—2
UNIVERSIDADE DA INTEGRACAO INTERNACIONAL DA LUSOFONIA AFRO-
BRASILEIRA (UNILAB)

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO (PROPPG)
INSTITUTO DE ENGENHARIAS E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL (IEDS)
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENERGIA E AMBIENTE (PGEA)

MARCELO PEREIRA DE OLIVEIRA

BIODEGRADACAO DE OLEO DIESEL E PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE
POR Acinetobacter venetianus AMQ1502

REDENCAO-CE
2024



MARCELO PEREIRA DE OLIVEIRA

BIODEGRADAQAO DE OLEO DIESEL E PRODUQAO DE BIOSSURFACTANTE
POR Acinetobacter venetianus AMO1502

Dissertacdo apresentado como requisito para a obtencdo do
titulo de mestre em Energia e Ambiente, na Universidade
da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira,
UNILAB — Campus das Auroras.

Orientadora: Prof.2 Drd. Maria Valderez Ponte Rocha.

REDENCAO-CE
2024



Universidade da Integracéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira
Sistema de Bibliotecas da UNILAB
Catalogacéo de Publicacdo na Fonte.

Oliveira, Marcelo Pereira de.
042b

Biodegradacido de &leo diesel e producdo de biossurfactante por
Acinetcbacter venetianus AMCO1502 / Marcelo Pereira de Oliveira. -
Redengdo, 2024.

78f: dil.

Dissertagdo - Cursco de Mestrado Académico Em Energia E Ambiente,
Drograma De Pds-graduagdo Em Energia E Ambiente, Universidade da
Integragadc Internacicnal da Lusofonia Afro-Brasileira, Redengdo,
2024.

Orientadora: Profa. Dra. Maria Valderez Ponte Rocha.

1. Oleo diesel. 2. Acinetobacter venetianus. 3.

Biossurfactantes. I. Titulo

CE/UF/BSCA CDD 665.538




MARCELO PEREIRA DE OLIVEIRA

BIODEGRADACAO DE OLEO DIESEL E PRODUCAO DE BIOSSURFACTANTE
POR Acinetobacter venetianus AMQO1502

Dissertacdo apresentado ao programa de Pds-Graduacdo em Energia e Ambiente (PGEA), da
Universidade da Integragéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), como
requisito para a obtencdo do titulo de mestre em Energia e Ambiente.

Aprovado em: 21/02/2024.

BANCA EXAMINADORA

Prof.? Dra. Maria Valderez Ponte Rocha (Orientadora)

Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira - UNILAB

Prof.? Dra. Maria Cristiane Martins de Souza

Universidade da Integragéo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira - UNILAB

Prof. Dr. italo Waldimiro Lima de Franca
Universidade Federal do Ceara - UFC



RESUMO

Uma das estratégias utilizadas para reduzir o impacto causado pelos acidentes petroliferos é a
biorremediagdo, um processo que consiste na degradacdo do 6leo pela acdo de microrganismos,
que podem sintetizar compostos surfactantes acelerando este processo. Para obter uma maior
eficiéncia nesse processo, 0s microrganismos utilizados precisam se adaptar ao as condic¢oes
ambientais e conseguir metabolizar os contaminantes, sendo microrganismos isolados do
préprio acidente os mais promissores. Neste contexto, o potencial biorremediador da cepa
Acinetobacter venetianus AMO1502, uma bactéria isolada do 6leo coletado do derramamento
ocorrido na costa brasileira em 2019, foi investigado utilizando 6leo diesel como fonte de
hidrocarboneto. Os experimentos foram conduzidos em diferentes concentrac6es de 6leo diesel
(0,5%, 1%, 1,5% e 2% (v/v)) e foi avaliada a producéo de compostos de superficie ativa, sendo
acompanhada por indice de emulsificacdo (IE24%) e reducédo da tenséo superficial dos meios.
A. venetianus AMO1502 reproduziu em meio contendo apenas 6leo diesel ndo estéril como
fonte de carbono, indicando a degradacdo desta fracdo de hidrocarbonetos. Além disso, a
concentracdo de diesel influenciou o crescimento celular e a producdo de compostos
surfactantes. O microrganismo apresentou alta adesdo (73,5% a 63%), ao Oleo diesel,
diminuindo com o aumento da concentracdo de 6leo diesel, sendo a adesdo uma caracteristica
importante para 0 microrganismo no processo de degradacdo dos componentes do dleo diesel.
Os compostos tensoativos produzidos foram capazes de formar emulsdes estaveis utilizando
oleo diesel e querosene como fontes hidrofdbicas, obtendo indices de emulsificacdo nas faixas
de 58,8% a 86,5% e 50% a 74,4%, respectivamente. A diminui¢do da tensao superficial do meio
foi observada, reduzido em até 65,9 %, o que sugere a producao de biossurfactantes. A bactéria
também degradou compostos de diferente tamanho da cadeia carbdnica presentes no diesel. Por
exemplo, nas cadeias Ci11-Ci2 e Ca23-Cos4, Observou-se uma degradacdo de 100% e 54%,
respectivamente, quando expostas a uma concentracdo de 2% (v/v) de oOleo diesel. Em
concentracgdes de 1,5% (v/v), notou-se uma degradacdo mais pronunciada em cadeias entre C1o-
C20 e C23-C24, alcancando 62% e 59%, respectivamente. Nas concentragdes de 1% e 0,5% (v/v),
todas as cadeias carb6nicas foram totalmente degradadas apds 168 horas de bioprocesso. Dessa
forma, a bactéria isolada, A. venetianus AMO1502, mostrou-se eficiente na metabolizacéo de
hidrocarbonetos e na producéo de um agente de superficie ativa, que podera contribuir para os

