizada a analise da concentracdo de
proteinas, de modo a avaliar a eficiéncia da etapa de separacdo do emulsificante. Os resultados
mostram que o MLC apresentou maior concentragdo de proteinas (242 mg. L1). Ja, em
concentracdo de 1 g L™, o BB-SA (210 mg L) apresentou uma concentragdo de proteinas
38,5% superior em comparacéo ao BB-E (81 mg. L) na mesma concentragdo. Isso ocorre pela
a adicdo de sulfato de aménio no meio, que diminui a solubilidade de proteinas, resultando na
sua precipitacdo, desse modo o BB-SA apresenta menos impurezas proteicas presentes no meio
de producéo, oriundas do rompimento de células no processo fermentativo ou de origem do
extrato de levedura presente no meio mineral, que o meio livre de células. Essa concentracdo
de impurezas é ainda mais reduzida na precipitacdo com etanol, que ¢ mais adequada para

polissacarideos.
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Apesar de se tratar de um bioemulsificante proteico, o emulsan é composto por duas
porcdes, uma proteica e outra composta de &cidos graxos e polissacarideos (denominado
apoemulsan), assim as duas estratégias de separacdo ja foram utilizadas por diferentes autores
para a precipitacio da biomolécula (BACH; GUTNICK, 2006; BELSKY; GUTNICK;
ROSENBERG, 1979; CHAMANROKH et al., 2008; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019;
PHETRONG; H-KITTIKUN; MANEERAT, 2008). O apoemulsan, porcdo polissacaridica do
emulsan, é considerada uma forma mais purificada do emulsan, possuindo peso molecular de
41-250 kDa, consideravelmente menor que a sua forma mais bruta (1000-1010 kDa) (DAMS-
KOZLOWSKA et al., 2008; GEORGE, 1985; MERCALDI et al., 2008; ORTEGA-DE LA
ROSA et al., 2018; VAZQUEZ-VAZQUEZ et al., 2017). A menor concentracio de proteinas
no BB precipitado com etanol pode indicar uma maior precipitacdo dessa porcao polissacaridica
do emulsan, ao invés da parte proteica, o que esta de acordo com a metodologia de precipitacdo
com etanol que é adequada para precipitacdo de polissacarideos (NOHATA; AZUMA,
KURANE, 1996).

O bioemulsificante tanto precipitado com etanol (BB-E), quanto com sulfato de aménio
(BB-SA), foram ressuspendidos & concentracio de 1 g L™ para padronizacéo dos resultados, e
apresentaram atividades emulsificantes (1E24%) de 58% + 2% e 52% * 3%, respectivamente, e
atividade surfactante (RTS), de 41,7% * 3 e 37,5% * 5%, respectivamente, ndo apresentando

diferenca significativa para a RTS em andlise de significancia a nivel de 95%.

Assim, a precipitacdo por etanol, apresentada na Figura 2.12, foi escolhida para testes
seguintes devido a alta recuperacdo de bioemulsificante e a baixa seletividade do sulfato de
amonio que pode precipitar proteinas que resulta em mais etapas para a total purificacdo do

produto.
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Figura 2.12 - Bioemulsificante bruto recuperado com etanol (BB-E) de Acinetobacter
venetianus, produzido a 30 °C, pH 7,0 e 3,0 g L de NaCl: (A) apds liofilizagdo e (B) em
aplicacdo como agente emulsificante (1E24%: 58%z 2%) a 1 g L ™! utilizando querosene como

fonte hidrofébica.

Para estimativa do rendimento durante o bioprocesso, avaliou-se a concentracdo de
bioemulsificante bruto precipitado com etanol (BB-E) por um periodo de 72 h usando o meio
MM utilizando glicose como fonte de carbono e os resultados estdo apresentado na Figura 2.13.
A producdo de bioemulsificante teve um considerado incremento apds 24 h do bioprocesso,
coincidindo com o esgotamento da glicose disponivel, alcangando-se uma concentracdo de 3 g
L a partir de 48 h, aumentando para 3,3 g L™ em 72 horas. A reducéo da tenso superficial
(RTS) foi de cerca de 44% em relacdo a &gua em 72 h, sendo possivel observar que a reducéo

da tensdo esta diretamente ligada a producéao de BB.
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Figura 2.13 - Perfil de producdo de bioemulsificante bruto precipitado com etanol (BB-E) (V)
e da reducdo da tensdo superficial (RTS%) (e) durante o processo de producgdo por A.
venetianus AMO1502 usando MM (3 g L™t de NaCl) a pH 7,0 e conduzido a 30 °C e 150 rpm.
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Comparou-se a atividade emulsificante do meio livre de células (MLC) e o
bioemulsificante bruto (BB-E) para avaliar a influéncia processo de recuperacdo. O 1E24% do
MLC méaximo foi de 53% + 2%, aumentando para 58% + 3 utilizando o BB-E ressuspendido
(1 g L™ o que indica um aumento na atividade emulsificante apds o processo de precipitacéo,
ja que essa concentracdo de bioemulsificante € menor que a apresentada pelo meio livre de
células (MLC) (3,3gL™).

Por fim, foi a avaliada a tensdo interfacial utilizando querosene como fonte hidrofébica,
como ilustrado na Figura 2.14. O bioemulsificante presente no MLC e recuperado (BB) se
mostrou capaz de reduzir a tensdo interfacial do sistema agua/querosene de 43 + 2 mN m, para
19+2mNmte25+1mNm?
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Figura 2.14 - llustracdo do sistema heterogéneo composto por fase hidrofébica (querosene) e
fase aquosa: (A) agua, (B) MLC e (C) BB (1 g L), para determinacéo da tenséo interfacial
(T).

A reducdo da tensdo interfacial costuma ser um método de avaliar o potencial de uma
substancia de superficie ativa de realizar interacdes entre a fase hidrofilica e fase hidrofdbica,
sendo um ponto forte dos agentes de superficie de baixo peso molecular, que podem reduzir a
tenséo interfacial para até 1 mN m™ (DE FRANCA, 2014). A eficiéncia na diminuicio da tenséo
interfacial costuma ser menor para bioemulsificantes, como os produzidos por Acinetobacter,
gue em sua forma bruta costumam diminuir a tensdo interfacial entre &gua e hexadecano para
cerca de 15 mN m™ (ZHANG et al., 1999; ZOU et al., 2014), sendo essa reducéo influenciada
pela proporcdo de proteinas presentes na biomolécula (Zosim, Gutnick & Rosenberg, 1987)
Esse autores reportaram que moléculas contendo cerca de 20% (m/m) de proteinas eram
capazes de reduzir a tensdo interfacial para aproximadamente 15 mN m, entretanto porcdes
desproteinadas desse emulsificante s6 eram capazes de reduzir a tensdo interfacial para cerca
de 30 MmN m™,

3.4 Pré-purificacdo do bioemulsificante

Uma forma de melhorar a atividade e possibilitar a aplicacdo na pratica de um
bioemulsificante ¢ aumentando seu grau de pureza, assim foram aplicados métodos de
separagdo especificas para bioemulsificantes de Acinetobacter, como a purificagdo ethanol-
salting-out, a extracdo com éter e a purificagdo com fenol quente.

Para a purificacdo ethanol-salting out, que consiste em quatro lavagens com etanol,
seguidas da separacdo salting out utilizando Ca(NOs), repetida duas vezes. Pode-se observar

uma diminuicdo significativa na CMC (Figura 2.15) do bioemulsificante no decorrer as
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lavagens mesmo antes da etapa de cristalizagdo. J& na terceira lavagem é possivel observar uma
reducdo na concentragdo micelar critica de aproximadamente 1000 mg L™ na sua forma bruta,
para 200 mg L%, e na quarta (4%) lavagem essa reducéo vai para entre 50-100 mg L, resultados
semelhantes aos encontrados na literatura para bioemulsificantes em sua forma purificada
(AMANI; KARIMINEZHAD, 2016; SU; CHEN; LIN, 2009). Né&o foi observada diferenca
expressiva na concentracdo micelar critica apds a etapa de cristaliza¢do, indicando que o
produto ja estava na forma mais pura a ser alcancada pelo método. A menor tensao superficial
apresentada pelo emulsan produzido por Acinetebacter venetianus foi aproximadamente 40 +
2 mN/m, o que esta de acordo com os dados reportados na literatura para esse biopolimero, que
costumam apontar a menor tensao superficial do produto como préxima da apresentada nesse
estudo (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; SU; CHEN; LIN, 2009).

Figura 2.15 - Concentragcdo micelar critica obtida com o bioemulsificante purificado com
etanol em diferentes estagios de processo: (m) Bioemulsificante bruto, (e) 22 lavagem com
etanol, (A) 3% lavagem com etanol, (V) 42 lavagem com etanol, (¢) 1? cristalizacdo com

Ca(NO3)2, («) 22 cristalizacdo com Ca(NOs)..
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A extracdo utilizando fenol quente é uma metodologia aplicada para a purificagcdo do
apoemulsan, a porcao polissacaridica do emulsan. Assim, apds a etapa de purificagdo, dialise e
liofilizacdo, o bioemulsificante purificado foi pesado e seu rendimento foi quantificado em
25,7% (m/m) em relacdo a massa inicial de emulsificante, apos ressolubilizacdo do
bioemulsificante a concentragdo de proteinas foi avaliada (~0 mg L), constando-se a auséncia
de proteinas que seguiram para a fase fendlica. O método de purificagcdo com fenol € utilizado
para separar a porc¢do polissacaridica da porcao proteica do emulsan, assim purificando-o em
um composto chamado “apoemulsan”, composto apenas pelos acidos graxos e polissacarideos
do bioemulsificante, logo, a auséncia de proteinas € um indicativo do isolamento desse
composto (JOHRI; BLANK; KAPLAN, 2002; JOHRI; YALPANI; KAPLAN, 2003; KAPLAN
et al., 1985)

A partir da extracdo com éter, obteve-se um rendimento final de 7,4% (m/m) em relacdo
a massa inicial de bioemulsificante. Apos solubilizacéo do purificado em agua destilada (1 g L
1) avaliou-se a concentragdo de proteinas, obtendo-se 0,58 mg L™ + 0,05. Esse método de
purificacdo é utilizado para solubilizacdo do emulsan, um bioemulsificante de caracteristicas
proteicas, produzido por cepas de Acinetobacter (CHAMANROKH et al., 2008; MUJUMDAR,;
JOSHI; KARVE, 2019), assim o aumento da concentracdo de proteinas em relagdo ao MLC
(242 mg L) é indicativo do isolamento dessa substancia. Entretanto, apos aplicacéo dessa

técnica, foi observada a perda da atividade do bioemulsificante.

Assim, a purificacdo etanol-salting out se mostrou a mais eficaz para a pré-purificacdo
do bioemusificante, apresentando rendimento de 21,1% (m/m), aumentando a pureza do
composto em poucas lavagens, porém a purificacdo com fenol quente foi mais eficaz para a

separacdo do apoemulsan, de menor peso molecular que o emulsan.

3.5 Analise molecular

3.5.1 Espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

O espectro FT-IR foi utilizado para averiguar 0s possiveis grupos quimicos do
bioemulsificante produzido pela A. venetianus. Os resultados alcangados (Figura 2.16)

indicaram bandas em 1000-1200 cm™ representando ligagdes C—O e C-O-C em grupos
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organicos (&lcoois, éteres e ésteres), representativos da presenca de carboidratos e
polissacarideos, realcando o pico em 1043 cm™, que confirma a presenca de acido urénico
(1000-1125 cm™) em ligacdes O-acetil ester (AMANI, 2017). Bandas em 1651 cm™, que se
referem ao estiramento dos aneis de galactose e manose que compdem moléculas de emulsan
(AMANI, 2017). Em 2851 cm™ encontram-se bandas representando ligagdes alifaticas C—H, e
bandas em 3164 cm™ sdo representativas para ligagdes OH e NH, presentes em grupos alcoois
e aminas. Assim, a presenca de cadeias alifaticas (—CH3z e CH>) foi representada por bandas
entre 2930-2855 cm™ e 1364-1472 cm™ representam ligagdes C-N e COO-. Essas bandas
indicam a producdo de uma molécula complexa, e os grupos funcionais identificados estdo
presentes em outras moléculas emulsificantes produzidas pelo género Acinetobacter (AMANI,
2017; CHAMANROKH et al., 2010).

Figura 2.16 - Espectro de FT-IR de bioemulsificante pré-purificado (BPP) por etanol salting-
out produzido por Acinetobacter venetianus AMO1502 ressaltando as bandas representativas
da producéo de emulsan.
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Assim, o espectro FT-IR confirma a presenca de grupos alifaticos, metil e aminas
secundarias, e funcBes sacarideos e acido urdnico. A identificacdo destes grupos e funcbes
demonstra similaridade com molécula de emulsan, a qual é composta por mondmeros de
trissacarideos (N-acetil-D-galactoseamina, &cido D-galacturénico e diamina-6-dioxi-D-
glicose) e cadeias longas de acidos graxos que podem variar em comprimento e saturacao
(MERCALDI et al., 2008). Os resultados apresentam similaridade com outros trabalhos da
literatura que utilizaram a andlise de FT-IR como forma de identificar grupos Unicos da
molécula de emulsan, cuja cadeia polissacaridica € principalmente composta por amino
acucares (AMANI, 2017; CHAMANROKH et al., 2010; ZHAO et al., 2016).

3.5.2 Ressonancia magnética nuclear (*H RMN)

Foram realizadas analises de ressonancia magnética nuclear (RMN *H) a partir de
amostras de bioemulsificante pré-purificado, apresentado na Figura 2.17. Picos observados de
0,80 a 0,97 ppm sdo dupletos representativos de ligacdes -CHs, e entre 1,00 e 1,40 ppm indicam
quintupletos representativos de cadeias alifaticas. O dupleto significativo entre 1,90 e 2,00 ppm
é representativo de agrupamentos metilas de O-acetil, e o dupleto entre 2,00 e 2,20 indica
ligagbes -CHs em grupos acetamidas. Bandas largas entre 3,50 e 4,50 ppm costumam
corresponder a prétons ligados a grupos carboidratos, onde as ligagcbes -OH podem ser
observadas de 3,8-4,3 ppm. A estrutura polissacaridica pode ser confirmada pelas bandas 5,00-
5,30 ppm, representativas de protons anoméricos. Assim, a analise *H RMN, apresentou picos
semelhantes a outros bioemulsificantes poliméricos produzidos por outras cepas de
Acinetobacter (ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018).
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Figura 2.17 - Espectro 'H RMN do bioemulsificante produzido por A. venetianus pré-

purificado por método etanol-salting out.
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3.5.3 Espectrometria de massa (MALDI-TOF/TOF)

A utilizacdo de espectrometria de massa com matriz auxiliada por dessorcdo-ionizagao

laser foi utilizada em trabalhos anteriores para avaliacdo de bioemulsificantes, em especial 0s

bioemulsificantes poliméricos, como produzidos por Acinetobacter e Cronobacter (ALl et al.,
2019; JAIN et al., 2012; PEREIRA et al., 2013; ZHAO et al., 2016). O resultado apresentado

na Figura 2.18 foi obtida para o biossurfactante pré-purificado e o espectro apresentou picos

para a reflexdo de ions de modo positivo. O sinal identificado em 538,146 m/z representa a

presenca trissacarideos contendo hexose, o sinal em 759,219 m/z corresponde a cadeia de

oligossacarideos contendo grupamentos amida, e os sinais em 973,192 m/z e 1099,306 m/z

correspondem a acidos graxos, que sdo as por¢oes apolares da molécula.
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Figura 2.18 - Espectro MALDI-TOF/TOF do bioemulsificante de A. venetianus pré-purificado

por método etanol-salting out, correlacionado com a molécula de emulsan.
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Provavelmente a molécula apresenta uma estrutura polissacaridica, composta por N-
acetil-D-galactoseamina, acido D-galacturdnico e diamina-6-dioxi-D-glicose. A partir da massa
inicial do mondémero de 1099 Da e das etapas de fragmentacdo da molécula, foi possivel supor
uma cadeia de acidos graxos longa, de aproximadamente 215 Da, e a presenca de uma cadeia
de trissacarideos de massa 509 Da, ao final da fragmentacdo, formada por trés hexoses.

Desse modo, as bandas de FT-IR observadas, bem como os espectros de MALDI-
TOF/TOF e RMN !H indicam a producio de emulsan de Acinetobacter, um lipo-
heteropolissacarideo com alto poder emulsificante e alta complexidade molecular. Pode-se
confirmar a presenca de cadeias alifaticas pela presenca de quintupletos e tripletos, bem como
a presenca de grupos acetil ligados a cadeias de sacarideos, indicando a existéncia de amidas
secundarias, caracteristicas de amino agucares, como a presenca de prétons anoméricos em 5,1-
5,3 ppm, o que indica a formacao de polissacarideos. Assim foi possivel propor a cadeia final

da molécula, conforme a Figura 2.19.
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A determinacdo da estrutura quimica do emulsan costuma apresentar gargalos em
relacdo devido a sua complexidade, grande variagdo molecular, em especial em sua por¢éo
hidrofobica (BARNHART et al., 2012; DESAI; BANAT, 1997; NAKAR; GUTNICK, 2001) e
a dificil purificacdo devido a presenca de contaminantes, em especial de origem proteica
(BARNHART etal., 2012; MERCALDI et al., 2008; PANILAITIS et al., 2002). Assim, apesar
de aplicacéo de técnicas analiticas de alta eficiéncia, como *H RMN e *C RMN, a proposicéo
de estruturas quimicas detalhadas foi raramente proposta em trabalhos cientificos
(CHAMANROKH et al., 2010; ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018; ZHAO et al., 2016).
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Figura 2.19 - Estrutura proposta para o polimero produzido por A. venetianus AMO1502 neste
trabalho com base em analises *H RMN, FT-IR e MALDI-TOF/TOF.
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3.5.4 Avaliacéo do equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB)

A afinidade de ligagdes e rapida aderéncia de bioemulsificantes e biossurfactantes esta
relacionada com o seu equilibrio hidrofilico-lipofilico (HLB). Esse potencial esta relacionado
ao potencial de um bioproduto de formar emulsdes agua em éleo ou 6leo em agua. Assim, apds

comparagdo com controles contendo diferentes valores de HLB, observou-se um volume de
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fase aquosa semelhante entre a emulsdo formada pelo BPP (0,5% m/v) e a solu¢do com HLB
10 (Span 80:Tween 80 em razédo 47,7:53,3), como apresentado na Figura 2.20. Segundo a escala

de Griffin, indica se tratar de um bioemulsificante eficaz para a emulsdo de 6leo em agua.

Figura 2.20 - Emulsao formada com 6leo de parafina em (A) meio contendo BPP (100 mg L~
1 e (B) solugéo padrdo de HLB 10.

O HLB de bioemulsificantes de Acinetobacter ja foi avaliado anteriormente por Ohadi
et al. (2018), que encontrou valores proximos a 10, indicando a producdo de um composto
capaz de formar emulsbes de 6leo em agua. Entretanto, tal valor pode ser alterado pelas
condicBes do meio de producao, que podem induzir a producdo de moléculas mais ou menos
hidrofilicas, assim é definido que o HLB do emulsan de Acinetobacter pode apresentar grandes
variacdes (HLB 8-17) (KIM et al. 2000).

3.6 Estabilidade do bioemulsificante e das emulsdes formadas

A persisténcia da emulséo indica o potencial do bioproduto para aplicacdo como agente
biorremediador, ja que em processos de dispersdo de 6leo, é necessario que as fontes
hidrofobicas permanecam emulsionadas tempo suficiente para que seja metabolizadas por
microrganismos ou removidas em processos paralelos, como tecnicas de adsor¢cdo (BARROS
et al., 2014). As emulsbes obtidas com o bioemulsificante demonstraram alta estabilidade,
reduzindo-se em apenas 8% ap06s 120 dias a 25 °C, conforme ilustrado na Figura 2.21A. A
diminuigéo da fase emulsionada esta em concordancia com o aumento observado no tamanho
das gotas de emulsdo observadas em microscopio, que tinha perfil de 0,03-0,15 mm em 24

horas, e em 120 dias o perfil aumentou para 0,05-0,58 mm (Figura 2.21B), indicando uma leve

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
Isolada de Amostras de Petréleo



114
Capitulo 2 D’Almeida, A. P.

atenuacéo da atividade emulsificante que se reflete em uma pequena diminuicdo da altura da
fase emulsionada. Essa alta estabilidade é caracteristica dos biopolimeros emulsificantes de
Acinetobacter que costumam ser maiores que dos biossurfactantes de menor peso molecular
(CHRISTOFI; IVSHINA, 2002; NAVON-VENEZIA et al., 1995).

Figura 2.21 - Estabilidade da emulsdo formada por bioemulsificante de Acinetobacter
venetianus AMO1502 no decorrer de 120 dias a 25 °C: (A) emulsdes e (B) imagens mostrando

as gotas observadas em microscopio 6tico.
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O bioemulsificante também demonstrou alta estabilidade em elevadas concentra¢Ges
salinas (Figura 2.22A), no qual somente observou-se uma diminuicdo no IE24% quando
utilizado 50% (m/v) de NaCl, evidenciando a alta resisténcia do BB em ambientes salinos

guando comparado com outros biossurfactantes reportados na literatura que tendem a perder
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atividade a partir de 15-20 g L™* de NaCl (KHADEMOLHOSSEINI et al., 2019; MOSHTAGH;
HAWBOLDT; ZHANG, 2021). Essa estabilidade em altas concentragdes salinas é essencial

para a aplicacdo de bioemulsificante em ambientes costeiros, jA que esses possuem alta
salinidade.

Figura 2.22 - Estabilidade do bioemulsificante bruto avaliado pelo indice de emulsificacdo em,
(A) meios com diferentes concentragdes salinas (0, 2,5, 5, 10, 20 e 50 g L™1), (B) quando exposto
a diferentes valores de pH (2, 4, 6, 7, 8 e 10) e (C) quando exposto a diferentes temperaturas:
(m) 60 °C, (®) 80 °C, (A) 100 °C e (V) 120 °C por 120 minutos.
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Observou-se a maior atividade emulsificante em pH neutro, atingindo valores superiores
a 50%, exposto na Figura 2.22B. No caso do presente estudo, em pH alcalino observou-se uma
maior instabilidade, em especial uma diminuicdo abrupta na atividade do surfactante em pH 10.
Entretanto, o bioemulsificante ainda mantem alta atividade emulsificante (El24%: 48%) em pH
8,0, que é o pH da agua do mar, onde o bioemulsificante seré aplicado, contribuindo para sua
utilizacdo como agente biorremediador. Em meio alcalino, a caracteristica mais viscosa de
bioemulsifcantes promove uma maior estabilidade até pH préximo de 9,0, apds isso a emulséo
comeca a ser afetada pelas cargas do meio, diminuindo sua estabilidade (ORTEGA-DE LA
ROSA et al., 2018).

Em pH &cido, o bioemulsificante manteve sua atividade, diminuindo gradualmente até
atingir valores proximos de 35% em condicGes de extrema acidez (pH 2,0). Essa diminui¢do da
atividade pode estar relacionada a protonacao dos grupos carboxilicos da molécula, que resulta
na aglomeracdo molecular que causa a precipitacdo, esse processo € chamado de
“coalescéncia”(ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018; TAO et al., 2019), a resisténcia do
bioemulsificante produzido neste estudo a pH acido pode ser explicado pela baixa formacéo de
precipitado pela separacdo por precipitacdo acida (BHARALI et al., 2018; KHOPADE, A. et
al., 2012). Assim, estabeleceu-se a faixa de pH 6timo para aplicacdo desse bioemulsificante
como sendo de pH 4,0-8,0. Entretanto, a atividade emulsificante de 35% observada no meio
acido ainda é elevada para a condicdo estudada, o que indica que mesmo em condig¢des de pH

extremo o bioemulsificante ainda pode ser utilizado com eficacia.