processos de biorremediacdo de compostos derivados do petréleo.

Palavras-chave: Acinetobacter venetianus. Oleo diesel. Biossurfactantes.



ABSTRACT

One of the strategies used to reduce the impact caused by oil accidents is bioremediation, which
consists of the degradation of oil by the action of microorganisms, which can synthesize
surfactant compounds, accelerating this process. To obtain greater efficiency in this process,
the microorganisms used need to adapt to the environmental conditions and be able to
metabolize the contaminants, with microorganisms isolated from the accident itself being the
most promising. In this context, the bioremediation potential of the Acinetobacter venetianus
AMO1502 strain, a bacterium isolated from the oil collected from the spill off the Brazilian
coast in 2019, was investigated using diesel oil as a hydrocarbon source. The experiments were
conducted in different concentrations of diesel oil (0.5%, 1%, 1.5%, and 2% (v/v)) and the
production of active surface compounds was evaluated, being accompanied by the
emulsification index (IE24%) and reduction of the surface tension of the medium. A. venetianus
AMO1502 reproduced in a medium containing only non-sterile diesel oil as a carbon source,
indicating the degradation of this hydrocarbon fraction. In addition, the concentration of diesel
influenced cell growth and the production of surfactant compounds. The microorganism
showed high adhesion (73.5% to 63%) to diesel oil, decreasing with the increase of diesel oil
concentration, and adhesion is an important characteristic for the microorganism in the
degradation of diesel oil components. The surfactant compounds produced were able to form
stable emulsions using diesel oil and kerosene as hydrophobic sources, obtaining emulsification
rates in the ranges of 58.8% to 86.5% and 50% to 74.4%, respectively. A decrease in the surface
tension of the medium was observed, reduced by up to 65.9%, which suggests the production
of biosurfactants. The bacterium also degraded compounds of different sizes of the carbon chain
present in diesel. For example, in the C1:-C12 and C23-C24 chains, a degradation of 100% and
54%, was observed when exposed to a concentration of 2% (v/v) of diesel oil. At 1.5% (v/v)
concentrations, a more pronounced degradation was observed in chains between C19-C20 and
C23-C24, reaching 62% and 59%, respectively. At concentrations of 1% and 0.5% (v/v), all
carbon chains were fully degraded after 168 hours of bioprocessing. Thus, the isolated
bacterium, A. venetianus AMO1502, proved efficient in metabolizing hydrocarbons and
producing an active surface agent, which may contribute to the bioremediation processes of

petroleum-derived compounds.

Keywords: Acinetobacter venetianus. Oil spill. Biosurfactants.
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1 INTRODUCAO

A contaminagdo de solos e mares por Oleo combustivel e solventes
organoclorados € um problema recorrente, sendo considerado um sério problema
ambiental, atraindo olhares e discussées ao publico nas Gltimas décadas (ADIPAH, 2018).
Esses solos e mares poluido por derivados de petroleo, como 6leo diesel, pode causar
impactos negativos no lencol freatico adjacente, afetando a flora e fauna que dependem
do ecossistema do solo para sua sobrevivéncia (OKE; NDIRIBE; MUSA, 2020).