O estudo da estabilidade térmica, apresentada na Figura 2.22C, indicou que a atividade
emulsificante permaneceu acima de 50% mesmo quando submetido a altas temperaturas (de até
120 °C), mostrando uma reducdo menor que 10% no indice de emulsificacdo apenas apds
estresse térmico de 121 °C por 120 minutos. Adicionalmente, a estabilidade térmica do
bioemulsificante impacta no espectro de sua aplicacdo, como em condensacdo de Knoevenagel,
uma adicdo nucleofilica que necessita de catalisadores que podem ser emulsificantes bioldgicos
(BARGE; SALUNKHE, 2014) e recuperacdo de 0leos aprimorada microbiana (ROAM) (WU
et al., 2022), que podem ocorrer em altas temperaturas (>60 °C). Em compara¢do com outros
biossurfactantes e bioemulsificantes apresentados na literatura (MOSHTAGH; HAWBOLDT;
ZHANG, 2021; ZHANG; FENG; XUE, 2022), o bioemulsificante de A. venetianus apresentou

alta estabilidade em altas temperaturas mesmo apds longos periodos.
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3.7 Avaliagéo da ecotoxicidade do bioemulsificante

A toxicidade de um agente biorremediador é muito importante para a viabilidade de sua
utilizacdo, pois desse parametro dependerd uma possivel futura aplicacdo do bioemulsificante.
Surfactantes quimicos comumente aplicados em processos de biorremediacdo, como
COREXIT™  apesar de eficientes na dispersdo de dleos, tém seu uso restringido devido aos
problemas ambientais causados pela sua aplicagdo (ARNOLD et al., 2022; DUKE, 2016;
ZENGEL et al., 2022).

3.7.1 Avaliacao da fitotoxicidade

A fitotoxicidade é importante para essa analise pois estuda os impactos que o bioproduto
pode ter em plantas que habitam as regides de derramamento, em especial mangues. E sabido
gue o uso de métodos agressivos de limpeza pode dificultar a regeneracao de plantas afetadas
por acidentes ambientais em decorréncia de derramamentos de petrdleo, assim a utilizacdo de
bioemulsificantes menos toxicos é vista como uma solugdo menos nociva as plantas (ZENGEL
etal., 2022).

Nesse trabalho utilizou-se sementes de manjericdo (Ocimum basilicum) e couve
(Brassica oleracea) devido a sua facil germinacdo para avaliacdo dos efeitos de fitotoxicidade,
no qual leva-se em conta o numero de sementes germinadas e o a influéncia do bioproduto no

tamanho das raizes, cujos resultados estdo apresentados na Figura 2.23.
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Figura 2.23 - Fitotoxicidade do bioemulsificante bruto de Acinetobacter venetianus AMO1502
em: (A) Ocimum basilicum e (e) Brassica oleracea, representado pelo indice de germinacao
(%) de sementes expostas a diferentes concentracdes de BB.
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Assim, considerou-se IG de 80% como limite de fitotoxicidade (FELIX et al., 2019;
TIQUIA; TAMA; HODGKIS, 1996), se em algum dos ensaios ser observado um IG menor que

esse valor, seria considerado que o bioemulsificante teve efeitos inibitorios no crescimento da
planta.

Assim, os resultados obtidos indicam que ndo houve inibicdo no desenvolvimento das
plantas por efeito do bioemulsificante, apresentando IG menor que 90% apenas em
concentragdes de 2000 mg L™ (84,95%) e 3000 mg L (81,5%), para Ocimum basilicum e em
1000 mg L (87,19%), 2000 mg L (83,70%) e 3000 mg L (80,23%) para Brassica oleracea.
Entretanto em todos os casos, o indice de germinacédo (1G) ainda € maior que 80%, o0 que indica
gue mesmo em concentragdes elevadas o bioemulsificante bruto (BB) ndo apresentou efeitos
no desenvolvimento das raizes ou na germinacao das sementes, como ilustrado na Figura 2.24.

A baixa toxicidade de bioemulsificantes e biossurfactantes ja foi relatada anteriormente na
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literatura, como é o caso da surfactina de Bacillus subtilis, que em sua forma purificada,
apresenta IG superior a 80% para concentracdes de até 500 mg L™ (FELIX et al., 2019).

Figura 2.24 - Fitotoxicidade do bioemulsificante bruto precipitado com etanol (BB-E) na

concentragéo de 3000 mg L em (A) Ocimum basilicum e (B) Brassica oleracea.

3.7.2 Avaliacéo da citotoxicidade

Diversos invertebrados habitam em regifes de mangue, sendo seres sensiveis as
mudancas nas condi¢des do meio, por isso a determinagdo da citotoxicidade com Artemia salina
foi conduzido para avaliar os efeitos do bioesmulsifcante na microfauna do meio ambiente.
Assim foram realizados experimentos para avaliar a toxicidade do bioemulsificante sobre esses
pequenos crustaceos, assim foi realizada a contagem de mortos ap0s o periodo de exposi¢do ao
emulsificante e em seguida realizou-se calculo para averiguagdo da concentracao letal 50%

(CLso), apresentada na Figura 2.25.
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Figura 2.25 - Relagdo entre a concentracdo de bioemulsificante bruto de Acinetobacter
venetianus AMO1502 e o numero de Artemia salinas mortas devido a exposi¢cdo ao

biocomposto.
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Mesmo em concentracdes mais elevadas (3000 mg L™), observou-se uma taxa de
mortalidade relativamente baixa (31%). A partir da regressao linear foi obtida a Equacdo 7 e 0
coeficiente de determinacdo (R?) igual 0,965, a partir dos quais a concentracao letal 50% (CLso),
que é a concentracdo letal para 50% dos organismos expostos, foi calculada de modo a

determinar o grau de toxicidade da substancia.
Concentragio = (0,6788 x mortalidade?) + (87,496 X mortalidade) — 277,24  (7)

Segundo classificagéo reportada por Dolabella (1997), e a diretriz do regulamento n°
1907/2006 do Parlamento Europeu, reconsolidada em 28 de maio de 2023 (UNIAO
EUROPEIA, 2006), uma substancia é considerada altamente toxica quando sua Clso for
inferior a 80 mg.L™ e moderadamente toxica quando estiver entre 80 e 250 mg L, sendo
considerava atoxica para CLso superiores a 250 mg L. O bioemulsificante de Acinetobacter
venetianus AMO1502 apresentou CLso de aproximadamente 5795 mg L, o que indica que o

bioemulsificante ¢é atoxico. Essa baixa toxicidade pode ser observada em outros
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biossurfactantes, como o produzido a partir de Trichoderma asperellum, um fungo filamentoso,
cujo CLso foi de aproximadamente 5700 mg L™ (ALVES, 2020).

Avaliando-se os naupilos na presenca dos ensaios com o bioproduto, observou-se que
ndo tiveram dilatacdo intestinal, apresentando limen intestinal translicido e sem particulas
aderidas (Figura 2.26). Os resultados indicam que o bioemulsificante de A. venetianus nédo
causou danos a essas especies vegetais e de microcrustaceo, apresentando 1G% < 80% e CLso
(5795 mg L) superiores a CMC, sendo 3 vezes e 5,7 vezes a CMC, respectivamente.
Entretanto, vale ressaltar que nesses testes foi aplicado o bioemulsificante bruto (CMC: 1 g L°
1y, um produto de baixa pureza, com intuito de melhorar a viabilidade da aplicacéo, no caso da
aplicacdo do bioemulsificante pré-purificado (BPP) é provavel que a relacdo entre CMC e a
toxicidade apresentasse valores mais favoraveis. Assim, esse bioemulsificante pode ser
utilizado com seguranca como agente biorremediador, ainda que em sua forma pré etapas de

purificacdo sem riscos ambientais a microfauna e flora local.

Figura 2.26 - Imagens de Artemia salina em microscopio Otico (ampliagdo x100)
demonstrando corpos intactos e limen intestinal de tamanho normal em diferentes
concentragdes de bioemulsificante: (A) 0 mg L, (B) 10 mg L, (C) 50 mg L%, (D) 100 mg L
1 (E) 500 mg L?, (F) 1000 mg L?, (G) 2000 mg L%, (H) 3000 mg L,
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3.8 Aplicacéo do bioemulsificante como agente biorremediador na disperséo de 6leos

3.8.1 Aplicacao do bioemulsificante na dispersao de 6leos in vitro

Com o intuito de avaliar o potencial biorremediador do bioemulsificante produzido pela
cepa A. venetianus AMO1502 foi avaliado pela dispersdo de 6leo em ambiente marinho, assim
manteve-se a amostra 0leo, coletada de derramamento ocorrido em Aquiraz (3°56’46” S,
38°16°36” W), Ceara, em contato com o bioemulsificante por 21 dias, apresentado na Figura
2.26, avaliando-se a redugédo da massa gravimetricamente e, na Figura 2.27, por cromatografia
gasosa. Vale ressaltar as caracteristicas do 6leo derramado, que apresenta alta viscosidade e
densidade, sendo de dificil emulsdo e metaboliza¢do por microrganismos (DE OLIVEIRA et
al., 2020). Na Figura 2.27, a maxima reducdo de massa (12%) foi atingida utilizado 10% (m/v)
BB, apresentando resultados levemente superior (diferenga de 16%) em relacdo ao teste com
MLC. O processo de biorremediacdo utilizando 1% (m/v) BB apresentou resultados mais

eficientes (6,9 %) em relacdo aos apresentados pelo SDS (3,7%) como agente dispersante.

Figura 2.27 - Acdo do bioemulsificante na reducdo de massa de petréleo (%) adicionada ao
meio no decorrer do tempo e comparacdo com controles: Bioemulsificante precipitado com

etanol (BB-E) na concentracao de 10% (m/v) (@), BB-E Concentragdo de 1% (m/v) (V), Meio
livre de células (MLC) (#), SDS (4 ), Meio Mineral (m) e Agua do mar (e).
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Quando comparado com ao surfactante dodecil sulfato de sédio (SDS), o
bioemulsificante de origem bioldgica apresentou maior reducdo na massa de 6leo, indicando a
eficiéncia como um possivel agente biorremediador. Entretanto nenhum dos experimentos
apresentou reducdo de massa superior a 15% apos 21 dias, reforcando a resiliéncia do dleo
derramado que mantém seu potencial contaminante por muito tempo, como reportado por
estudos anteriores que buscaram a caracterizacdo do 6leo oriundo do mesmo acidente (DE
OLIVEIRA et al., 2020).

Desse modo, pode-se observar que o bioemulsificante ainda no meio livre de células
(MLC) ou em sua forma bruta precipitada (BB-E) foi capaz de reduzir consideravelmente a
massa do 6leo contaminante, apresentando resultados superiores aos obtidos com o surfactante
quimico analisado (SDS) (3,7%), o que é representativo do alto poder dispersante do bioproduto

mesmo diante de amostras de 6leo pesadas e de dificil remediacéo.

Uma forma utilizada para a avaliacdo da dispersdo de 6leos € determinacéo do perfil de
hidrocarbonetos emulsionados em meio aquoso. Inicialmente é realizada a extracdo desses
compostos por n-hexano e apds analisada por cromatografia gasosa. Na Figura 2.28 observa-se
o perfil dos hidrocarbonetos obtidos nos ensaios de dispersdo do controle (4gua do mar
simulada) e para todas as amostras analisadas, no tempo zero ndo foram identificados picos
representativos de hidrocarbonetos grandes, apenas picos de substancias polares solubilizadas

no meio.

Apbds 21 dias, observa-se que a dgua do mar simulada foi capaz de solubilizar uma
pequena parte do 6leo em comparacdo com os emulsificantes avaliados, apresentado na Figura
2.28, isso ocorre devido a presenca de NaCl (KHOPADE, A. et al., 2012; MANEERAT,
PHETRONG, 2007), ions metalicos (XIA et al., 2011) como Mg?" e a agitagio do sistema, 0
que esta de acordo com o resultado apresentado, no qual é possivel se observar uma leve
reducdo na massa do 6leo adicionado ao sistema. Observa-se também a auséncia de cadeias
menores que Cz2 no Gleo, isso ocorre devido a exposi¢do do material as agdes climaticas, que

provavelmente causaram a volatilizacdo de cadeias menores.
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Figura 2.28 - Dispersdo de petrdleo in vitro apds 21 dias de biorremediagao utilizando: (m)
agua do mar, (=) meio livre de células (MLC), (m) bioemulsificante bruto (1% m/v) e (m)

bioemulsificante bruto 10% (m/v).
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Na Figura 2.28 é apresentada a dispersdo promovida pelo bioemulsificante presente no
meio livre de células (MLC) e precipitado com etanol (BB-E), observa-se um aumento
significativo de hidrocarbonetos dispersos no meio, representando a acdo do bioproduto,
promovendo a emulséo de cadeias grandes de carbono e lipossolUveis, em especial entre Cao-
Ca3. O meio livre de células (MLC) propiciou uma dispersao de hidrocarbonetos na faixa de
C22-Cs3 em comparagdo com o controle (agua salina), causada pela acdo do bioemulsificante
extracelular. Entretanto a dispersao foi consideravelmente maior utilizando o bioemulsificante
em sua forma precipitada, tanto usando uma proporc¢éo de 1% (m/v) ou 10% (m/v). Observa-se
que a maior acao dispersiva ocorre utilizando-se o0 BB-E em concentracdo de 10% (m/v) que
apos 21 dias causou consideravel diminuicdo na massa de 6leo (12%) e apresentou maiores
picos em relagéo em relagdo ao BB-E 1% (m/v), observado pelo aumento dos picos referentes

a cadeias carbonicas emulsionadas (C22-Css3), 0 aumento foi mais pronunciado em cadeias mais
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longas (Cas-Ca1), indicando que maiores concentragdes de bioemulsificantes promovem um

aumento na dispersao dessas moléculas.

Assim, os resultados apresentados sdo promissores devido ao alto potencial do
bioemulsificante que se mostrou capaz de dispersar cadeias pequenas (<C2o), parafinas (>Cxo)
e asfaltenos (>Cso). Esse alto poder dispersivo para alcanos de cadeias grandes (>C2o) é de alto
interesse para derramamentos de petroleo, pois 0 6leo acumulado em praias e rochas costuma
conter as porces mais pesadas do 6leo derramado, que sdo mais resistentes a acdo do clima e
de agentes degradadores, como parafinas e asfaltenos (ARNOLD et al., 2022). Esse é 0 caso
do 6leo derramado no Brasil em 2019, que possuia principalmente cadeias C2o-26 em sua
estrutura, mas também altas concentracdes de cadeias Cazo-35, que costumam ser de dificil
degradacéo por bactérias produtoras de emulsificantes (ATAKPA et al., 2022; DE OLIVEIRA
et al., 2020; LIU et al., 2021; SAKTHIPRIYA; DOBLE; SANGWAI, 2015; ZHANG; FENG;
XUE, 2022).

3.8.2 Aplicacéo do bioemulsificante na disperséo de 6leos em superficies aquosas

O potencial dispersante de um bioemulsificante também pode ser avaliado pela
dispersdo de 6leo em superficies aquosas, assim foi verificado a &rea da zona limpa causada
pela acdo do tensoativo sobre petréleo, ilustrado na Figura 2.29. Os testes de dispersdo
superficial com petréleo usando o meio livre de células (MLC) e o bioemulsificante bruto (BB)
(Figura 2.29C e 2.29D) apresentaram elevada area de dispersdo de 6leo (ADO), 78,5 cm2e 50,3
cm?, respectivamente. O maior potencial de dispersivo do MLC deve-se a presenca de NaCl
residual e ions metalicos no caldo livre de células no caldo de produgdo, que alteram as
propriedades das emulsdes formadas e promovem uma diminuicdo maior da tensao superficial
(KHOPADE, A. etal., 2012; MANEERAT; PHETRONG, 2007; XIA et al., 2011). Entretanto,
tanto o MLC quanto o BB apresentaram didmetro maior que alguns surfactantes, como o
detergente comercial composto por tensoativos anionicos (44 cm2?) e que outros
biosssurfactantes com alto poder dispersante reportados na literatura, como o de Serratia
marcescens (50 cm2) (DOS SANTOS et al., 2021; MILAGRE et al., 2018). J4 0 meio livre de
células apresentou aproximadamente o mesmo diametro de area limpa que outros surfactantes
sintéticos como o SDS (84,9 c¢cm?), indicando que o bioemulsificante tem um potencial
dispersivo semelhante ao de surfactantes quimicos mesmo sem passar por nenhum processo de

separagdo/recuperacao apds o bioprocesso, apenas separacdo das células microbianas.
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Figura 2.29 - Potencial dispersante (A) da &gua do mar simulada; (B) SDS, (C) meio livre de

células (MLC) e (D) do bioemulsificante precipitado com etanol (BB) a concentragdo de 1 g
Lt

3.8.3 Aplicacéao do bioemulsificante na limpeza solo arenoso e rochas

Outra forma de se avaliar o potencial biorremediador de um emulsificante bioldgico é
avaliando o seu potencial de dispersdo sobre solos contaminados, como € o caso da areia de
praias e mangues, assim foi avaliada a remocéo de 6leo de motor de areia contaminada por este

composto pela agdo do bioemulsificante, demonstrado na Figura 2.30.

Figura 2.30 - Areia (A) antes, (B) apds contaminagdo com 6leo de motor e (C) ap6s tratamento

com o bioemulsificante.
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A Figura 2.31 demonstra que sob agitacao, o BB foi capaz de remover aproximadamente
25% do 6leo de motor da areia, apresentando um aumento de aproximadamente 100% em
relacdo ao teste sem agitacdo. A agitacdo tem um papel muito importante na remocao do 6leo
da areia, podendo ocorrer pelo movimento dos mares em uma aplicacdo préatica. Entretanto, sob
condices estaticas o bioemulsificante ainda foi capaz de remover quantidade superior de 6leo
(13%) ao observado com o experimento utilizando SDS (8%) (Figura 2.31).

Figura 2.31 - Acdo do bioemulsificante na remocao de 6leo de motor da areia sob agitacédo e

sem agitacdo comparado com controles (SDS 1 g L™ e 4gua do mar simulada) por sete dias.
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Estudos anteriores demonstraram o potencial biorremediador de biossurfactantes
produzidas a partir Candida sphaerica, 25% de remocdo de Oleo de motor em 15 dias
(CHAPRAO et al., 2015). Isso reforca a eficiéncia do bioemulsificantes de A. venetianus
AMO1502 na remocdo de 6leos de ambientes contaminados, ja que foi possivel remover-se
aproximadamente 25% da massa de 6leo em um tempo menor (sete dias) e sem a presenga de
microrganismos metabolisadores de hidrocarbonetos.

O bioemulsificante também dispersou o 6leo adsorvido em rochas coletadas de praias
contaminadas pelo 6leo derramado no acidente ambiental de 2019 no Nordeste brasileiro,

demonstradas na Figura 2.32. Depois de sete dias em tratamento com solucdo de
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bioemulsificante, observou-se uma grande diminui¢do no tamanho das manchas de 6leo. Esse
resultado é promissor, pois torna viavel a aplicacdo do bioemulsificante obtido em
biorremediacdo com devido a caracteristica do Oleo derramado que tende a permanecer
adsorvido em superficies ou enterrado na areia, e sua dispersdo facilita a acdo de

microrganismos nativos que degradarédo o 6leo.

Figura 2.32 - Ac¢do do bioemulsificante produzido por Acinetobacter venetianus em rochas
contaminadas por 6leo contaminante, coletadas da praia de lguape, Aquiraz, que foi afetada
pelo acidente ambiental de 2019 no Nordeste brasileiro. (A) Rocha no tempo zero e (B) rocha
apos 7 dias de tratamento com o bioemulsificante produzido. As setas adicionadas representam

pontos com expressiva diminuicdo das manchas.

A concentragdo do bioemulsificante presente MLC é 3,3 g L™, comprovando a
segurancga na aplicacdo deste bioproduto mesmo em sua forma néo precipitada. Nos ensaios de
dispersdo de 6leo em meio marinho (in vitro) foram utilizadas concentragbes mais altas que a
CLso (1% (m/v) e 10% (m/v)). Contudo, a concentracdo de 1% (m/v), capaz de dispersar 6,9%
+ 0,6% do 6leo, ainda esta abaixo do CLgs, concentragdo letal para 95% dos organismos, que €

de 14,1 g L, obtendo resultados superiores aos apresentados pelo SDS nessa mesma
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concentragdo, um composto com maior letalidade para microcrustaceos (CLso 8,5 mg L?)
(EKONOMOWU et al., 2019).

Entdo, o bioemulsificante bruto apresentou alto potencial biorremediador em ensaios
anteriores, assim como uma baixa toxicidade, sendo essa uma caracteristica do emulsan de
Acinetobacter, um potente agente emulsificante mesmo em baixas concentragdes
(MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019). Tais caracteristicas apontam que esse produto é
adequado para a aplicacdo em ambientes marinhos contaminados, ressaltando que ndo €

necessario processos de purificagdo que costumam ser onerosos.
4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos a cepa de Acinetobacter venetianus AMO1502 se
mostrou eficaz na producdo de bioemulsificante. As condi¢bes Otimas atribuidas para o
bioprocesso foram temperatura de 30 °C usando o meio de cultivo a pH 7,0 e suplementado
com 3 g.L de NaCl usando glicose como fonte de carbono. A precipitagdo por etanol se
mostrou mais eficaz para a separacdo do bioproduto por se tratar de um emulsificante
polissacaridico, e a pré-purificacdo por etanol-salting out se mostrou a mais promissora,

resultando em bioproduto com alto poder emulsificante com grupos semelhantes ao emulsan.

As emulsdes formadas pelo bioemulsificante bruto se mostraram estaveis por até 120
dias, reduzindo o indice de emulsificacdo em apenas 8% ap0s 120 dias, além de apresentarem
alta estabilidade a temperatura (até 121 °C), concentracdo de NaCl (até 50% m/v) e pH entre
4,0 e 8,0, sendo capaz de emulsionar uma alta variedade de hidrocarbonetos e 4leos.

O bioemulsificante bruto apresentou baixa citotoxicidade contra Artemia salina,
apresentando CLso de 5794 mg L™, consideravelmente mais baixa que surfactantes quimicos, o
que indica que o bioemulsificante pode ser aplicado em ambientes marinhos. Quanto a
fitotoxicidade, também foi possivel observar que o bioemulsificante ndo apresentou toxicidade
sobre sementes de Ocimum basilicum e Brassica oleracea, onde mesmo em altas concentragoes
de bioemulsificante (3000 mg L), ndo foram observados indices de germinac&o inferiores a
80%.

Quanto ao potencial biorremediador, o emulsificante biologico de A. venetianus foi
capaz de remover 12% da massa de d6leo contaminante em ambiente marinho, dispersando

principalmente cadeias C»1-Cass. Em testes com areia contaminada, o bioemulsificante foi capaz
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de remover até 25% do 6leo de motor misturado com a areia, valores proximos aos do
surfactante quimico avaliado (SDS). O emulsificante também foi capaz de remover a maior

parte das manchas de 6leo presentes em rochas contaminadas.