Este oOleo diesel é definido como hidrocarbonetos produzido por destilacdo
fracionada que se encaixa na faixa de destilados meédios de petréleo bruto em
temperaturas que variam de 200 °C a 350 °C. Sua composicdo inclui aproximadamente
64% de hidrocarbonetos alifaticos, com niumeros de carbono predominantemente na faixa
de Ci0-C2, cerca de 35% de hidrocarbonetos aromaéticos, incluindo benzeno e
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, e aproximadamente 1-2% de hidrocarbonetos
olefinicos. O ponto de ebulicdo do dleo diesel esta na faixa de aproximadamente 163-357
°C Gad, (2024) e ¢ aplicado em geradores de energia, transporte rodoviario, transporte
ferroviario, embarcagdes maritimas, em aviacdo e entre outros setores (ANFILATOV;
CHUVASHEYV, 2020; ASNADI et al., 2020; AYDIN, 2020; CIPEK et al., 2021;
GABINA et al., 2019).

Devido as suas diversas aplicabilidades e demandas do mercado, as atividades
de producdo na industria petroquimica trazem consigo diversos riscos atrelados a sua
exploracdo, extracdo, distribuicdo e comercializacdo (LUIZ et al., 2017). Portanto, para
conter esses riscos e desastres ambientais, novas técnicas estdo em constantes estudos
como, por exemplo, métodos fisico-quimicos ou bioldgicos estdo sendo utilizados como
uma forma de remocéo ou reducdo, parcial e ate completa de poluentes ambientais. Um
destes processos é a biorremediacdo, definida como um processo de biotransformacao de
compostos quimicos tdxicos em substancias de menor toxicidade, mediado por
microrganismos ou enzimas microbianas (DASH; OSBORNE, 2023). Para utilizar a
biorremediagdo no derramamento de Gleo, é necessario identificar os microrganismos
mais adequados para a degradacdo do tipo de Oleo envolvido. Entdo, a escolha dos
microrganismos e das técnicas adequados é fundamental para o sucesso do processo de
biorremediagdo, bem como o controle dos fatores ambientais (ALORI et al., 2022;
CHUAH et al., 2022; PANDEY; SUKHDHANE, 2021). Na biorremediacao existe duas

abordagens principais de execucdo, a bioaumentacdo e a bioestimulacdo. Essa ultima
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técnica é a que mais se enquadra a aplicacdo de biossurfactantes (ERAS-MUNOZ et al.,
2022; LOPES et al., 2022; YANG et al., 2022).

Os biossurfactantes sdo moléculas que apresentam em sua estrutura uma
porcéo polar e apolar e que possuem a capacidade de diminuir a tenséo superficial entre
liquidos, solidos e até mesmo gases (MOREIRA; LYONB, 2022). Diferentemente dos
surfactantes quimicos produzidos a partir de derivados de petroleo que causam danos ao
meio ambiente, os biossurfactantes sdo produzidos por microrganismo e considerados
produtos sustentaveis e biodegradaveis, apresentando menor impacto ambiental (GIRO
et al., 2009; JOHNSON et al., 2021; MANGA et al., 2021; NAGTODE et al., 2023;
NOGUEIRA FELIX et al., 2019). Essas biomoléculas sdo amplamente utilizadas em
diversas aplicagOes industriais, como na industria alimenticia, farmacéutica, cosmética,
de petroleo e gés, entre outras (SANTOS et al., 2016). Também, os biossurfactantes
possuem diversas vantagens em relacdo aos surfactantes quimicos, como maior
estabilidade em condicBes extremas de temperatura e pH, maior eficiéncia em baixas
concentracdes e menor toxicidade (DE AGUIAR PEDOTT et al., 2022; GAYATHIRI et
al., 2022; PORTAL D’ALMEIDA et al., 2023; ROCHA et al., 2014).

Nos ultimos anos, as vantagens do uso dos biossurfactantes tém sido
extensamente pesquisadas, especialmente em relacdo as suas possiveis aplicacdes em
processos de biorremediacao de solos e dguas contaminadas por compostos hidrofdbicos,
como hidrocarbonetos (DELMAS, 2022; GUDINA; TEIXEIRA, 2022). Eles também so
utilizados em processos de recuperacdo avangada de 6leo, diminuindo a tensao interfacial
entre o0 Gleo e a agua, logo, aumentando a producéo de petréleo (ABOELKHAIR; DIAZ;
ATTIA, 2022).