Apesar do elevado potencial de aplicacdo dos bioemulsificantes, alguns gargalos devem
ser transpostos como, por exemplo, baixos rendimentos e efetivos estudos de aplicagéo,
tornando relevante os resultados e discussdes que aqui foram apresentados. Assim a nova cepa
de Acinetobacter venetianus AMO1502 apresentou grande potencial na producdo de
emulsificantes bioldgicos potentes e de baixa toxicidade para aplicacdo em derramamentos de
petroleo e em outras industrias, contribuindo para o escopo de aplica¢do de bioemulsificantes

em substituicdo aos surfactantes sintéticos.
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CAPITULO 3

PRODUCAO DE BIOEMULSIFICANTE POR Acinetobacter venetianus AMO1502
UTILIZANDO HIDROCARBONETOS COMO FONTE DE CARBONO

RESUMO

O potencial de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos para aplicagdo em processos
de biorremediacdo in situ e para a producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes é
reconhecido na comunidade cientifica, sendo alvo de varias pesquisas. Cepas de Acinetobacter
venetianus se destacam como microrganismos degradadores de cadeias de alcanos (C10-Cao), as
quais sdo metabolizadas pela célula por intermédio dos emulsificantes bioldgicos produzidos
em seu cerne e excretados para o0 meio de cultura. A utilizacdo de hidrocarbonetos como fontes
de carbono pode aumentar a producédo de bioemulsificantes, devido a baixa biodisponibilidade
de fontes hidrofobicas no meio de cultura, que causa uma pressao adaptativa, induzindo a
producdo de agentes emulsificantes. Assim, nesta etapa do estudo apresentada no presente
capitulo busca-se avaliar a producéo de agentes de superficie-ativa por A. venetianus utilizando
diferentes fontes hidrofobicas (6leo diesel, hexadecano, querosene e petréleo) como fonte de
carbono, analisando o crescimento celular, producdo de bioemulsificante bruto e
hidrofobicidade das células. Para tal, a producdo ocorreu em condicdes otimizadas (usando
meio suplementado com 3 g L de NaCl, a pH 7,0 e o processo conduzido a 30 °C), sob agitacio
de 150 rpm por 120 horas. Também foi avaliada a influéncia da suplementacdo do meio de
cultivo com fonte de carbono hidrossoluveis (glicose ou etanol) nos ensaios que se apresentou
maior atividade emulsificante. O microrganismo apresentou alto crescimento (>1 g L) em
meio contendo 6leo diesel e hexadecano como Unica fonte de carbono, entretanto o maior indice
de emulsificagdo (IE24%) foi observado no meio contendo querosene. Estudos cinéticos
demonstraram que apesar do menor crescimento em comparagao com outras fontes de carbono,
a cepa apresentou alta producao de bioemulsificante bruto no meio contendo querosene (6,5 ¢
L1). Apds 35 dias de produgéo, o meio contendo petroleo como fonte de carbono apresentou
alta atividade emulsificante (IE24%: 58%). A célula apresentou alta aderéncia para querosene
(96%) e petrdleo (64%). A adicdo de glicose e etanol se mostrou eficiente para melhorar a
producdo de bioemulsificantes, em especial a glicose que acelerou o crescimento celular no
meio contendo querosene em 24 h e aumentou a producdo de bioemulsificante bruto para 7,5 ¢
L. Dessa forma foi constatada a importancia da adi¢éo de fontes de carbono hidrofébicas para
0 aumento da producdo de bioemulsificantes de Acinetobacter venetianus, aumentando o
escopo de meios de cultura a serem utilizados durante a producdo como alternativa a meios
sintéticos.

Palavras-Chave: Acinetobacter, degradacao, emulsan, hidrofobicidade, hidrocarbonetos.
1 INTRODUCAO

Diferentes substratos como residuos agroindustriais sdo comumente utilizados
para a producdo de emulsificantes bioldgicos, por exemplo, matéria-prima agricola
(PANILAITIS et al., 2007), suco de caju (ROCHA et al, 2006), o6leo vegetal
(CHAMANROKH et al., 2008) e efluentes agroindustriais (GAUTAM; TYAGI, 2006).
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Entretanto, fontes lipossoltveis mais complexas, como o petroleo e suas fragdes, também séo
utilizadas, em especial na producdo de emulsificantes complexos devido a menor
biodisponibilidade da fonte de carbono no meio (CHAMANROKH et al., 2008;
HASSANSHAHIAN; EMTIAZI; CAPPELLO, 2012; PHETRONG; H-KITTIKUN;
MANEERAT, 2008; THRONE-HOLST et al., 2006).

Microrganismos degradadores de hidrocarboneto vém chamando atencdo da
comunidade cientifica pela sua aplicacdo na limpeza de poluentes organicos como agentes
biorremediadores in situ, através da producdo de emulsificantes no local da contaminagéo, ou
em reatores para aplicacdo posterior nos locais de contaminacdo (AMANI, 2017; JOSHI,
DESAI, 2013; MOSHTAGH; HAWBOLDT; ZHANG, 2021; THRONE-HOLST et al., 2006).

Diversos microrganismos sdo capazes de crescer em meio contendo hidrocarbonetos
como fonte de carbono, como Alcanivorax (SINHA; KRISHNAN; KURIAN. 2021),
Corynebacterium (THRAEIB et al., 2022), Rhodococcus (HU et al., 2020) e Pseudomonas
(KEZRANE et al., 2020). Dentre esses microrganismo destaca-se a Acinetobacter venetianus,
um conhecido microrganismo degradador de hidrocarbonetos e produtor de potentes agentes
emulsificantes (L1U et al., 2021, 2017; MERCALUDI et al., 2008).

A metabolizacdo de hidrocarbonetos por A. venetianus ocorre por intermédio do
bioemulsificante produzido, o emulsan, responsavel pela captacdo da fonte de carbono, levada
para o interior da célula por vesiculas extra celulares (FONDI et al., 2012; NITSCHKE;
PASTORE, 2002). Em seguida os hidrocarbonetos serdo degradados por acdo de enzimas AlkB,
uma proteina de membrana integral que realiza a hidroxilacdo de n-alcanos, resultando em
alcoois que sdo convertidos em acidos graxos por enzimas alcool dehidrogenase (ABBOTT;
LASKIN; MCCOQY, 1973; LIU et al., 2021; THRONE-HOLST et al., 2006).

A utilizacdo dessas fontes de carbono, bem como suplementacdes, pode aumentar a
producdo de bioemulsificante e melhorar suas caracteristicas, como indice de emulsificacéo
(CHAMANROKH et al., 2008; PANILAITIS et al., 2007, 2002). Assim, a utilizagdo dessas
fontes de carbono alternativas aos meios sintéticos surge como uma alternativa para os baixos

rendimentos e, em alguns casos, reducdo dos custos com substrato.

Desse modo, esse capitulo tem como objetivo avaliar a producdo de bioemulsificantes
por Acinetobacter venetianus AMO1502 utilizando fontes de carbono hidrofobicas (6leo diesel,

hexadecano, querosene e petroleo). Em seguida, serdo selecionadas as fontes de carbono que
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apresentarem maior potencial para producdo de bioemulsificante para estudo cinético e de
aderéncia celular. Por fim, essas fontes mais complexas serdo suplementadas com outras fontes
de mais facil metabolizacdo (glicose e etanol) como estratégia para aumentar os rendimentos

da producéo de bioemulsificantes.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

2.1.1 Reagentes

Oleo diesel e querosene foram adquiridos no mercado local de Fortaleza — CE. O
petrdleo foi recolhido da praia do Iguape, no municipio de Aquiraz (03°56°46 S, 38°16°36”
W), oriundo de um derramamento. Extrato de levedura e hexadecano foram adquiridos da
SigmaAldrich® Chemical Co. (St. Louis, MO); fosfato de sédio (NazHPO4-7H20) e glicose da
Neon Comercial® (Suzano, SP); acido cloridrico (HCI), acido fosforico (H3POa), boérax
(Na2B40O7-10H20), cloreto de sddio (NaCl), etanol, fosfato de potassio (KH2PQOs4), hidréxido de
sodio (NaOH), sulfato de aménio ((NH4)2S0O4), sulfato de cobre (CuSOs-5H.0), sulfato ferroso
(FeSO4-7H20), sulfato de magnésio (MgSOs-7H20), sulfato de manganés (MnSQO4-H-0) e
sulfato de zinco (ZnSOs-7H20) da Dinamica Quimica Contemporanea LTDA® (Indaiatuba,
SP).

2.1.2 Microrganismo

A cepa de Acinetobacter venetianus AMO1502 utilizada foi coletada de amostras de
6leo de um derramamento ocorrido em Amontada (03°01°25.0” S, 39°38°17.3” W), e
registrada no National Center for Biotechnology Information (NCBI) pelo nimero de acesso
MT478042.1. A cepa foi armazenada a 4 °C em meio ATGE (15 g L™ de 4gar, 5 g L de
triptona, 1 g L™ de glicose e 2,5 g L™ de extrato de levedura) com adi¢do de 3% (m/v) de NaCl,

pH 7,0 e, quando necessario, ativada em meio de mesma composicao.

2.2 Producéo de bioemulsificante

Para obtenc&o do indculo, inicialmente trés col6nias isoladas em meio Agar ATGE

foram transferidas para Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio mineral (MM)
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composto por: Glicose (10,0 g L), NasHO4-7H,0 (6,0 g L), Extrato de levedura (5,0 g LY),
NaCl (3,0 g L), KH2PO4 (3,0 g L™), (NH4)2S04 (1,0 g L) e MgSO4-7H20 (0,6 g L™?)
(adaptado de D’almeida, 2022). O meio foi esterilizado a 110 °C por 10 minutos e em seguida
suplementado com solugdo de micronutrientes a 0,1% (v/v): ZnSO4-7H20 (10,95 g L),
FeS04-7H20 (5,0 g L), MnSO4-H20 (1,54 g L), CuSO4-5H,0 (0,39 g L), Co(NO3)2-6H,.0
(0,25 g L) e NazB4O7-10H.0 (0,17 g L), a qual foi esterilizada por filtragio com membranas
de diametro 0,45 um (Millipore®, USA). Entdo o pH do meio foi ajustado para 7,0. Apds isso,
o0 indculo foi incubado a 30 °C e 150 rpm por 24 horas. Para padronizar a concentracdo de
células inicial do sistema, ajustou-se a densidade Optica do indculo para 0,15 + 0,02, a 600 nm,

através de diluicdes em meio de cultivo estéril.

Apds o crescimento do indculo, a avalia¢do da producédo de bioemulsificante utilizando
diferentes fontes de carbono ocorreram em frascos Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de
meio mineral com NaCl (MM) e 2% (v/v ou m/v) de hidrocarbonetos inoculado com 2% (v/v)
da cultura, a 150 rpm, 30 °C por 7 dias. Ao final do periodo o caldo foi centrifugado a 50009
por 20 minutos (Hettich®, 420R) para obter o meio livre de células (MLC). O crescimento
celular, o indice de emulsificacdo e a tensdo superficial foram considerados parametros para
avaliacdo da adaptacdo da cepa e da producdo de bioemulsificante. O processo utilizando
petréleo como fonte de carbono também foi conduzido por um tempo maior (35 dias) devido a

maior complexidade do metabdlito. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3 Recuperagéo do bioemulsificante bruto

A separacdo do bioemulsificante bruto foi realizada por precipitacdo adicionando etanol
absoluto a proporcao de 2:1 (Etanol:MLC) no MLC, apresentado na secéo 2.4 do Capitulo 2. A
solucdo obtida no método avaliado foi mantida por 24 h a 4 °C e o precipitado bruto, chamado
de bioemulsificante bruto (BB) foi recolhido por centrifugagéo a 5000g, 4 °C por 20 minutos

e, ao final, pesado para célculo da concentragéo.

2.4 Influéncia da glicose e etanol na degradacgéo de hidrocarbonetos

Investigou-se a producdo de bioemulsificante utilizando hidrocarbonetos selecionados
no tépico 2.2 suplementados com glicose ou etanol, fontes de carbono hidrossoluveis reportadas
anteriormente na literatura por melhorar a producdo de bioemulsificantes de Acinetobacter
(PANILAITIS et al., 2007). Nesses experimentos usou-se 0 meio MM contendo as 1% (m/v ou

v/v) das fontes de carbono selecionadas e glicose 1% (m/v) ou etanol 1% (v/v) como
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suplementacéo, como controle utilizou-se 0 meio MM com 2% (m/v) glicose e 2% (v/v) etanol.
O processo foi conduzido nas mesmas condigdes expressas na sesséo 2.2. O consumo de glicose
ou etanol foi avaliado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), conforme descrita
na secdo 2.5.4. A cinética da producao também foi estudada, bem como a concentracdo de BB

presente no meio a partir do método de recuperacéo descrito na sessdo 2.3.

2.5 Métodos Analiticos
2.5.1 Atividade emulsificante

Para determinacdo da atividade emulsificante, adaptou-se a metodologia descrita por
Igbal et al. (1995), na qual avalia-se a altura da emulséo de uma fonte hidrofdbica liquida, pura
ou em mistura. Adicionou-se 2 mL de querosene, como fonte hidrofébica, em 2 mL de MLC,
em seguida agitou-se vigorosamente o sistema em vortex por 2 minutos e a emulséo foi mantida
por 24 horas a 25 °C. O indice de emulsificacdo (IE24%) foi determinado pela proporcéo entre
a altura da fase emulsionada (Arg) e altura total do sistema (Ar), conforme apresentado na

Equacéo 1.

1E,,(%) = 2£E % 100 1)

ar
2.5.2 Reducéo da tensao superficial (RTS%)

A tensdo superficial do meio foi medida pelo método Du nolly (1925) em tensiébmetro
Kruss e a reducdo da tensdo superficial (RTS%) em relacdo a condicgéo inicial foi calculada
conforme a Equacdo 2, pela relacéo entre a tensdo superficial inicial do sistema (TS;) e tenséo
superficial final do sistema (TSs). Para cada anélise 20 mL de MLC a 25 °C foram analisadas

em triplicata.

RTS(%) =~ x 100 @)

4

2.5.3 Determinacéo da biomassa

O crescimento celular foi acompanhado por densidade Optica (DO), a comprimento de
onda de 600 nm, em espectrofotdbmetro Biochrom Libra S11, e a concentracdo celular foi

determinada por curva de calibragdo previamente obtida.
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2.5.4 Determinagao da concentracgéo de glicose e etanol

A concentracdo de glicose e etanol foi determinada por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford, MA, USA), em conjunto com detector de indice de
refracdo (Model 2412) e coluna Supelco 610-H. O eluente utilizado foi uma solucao aquosa de
0,1% (v/v) de acido fosforico (HsPO4) ao fluxo de 0,5 mL min, com o volume de injecéo da
amostra de 20 pL e a temperatura de anélise a 65 °C.

2.5.5 Determinacao da hidrofobicidade celular

A aderéncia celular a hidrocarbonetos foi calculada com base em metodologia adaptada
de Zhang et al. (2022). As células foram separadas do caldo por centrifugacdo a 5000 g por 20
minutos, em seguida lavado duas vezes com solucdo salina (0,85% m/v). O pellet foi
ressuspendido em agua a uma densidade Otica de 0,3-0,4 nm a 600 nm (sendo acompanhado
em um espectrofotometro Biochrom Libra S11). Entéo, 400 uL de hexano foram adicionados a
4 mL da suspensdo bacteriana, em seguida, o sistema foi agitado vigorosamente em vortex por
2 minutos. Apdés, a mistura foi deixada em repouso por 1 hora e entdo a densidade Otica da fase
aquosa foi medida a 600 nm. O indice de hidrofobicidade (IH%) foi calculado conforme a
Equacdo 3, pela relacdo entre a densidade Otica da fase aquosa (DO,) e a densidade 6tica inicial
(DO:i). Todos os ensaios e analises foram realizadas em triplicata.

DO,

IH%) = |1 - 22

] x 100 ©)

A Figura 3.1 apresenta um fluxograma das etapas realizadas neste capitulo, como um
resumo das metodologias supracitadas.
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Figura 3.1 - Fluxograma dos experimentos realizados visando avaliar a influéncia da utilizacéo de diferentes fontes de carbono.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor utilizando a verséo online gratuita de BioRender (https://www.biorender.com/)
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3 RESULTADOS E DISCUSSOES

A utilizacdo de microrganismos diretamente como agentes biorremediadores para
producdo de bioemulsificantes in situ pode ser considerada uma estratégia de recuperacao de
areas contaminadas. Assim, o potencial da cepa AMO1502 na producéo de bioemulsificantes
utilizando hidrocarbonetos como fonte de carbono também foi avaliada em relacdo a querosene
(Ce-Cis), Gleo diesel (Cs-C21), hexadecano (Cie) e petroleo (>Cz2) (HYDER, 2015; LIU et al.,
2021; ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018).

3.1 Producdo de bioemulsificante por A. venetianus AMO1502 utilizando fontes de

carbono hidrofébicas

O género Acinetobacter é capaz de metabolizar hidrocarbonetos, como hexadecano
(PHETRONG; H-KITTIKUN; MANEERAT, 2008), dleo diesel (ONUR; YILMAZ; ICGEN,
2015) e petroleo bruto (ZHAO et al., 2016). Assim foi avaliado crescimento da cepa
Acinetobacter venetianus na presenca de hidrocarbonetos (6leo diesel, querosene, hexadecano
e petrdleo) e acompanhar a producdo de uma substancia de superficie ativa por determinacéao
da atividade emulsificante e da reducéo da tensdo superficial do meio, como apresentado na
Figura 3.2, que apresenta o crescimento, indice de emulsificacdo e reducédo de tensdo superficial
para 0 meio contendo fontes de carbono hidrofobicas. Para impulsionar o uso dessas fontes
hidrofébicas, devido a sua complexidade estrutural, € comum que 0s microrganismos
necessitem de um tempo maior para a metabolizagcdo (ANTONIOU et al., 2015), assim a
fermentacao foi conduzida por até 120 horas, comparando-se com o crescimento em glicose no

mesmao periodo.
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Figura 3.2 - Andlise do crescimento celular (A) e producdo de emulsificante determinada por
indice de emulsificacdo (IE24%) (B) e Reducgio da tensdo superficial (RTS%) (C) por
Acinetobacter venetianus AMO1502 usando diferentes fonte de carbono e o processo

conduzido a 30 °C e 150 rpm.
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* A proporc¢do de Oleo diesel, hexadecano e querosene foi calculada em v/v, e a de glicose e

petroleo em m/v.

Observou-se um maior crescimento celular, no tempo avaliado, na presenca de cadeias
predominantemente alifaticas e n-alcanos, como hexadecano (Cis) e Gleo diesel (Cs-Co1)
(Figura 3.2A), o que demonstra o potencial da célula a adaptacdo ao consumo dessas cadeias
longas. Bao et al. (2014) reportaram o crescimento celular em diferentes fontes de carbono para
bactérias do género Acinetobacter, observando maior crescimento celular em fontes mais
complexas, como 0leo vegetal, 6leo cru, e em cadeias menos ramificadas como misturas de n-
alcanos, como Oleo diesel, ou compostos puros como o hexadecano, comprovando que
microrganismos deste género conseguem crescer a atingir maiores concentracdes celulares ao
degradar essas misturas de alcanos ou 0leos vegetais. Contudo, 0s autores encontraram 0s
menores crescimentos celulares para cadeias ciclicas e aroméaticas como ciclohexano, tolueno,
naftaleno, xileno e, principalmente, fenol, o que corrobora com o crescimento celular reduzido
apresentado neste trabalho pela cepa em querosene, na concentracdo de 2% (v/v), uma mistura
de hidrocarbonetos alifaticos menores (Ce-Cis), ciclicos e aromaticos (COLLINS, 2007). O
crescimento mais elevado a partir misturas de n-alcanos maiores se da pela predilecdo que a A.
venetianus tem por cadeias maiores (C20-Cao) € imisciveis em agua, nas quais a célula forma
uma capsula de polissacarideo que permite que ela consiga aderir nestas substancias, conferindo
a célula alta hidrofobicidade, e protecdo a exposicdo ao solvente, para entdo realizar a
degradacdo dos hidrocarbonetos por acdo de enzimas alcano hidroxilases, resultando em
compostos de menor toxicidade como CO. (BALDI; PEPI; CAPONE, 2003; THRONE-
HOLST et al., 2006).

As Figuras 3.2B e 3.2C apresentam a producdo de bioemulsificante representada pelo
aumento da atividade emulsificante e reducdo da tensdo superficial do meio. Observa-se que a
maior atividade emulsificante ocorre no meio contendo querosene como fonte de carbono, o
gue é um indicativo de que apesar do baixo crescimento, a alta complexidade do meio de cultura
foi capaz de induzir a produgéo de altas concentragfes de bioemulsificante de modo a aumentar
a biodisponibilidade da fonte de carbono para a célula (THRONE-HOLST et al. 2006). A
concentragdo da fonte de carbono apresentou grande influéncia na producdo de emulsificante,
obtendo um bioproduto que propiciou um maior indice de emulsificacdo em meios com maior
abundancia da fonte de carbono, o que pode ser indicativo da sua maior biodisponibilidade. A

reducdo da tensédo superficial foi semelhante nos ensaios, o que é indicativo que a producéo de
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bioemulsificante atingiu valores proximos ou maiores que a concentragdo micelar critica do
bioemulsificante produzido. O petréleo apresentou baixa producdo de bioemulsificante,
observando-se baixo 1E24% (<5%) e RTS% (<20%), indicando que essa fonte de carbono, rica
em parafinas e asfaltenos (>C2.), exige maior tempo de fermentacdo para ser metabolizada,
assim, posteriormente também foi avaliada a produgdo de bioemulsificante utilizando o

petréleo como fonte de carbono em um tempo maior que 120 h.

A rota metabdlica da Acinetobacter venetianus em processos de degradacédo aerobia ja
foi reportada em estudos anteriores que apontaram genomas determinantes na cepa para a
sobrevivéncia em meios impactados ecologicamente (FONDI et al., 2013, 2016; KOTHARI et
al., 2016). Foram encontrados genes ligados a metabolizacdo de grandes cadeias carbonicas e
a sintetizacdo enzimas importantes para a degradacdo de hidrocarbonetos (AlkMa, AlkMb e
AlmA) (KOTHARI et al., 2016; LIU et al., 2021). A aderéncia celular aumenta devido a
glicosilacdo de proteinas da membrana celular, que formam uma capsula de polissacarideos
capaz de envolver gotas de hidrocarbonetos dispersos, seguido pela internalizacdo dessas
cadeias carbdnicas por acdo dos bioemulsificantes produzidos, como o emulsan, um
lipoheteropolissacarideo anidnico biosintetizado no cerne do microrganismo a partir de
producdo de amino acglcares(FONDI et al., 2016; MERCALDI et al., 2008).

Assim, devido a maior producdo de bioemulsificante (IE24% > 50%) e escassez de
trabalhos cientificos, o querosene foi escolhido como fonte de carbono para estudo cinético. O
petroleo oriundo de derramamentos também foi selecionado para avaliar o potencial da cepa
em processos de biorremediacao in situ, porém utilizando um tempo de producdo maior, 35

dias.

3.2 Estudo cinético da degradacdo de querosene e petroleo.

Assim, foram realizadas novas fermentacgdes utilizando querosene e petréleo, por 7 e 35
dias, respectivamente, de modo a avaliar o crescimento e producdo de bioemulsificante de A.

venetianus utilizando essas fontes de carbono.

No meio contendo querosene (MM-Q), uma mistura de hidrocarbonetos contendo
parafinas (n-alcanos), cicloalcanos e hidrocarbonetos aromaticos, é possivel observar-se um
crescimento mais demorado (Figura 3.3) em relacdo a meios utilizando glicose como fonte de
carbono (Figura 2.7), o que € indicativo de um maior tempo de adaptacdo para metabolizagédo

dos hidrocarbonetos. A partir de 24 horas € possivel observar-se um aumento na concentracdo
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de células e bioemulsificante no meio, & medida que o indice de emulsificagdo também
aumenta. Essa “demora” para atingir a fase exponencial ocorre pela complexidade do querosene
como fonte de carbono, que necessita de um tempo maior para metabolizacdo da célula em

comparacdo com a glicose.

A concentragdo de bioemulsificante no meio se estabiliza em 96 horas, atingindo
concentracdes superiores a 6,5 g L, superior aos 3,3 g L™ produzidos na presenca de glicose
no meio livre de células, apresentado na Tabela 2.2. Essa maior producéo € devido a presenca
de fontes de carbono hidrofébicas no meio, que induzem a producéo de emulsificantes pela
célula para degradacdo de 6leos (MERCALDI et al., 2008; THRAEIB et al., 2022).

Figura 3.3: Producdo de bioemulsificante por Acinetobacter venetianus utilizando querosene
como fonte de carbono a 30 °C e 150 rpm (MM-Q). (V) Concentracdo de bioemulsificante (g
L1); (m) indice de emulsificacio do meio livre de células (MLC) (%) e (A) concentragio de

células (g L ).
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Assim, foi avaliada a producdo de bioemulsificante em meio contendo petroleo
recolhido de praias do litoral do Brasil por 35 dias. Esse tempo mais longo foi aplicado devido

hidrocarbonetos maiores exigirem tempo maior de metabolizagdo devido sua complexidade
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(ANTONIOU et al., 2015). Assim, por se tratar de uma fonte de hidrocarbonetos complexos,
composto por parafinas e asfaltos, expresso pela densidade do material que é sélido e pastoso,
foram realizadas bateladas com tempo maior para averiguacdo do tempo de adaptacdo e
degradacéo dessa fonte de carbono com intuito da aplicacdo em biorremediacéo, avaliado pela
diminuicdo da tenséo superficial do meio, atividade emulsificante (IE24%) e crescimento celular
(Figura 3.4).

Assim, observa-se que o0 1E24% do meio contendo petroleo (MM-P) (Figura 3.4) leva
cerca de 7 dias para atingir valores superiores a 10%, 0 que, assim como 0 querosene, é
representativo da baixa biodisponibilidade da fonte de carbono para a célula e resulta em tempos

maiores de bioprocesso.

No meio MM-P, em cerca de 28 dias houve estabilizacdo na biomassa e na atividade
emulsificante do meio, gerando indices de emulsificagdo semelhantes aos observados no MM-
Q (IE24%: 58%), levemente superior ao apresentado em meio com glicose como fonte de
carbono (1E24%: 53%).
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Figura 3.4 - Producédo de bioemulsificante por Acinetobacter venetianus AM0O1502 a 30 °C e
150 rpm utilizando petr6leo como fonte de carbono (MM-P). (A) concentragdo de células (g
L), (o) Reducdo da tensdo superficial (%) e (m) Indice de emulsificacdo do meio livre de
células (MLC) (%).
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Dentre os trabalhos que reportam o uso de fontes alternativas para producdo de
substancias com carater surfactante, alguns se destacam: Chamaronkh et al. (2010), por
exemplo, utilizaram 6leo cru como fonte de carbono para cepas de Acinetobacter calcoaceticus,
obtendo um bioproduto que diminui a tenséo superficial final para 29 mN/m, menor tenséo que
alcancada pelo bioproduto menor que o observado com etanol (30 mN/m) em 72 horas de
cultivo utilizando A. calcoaceticus RAG-1. Hassanshahian et al. (2012) analisaram a
degradacéo de dleo cru por de diversas bactérias apos 10 dias, obtendo os melhores resultados
de degradacdo de 0leo a partir de cepas de A. calcoaceticus e Alcanivorax diesololei, tendo sido
removidos 82% do 6leo pela primeira espécie, que apresenta semelhancas filogenéticas com a
cepa estudada nesse trabalho. Por fim, Throne-Holst et al. (2006) estudaram o potencial da A.
venetianus na degradacdo de hidrocarbonetos, que se mostrou capaz de degradar cadeias Cio-
C40 como Unica fonte de carbono em fermentacdo por 7 dias por acdo de enzimas AIkB. Estes
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estudos apontaram que as células de Acinetobacter necessitam de um tempo maior para a
metabolizacdo de petrdleo oriundo de derramamentos como o de 2019, uma fonte de carbono
mais complexa, densa, viscosa e de baixa biodisponibilidade em comparag¢do com outros 6leos
e hidrocarbonetos. Sendo assim ao final dos 35 dias do experimento realizado nessa pesquisa,
a tensdo superficial, crescimento celular e indice de emulsificacdo apresentaram valores
proximos dos encontrados para outras fontes de carbono, por exemplo, usando glicose com
fonte de carbono com tempos de producdo consideravelmente menores, demonstrando que o
tempo necessario para que 0s microrganismos consigam assimilar o 06leo oriundo do

derramamento foi atingido.

A aderéncia das células a meios hidrofébicos é considerada um indicativo da degradacao
de hidrocarbonetos e da producdo de bioemulsificantes por microrganismos do género
Acinetobacter, onde o aumento da aderéncia ocorre paralelamente a produgdo de
bioemulsificantes extracelulares pela cepa (ROSENBERG et al., 1983; ZHANG; FENG; XUE,
2022). Assim a hidrofobicidade da parede celular da cepa também foi avaliada. Observou-se
qgue em todas as repeticdes o indice de hidrofobicidade celular (IH%) aumentou ainda nas
primeiras horas de processo (entre 4 e 6 horas) estabilizando em 24 horas em todas 0s processos,
alcangando 25% + 5% em MM, 64% * 7% em MM-P e 96% + 3% em MM-Q (Figura 3.5). A
menor aderéncia observada no meio MM, que contém apenas glicose como fonte de carbono,
deve-se a auséncia de hidrocarbonetos no meio, que induzem a formacdo de céapsulas
polissacaridicas para a aderéncia da célula a essas substancias (MERCALDI et al., 2008). Ja a
maior hidrofobicidade da cepa ocorreu no meio usando querosene como fonte de carbono (MM-
Q), isso se deve, provavelmente, ao menor tempo de degradacdo do querosene em relacdo ao

petrdleo e a alta densidade e viscosidade do 6leo, que reduz sua biodisponibilidade para a cepa.
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Figura 3.5 - indice de hidrofobicidade em diferentes meios: (m) MM, (¢) MM-P e (A) MM-Q
a 30 °C e 150 rpm.
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Essa aderéncia ocorre pelos finos pilos na superficie celular e pela formacdo de
polissacarideos na parede da Acinetobacter venetianus que promovem a aderéncia da célula a
nano gotas de hidrocarbonetos e outras fontes hidrofobicas antes da producdo de
bioemulsificante (KOTHARI et al., 2016; MERCALDI et al., 2008). A formac&o dessa camada
de polissacarideo é uma estratégia utilizada por bactérias degradadoras de hidrocarbonetos para
a producdo de emulsificantes que virdo a dissolver as substancias na agua, de modo a impedir
o0 contato direto do solvente com a célula e conferindo a elas um alto potencial emulsificante
(BALDI; PEPI; CAPONE, 2003).

Cepas de Acinetobacter apresentam indices de hidrofobicidade altos (até 98%) para
hidrocarbonetos liquidos como 6leo diesel e hexadecano corroborando com os altos indices de
hidrofobicidade dos resultados anteriores deste estudo, o que é um indicativo da degradacéo e
metabolizacdo dos hidrocarbonetos por acdo das enzimas liberadas pelo microrganismo
(BALDI; PEPI; CAPONE, 2003; MEA; YONG; WONG, 2021; ROSENBERG; GOTTLIEB;
ROSENBERG, 1983). Essa alta hidrofobicidade aumenta a biodisponibilidade dessas fontes de

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
Isolada de Amostras de Petréleo



150
Capitulo 3 D’Almeida, A. P.

carbono para o microrganismo, estimulando a producdo de bioemulsificantes extracelulares,
como observado em trabalhos que apresentaram alta producdo de bioemulsificante por
Acinetobacter na presenca de fontes hidrofébicas como Oleo diesel e hexadecano
(CHAMANROKH et al., 2010; HYDER, 2015; ORTEGA-DE LA ROSA et al., 2018;
PHETRONG; H-KITTIKUN; MANEERAT, 2008; ZHAO et al., 2016).

3.3 Efeitos da adicéo de glicose e etanol na degradacéo de querosene e petroleo

A utilizacdo de fontes de carbono mais simples, mais metabolizaveis para uma cepa,
pode acelerar seu crescimento e adaptacdo a um meio contendo hidrocarbonetos. Desse modo,
a adicdo de glicose ou etanol para bioprocessos com Acinetobacter, pode ser uma forma de

acelerar a degradacéo de hidrocarbonetos complexos, como querosene e petrdleo.

Assim, essas fontes carbono menos complexas e de mais facil metabolizacdo, como
glicose e etanol, costumam ser uma estratégia empregada para melhorar a producdo de um
bioproduto (PANILAITIS et al., 2007), podendo acelerar a degradacdo de substancias mais
complexas (ANTONIOU et al., 2015). Na Figura 3.6 pode-se avaliar o potencial da glicose e
do etanol como Unicas fontes de carbono em concentracdo de 2% (m/v e v/v, respectivamente),
e associadamente, em concentracdo de 1% (m/v e v/v) cada. Observa-se que a glicose é
consumida rapidamente do sistema em aproximadamente 24 horas, enquanto o etanol leva dias
para ser metabolizado, diminuindo sua concentracdo lentamente no decorrer do processo. A
concentracdo celular no meio com etanol como fonte de carbono levou mais tempo para
alcancar a concentracdo maxima, em 48 h, porém ambos 0s meios apresentaram concentracdes

celulares finais semelhantes (0,84 g L™ para glicose e 0,73 g L™, para o etanol).

Em ambos os casos € possivel observar que a producdo de bioemulsificante comeca
mais rapidamente que em meios contendo apenas hidrocarbonetos, iniciando-se em 24 horas.

O indice de emulsificacdo de ambos 0s meios permaneceu constante apos 48 horas.

Na Figura 3.6 € possivel observar-se a producao de bioemulsificante utilizando glicose
e etanol como fonte de carbono em conjunto. Assim como na Figura 3.6A a glicose é consumida
em até 24 horas a partir do inicio da fermentacdo, o etanol permanece no meio por mais tempo,
estabilizando sua concentracio. E possivel observar uma menor taxa de consumo de etanol nas
primeiras 24 horas (Figuras 3.6B e 3.6C), indicando uma predilecdo do microrganismo pela
glicose. Essa predilegdo do microrganismo por certas fontes de carbono em relacgéo ao etanol,

ja foi reportada anteriormente na literatura e pode ser atribuida a repressdo de certas enzimas
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como a alcool dehidrogenase que causa uma maior demora no consumo de alcoois (ABBOTT;
LASKIN; MCCOQY, 1973). O maior crescimento em relacdo aos meios contendo apenas glicose
ou apenas etanol, pode ser atribuido a um tempo maior de adaptacéo da cepa ao etanol devido
a presenca de uma fonte de carbono menos complexa (glicose), e a presenca de uma fonte de
carbono de mais dificil degradacédo, que ndo se esgota do meio tdo rapidamente como a glicose,

que é o caso do etanol.

Figura 3.6 - Perfil do crescimento celular e producdo de bioemulsificante em meios contendo:
(A) glicose 2% (m/v) (MM-G2), (B) etanol 2% (v/v) (MM-E2) e (C) glicose 1% (m/v) e etanol
1% (v/v) (MM-GE) como fonte de carbono e o processo conduzido a 30 °C e 150 rpm. (A)
concentracdo de células (g L), (w) Concentragdo de glicose (g L™?), (@) Concentracdo de

etanol (g L™?) e (m) indice de emulsificacéo (%).
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Apos a produgdo de bioemulsificante utilizando glicose e etanol como fontes de

carbono, foram observadas altas concentragdes de bioemulsificante no final do processo (MM-
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G2,38+049gLt MM-E2, 3,4 +0,5¢g LY, MM-GE, 4,1 + 0,3 g L. A concentragdo de
bioemulsificante obtida no meio MM-G2 foi levemente superior que a obtida usando o meio
MM-E2, porém com pouca variacao, indicando, que tanto a glicose quanto o etanol, possuem
potencial semelhante como fonte de carbono de mais facil metabolizacdo. Entretanto, é possivel
observar que a glicose se esgota com apenas 24 horas de processo (Figura 3.6), enquanto o
etanol persiste no sistema por mais tempo, o que pode ser uma desvantagem para a degradacéo
visto que a predilecdo da cepa por essa fonte de carbono pode inibir a producdo de enzimas que
induzam a degradacdo de fontes de carbono hidrofébicas (ABBOTT; LASKIN; MCCOY,
1973; THRONE-HOLST et al., 2006).

A metabolizacdo de etanol e outros alcoois por cepas de Acinetobacter ja foi muito
estudada por outros autores (ABBOTT; LASKIN; MCCOQOY, 1973; GOVEAS; NAYAK;
SELVARAJ, 2022; LIU et al., 2021), que identificaram que a metaboliza¢do dessas moléculas
ocorre pela acdo de enzimas alcool dehidrogenase, que fazem parte da rota metabdlica para a
degradacdo de hidrocarbonetos, cuja sintese, no caso das cepas de Acinetobacter pode ser
reprimida pela presenca de algumas fontes de carbono, como acetato, assim apresentando
comportamento diauxico. Entéo, a presenca de glicose no meio pode gerar uma rota metaboélica

preferencial para consumo de glicose em relagéo a outras fontes de carbono.

Em seguida, a glicose foi adicionada a meios de cultivo com hidrocarbonetos de dificil
degradacdo (querosene e petrleo). Em meios contendo querosene (Figura 3.6) é possivel
observar-se uma aceleragdo no crescimento celular em relacdo a experimentos anteriores
(Figura 3.2), ocorrendo cerca de 24 horas antes. O indice de emulsificacao é ligeiramente maior
no final do procedimento (58% + 3%) em comparacdo com 0 meio contendo apenas glicose
(53%), o que é compativel com a concentracdo final de bioemulsificante precipitado (7,5 + 0,6
g L), sendo aproximadamente duas vezes maior que a produzida apenas com glicose como
fonte de carbono (3,8 + 0,4 g L), sendo ligeiramente maior que a obtida usando o meio
contendo apenas querosene (6,5 g L), indicando uma aceleracio da producdo do

bioemulsificante.

O etanol também foi avaliado como fonte de carbono para acelerar a adaptacdo e
degradacdo de querosene. Na Figura 3.7B observa-se 0 meio MM-QE, que apresenta um
comportamento semelhante ao apresentado na metabolizacéo de etanol. O consumo de etanol é
lento em comparacao com a glicose, estabilizando sua concentragdo apos 72 horas e mantendo-

se no meio. A producdo de bioemulsificante para a metabolizacdo dos 6leos é mais acelerada
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em comparagdo ao meio MM-Q (Figura 3.2), atingindo o maior indice de emulsificacdo em 48
horas. A concentracdo final de bioemulsificante foi ligeiramente menor que a do meio MM-QG
(7,5 g L), sendo 6,4 + 0,4 g L, o que indica que no caso do querosene a glicose é mais
adequada como acelerador para a degradacdo em comparacdo com o etanol, provavelmente
devido ao seu consumo acelerado nas primeiras 24 h, que reduz sua biodisponibilidade,
induzindo a producdo de enzimas degradadoras de hidrocarbonetos pela cepa, diferente do

etanol que permanece por mais tempo no meio, assim sua biodisponilidade néo é tdo reduzida.

Figura 3.7 - Produgdo de bioemulsificante utilizando querosene (1% v/v) como fonte de
carbono por Acinetobacter venetianus acelerado pela presenga de: (A) glicose 1% (m/v) (MM-
QG) e (B) etanol 1% (v/v) (MM-QE) no processo conduzido a 30 °C e 150 rpm. (A)

concentracdo de células (g L™?), (w) Concentragdo de glicose (g L), (@) Concentracdo de

etanol (g L) e (m) indice de emulsificacéo (%).
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Entretanto, no meio MM-PG (Figura 3.8A), observa-se uma demora maior na producao
de bioemulsificante, o que € representativo da maior complexidade do petréleo como fonte de
carbono. Apesar disso, a glicose tem um efeito positivo na producédo de bioemulsificante, que
comeca em 48 horas de fermentacdo e progride lentamente no decorrer dos dias. Esse
crescimento mais acelerado em comparagdo ao MM-P (Figura 3.3) se deve pela glicose agir
como uma aceleradora para o crescimento da cepa no meio, facilitando sua adaptacdo a
presenca desses 6leos pesados.

Figura 3.8 - Atividade emulsificante do MLC obtido com querosene como fonte de carbono
suplementado com (A) glicose e (B) etanol.

Producdo, Caracterizacdo e Aplicacdo em Biorremediacdo de Bioemulsificante de Acinetobacter venetianus
Isolada de Amostras de Petréleo



156
Capitulo 3 D’Almeida, A. P.

O etanol também foi capaz de proporcionar uma acelera¢do do crescimento celular no
meio MM-PE (Figura 3.8B), levando a um aumento significativo no crescimento celular em
comparagdo com o meio MM-P ainda nas primeiras horas, indicando que o etanol também é
um potente agente acelerador da degradacdo do petréleo. Entretanto o maior crescimento
celular foi apresentado pela glicose, provavelmente pelos mesmos motivos apresentados pelos
meios MM-QG e MM-QE, a glicose se esgota rapidamente do ambiente, reduzindo sua
biodisponibilidade, o que n&o ocorre com o etanol que permanece no meio como fonte de
carbono durante toda a fermentagdo, provavelmente inibindo a geragdo de enzimas

degradadoras de hidrocarbonetos pela célula.

Figura 3.9 - Producdo de bioemulsificante utilizando petréleo (1% m/v) como fonte de carbono
por Acinetobacter venetianus acelerada pela presencga de: (A) glicose 1% (m/v) (MM-PG) e (B)
etanol 1% (v/v. (MM-PE) com o processo conduzido a 30 °C e 150 rpm, por 35 dias. (A)

concentracdo de células (g L), (w) Concentragdo de glicose (g L), (@) Concentracdo de

etanol (g L) e (m) indice de emulsificacéo (%).
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No meio contendo petréleo como fonte de carbono, um perfil diduxico é observado na
Figura 3.8A e 3.8B, 0 que é um indicativo de que a cepa primeiro consome uma fonte de
carbono, para em seguida produzir enzimas metabolizadoras da segunda, assim ocorrendo o
esgotamento da fonte de carbono de mais facil metabolizacdo antes da metabolizacdo de

hidrocarbonetos.

Assim, a Tabela 3.1 apresenta um comparativo entre as concentracGes obtidas do
bioemulsificante nos ensaios usando as diferentes fontes de carbono, sem e com
suplementacGes do meio de cultivo. A maior producdo de bioemulsificante foi alcancada
usando querosene, que apresentou rendimento consideravelmente maior que no meio contendo
apenas fontes hidrossoltveis, como etanol e glicose. Entretanto, ndo foi possivel medir a
concentracdo do bioproduto obtido nos ensaios contendo petréleo como fonte de carbono,
devido as particulas de 6leo pesado dispersas no meio, que impossibilitaram a separagdo do
precipitado.
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Tabela 3.1 - Pardmetros de resposta da producdo de bioemulsificante de Acinetobacter
venetianus utilizando glicose, etanol e/ou querosene como fonte de carbono, a 30 °C e 150 rpm
por 120 h.

£ Concentracao de
Fonte d N . Indice de ¢
Carglcl)neo (i %) Suplen:entagao Cresmment_c; Emulsificacio  Bioemulsificante
% (%) Celular (gL ) (IE. %) 1
24 (gL )
Glicose 1% ; 0,64 + 0,03 53+ 1 33+0,5
Glicose 2% ; 0,84 + 0,03 53+2 3.8+ 0,4
Etanol 2% ; 0,74 + 0,02 48 + 1 34+0,5
Glicose 1% Etanol 1% 1,22 +£0,06 53+1 4,1+0,3
Querosene ; 0,61 + 0,04 58+ 1 6.4+ 0.4
2%
Q“elrf;sene Glicose 1% 0,62 + 0,02 58+ 1 7.5+0,6
0
Q“elrf;sene Etanol 1% 0,73 £ 0,03 58 +3 6,9 +0,3
0

*- A proporcdo de etanol e querosene foi calculada em v/v, enquanto a glicose foi calculada em

m/v

A producdo de bioemulsificante foi maior no meio contendo glicose como
suplementacdo, provavelmente devido ao seu esgotamento que ocorreu antes do meio
suplementado com etanol. Devido as caracteristicas de viscosidade e densidade, que
impossibilitaram a separacdo do 6leo do bioemulsificante bruto, a producéo de bioemulsificante
foi acompanhada pela atividade emulsificante do meio de cultura (IE22%) e reducgéo da tensédo
superficial (RTS).

Assim, apos avaliacdo da producdo do bioemulsificante, ambos a glicose e o etanol se
mostraram suplementacgdes eficazes para acelerar a producdo de bioemulsificante em meio

contendo hidrocarbonetos complexos, entretanto, a glicose apresentou-se mais eficiente.
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4 CONCLUSOES

Diante do exposto, pode se concluir que a cepa de A. venetianus AMO1502 também se
mostrou eficaz na metabolizacdo de n-alcanos (6leo diesel, hexadecano e querosene),
apresentando elevado crescimento celular e producdo de emulsificante. Um maior tempo de
fermentacdo foi necessario para a metabolizacao de petroleo, em que com 35 dias de processo
a reducéo da tensdo superficial atingiu valores semelhantes ao processo usando glicose como
fonte de carbono (40 mN m™). A adicéo de etanol e glicose se mostraram eficientes para acelerar
a degradacéo de hidrocarbonetos complexos (querosene e petrdleo), aumentando a producéo de
bioemulsificante e acelerando crescimento celular, que iniciou antes em meios contendo essas

fontes de carbono.

Assim, foi possivel aumentar a producdo de bioemulsificante para 7,5 g L™, utilizando
querosene suplementado com glicose como fonte de carbono. Esse maior rendimento apresenta
uma nova Vviséo para a producgdo de bioemulsificante, aumentando a viabilidade da utilizacéo

de emulsificantes bioldgicos em sua forma bruta e purificada.
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CONSIDERACOES FINAIS

A bactéria Acinetobacter venetianus AMO1502, uma cepa isolada do derramamento de
petroleo, produziu um eficiente bioemulsificante com potencial para aplicacbes em
biorremediacdo. O emulsificante produzido apresentou baixa toxicidade para microcrustaceos
(A. salina) e plantas (O. basilicum e B. oleracea), em comparacdo aos compostos sintéticos
geralmente aplicado, e elevado poder dispersante para 6leos contaminantes em ambienta
marinho e na limpeza de areia e rochas contaminados. O bioproduto, pré-purificado por método
etanol-salting out, foi molecularmente identificado como semelhante ao emulsan de
Acinetobacter, um bioemulsificante polimérico de alto potencial para biorremediacdo. A
producdo do bioemulsificante por A. venetianus AMO1502 foi maior utilizando fontes
hidrofébicas como fonte de carbono, como querosene, e pode ser incrementada pela
suplementacdo com glicose. Conclui-se, assim, que o bioemulsificante produzido pela cepa A.
venetianus AMO1502 é um viavel agente biorremediador para contaminacGes por

derramamento de petrdleo, apresentando baixo impacto na fauna e flora local e alta eficiéncia.
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