Essas pesquisas realizadas também priorizam o estudo das fontes de carbono
durante o bioprocesso, alem de outros nutrientes no meio, 0s quais podem afetar a
producdo e as propriedades dos biossurfactantes produzido, na qual a utilizacdo de
hidrocarbonetos como fonte de carbono pode resultar em biossurfactantes com maior
capacidade de solubilizar compostos hidrofébicos, como o0s encontrados em
derramamentos de 6leo (GURKOK, 2021; RIBEIRO; GUERRA; SARUBBO, 2020;
VIEIRA et al., 2021). Ja a utilizacdo de agUcares pode resultar em biossurfactantes com
propriedades emulsificantes adequados para aplicagdes em industrias alimenticias e
cosméticas (BARBOSA et al., 2022). Neste contexto, foi utilizado 6leo diesel S10
contendo 12% de biodiesel (conforme a resolucdo CNPE n° 3/2023), como fonte de

carbono para avaliar a produgdo de substancias de superficie ativa, bem como escolhido
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como modelo de fracdo de hidrocarbonetos de derivados do petréleo para avaliacdo o

potencial biorremediador da cepa Acinetobacter venetianus.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é avaliar o potencial de degradacédo do 6leo diesel e
producdo de compostos de superficie ativa por Acinetobacter venetianus AMO1502,
microrganismo isolado das amostras de 6leo coletadas em Amontada - CE, Brasil, para
aplicacdo como agente biorremediador em locais contaminados por poluentes organicos

hidrofébicos.

2.2 Objetivos Especificos

e Estudar o potencial de crescimento da bactéria Acinetobacter venetianus
AMO1502 usando o 6leo diesel como fonte de carbono;

e Auvaliar o potencial de degradacdo do Oleo diesel da bactéria A. venetianus
AMO1502

e Analisar a producdo de compostos de superficie ativa, bioemulsificantes ou
biossurfactantes, durante o processo de degradacdo do 6leo diesel;

¢ Investigar a influéncia da concentracéo de diesel no processo de biodegradacao e
na formacdo de composto de superficie ativa;

e Analisar a hidrofobicidade celular da A. venetianus AMO1502 em 6leo diesel.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Impactos Ambientais do Petroleo

O petroleo é composto na sua maioria por hidrocarbonetos e é constituido na
sua maioria por compostos aliféticos, aliciclicos e arométicos muito inflamavel
(KOSHLAF; S BALL, 2017) contendo 82% de carbono, 12% de hidrogénio, 4% de
nitrogénio, 1% de oxigénio, 0,5% de sais que raramente aparecem e 0,5% de metais como
cobre e ferro (ANP, 2023). Segundo Ben (2023), o petroleo e seus derivados participaram
com uma porcentagem de 35,7% no ano de 2022, 34,2% em 2021 e 32,9% em 2020 da
matriz energética referente a fonte de energia de fontes ndo renovaveis.

O uso extensivo desses hidrocarbonetos como fonte de energia resulta em sua
contaminacdo no solo e na agua. Cerca de 5,8 milhdes de toneladas de hidrocarbonetos
foram introduzidas nos corpos hidricos oceanicos, em decorréncia de eventos de grandes
proporcdes envolvendo a exploracdo, transporte e armazenamento de petréleo, afetando
negativamente as propriedades bioguimicas e fisico-quimicas do solo, limitando o
crescimento e o desenvolvimento das plantas (AHMED; FAKHRUDDIN;
FAKHRUDDIN, 2018; ZAPELINI DE MELO et al., 2022).

O aumento das atividades de exploracdio do petroleo, acarreta
consequentemente em um aumento significativo em acidentes ambientais, como é
possivel verificar na Figura 1. De acordo com dados do Ibama, o maior nimero de
acidentes envolvendo derramamento de dleo ocorre em rodovias, totalizando 1.253
acidentes entre os anos de 2017 e 2020 no Brasil. Em segundo lugar estéo as plataformas,
com 818 acidentes registrados (IBAMA, 2020).
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Figura 1 — Registros de ocorréncias por derramamento de 6leo entre os anos de 2017-
2020 no Brasil.
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Fonte: (IBAMA - INSTITUTO BRASILEIRO DO MEIO AMBIENTE E DOS
RECURSOS NATURAIS RENOVAVEIS, 2021).

Esses acidentes decorrentes de derramamento de 6leo vém sendo relatados
por décadas de forma mundial, tornando-se cada vez mais frequentes, iniciado em 1910
com um dos primeiros e grandes relatos de derramamento terrestre com o Lakeview
Gusher. Os relatos se tornaram mais frequentes no inicio da década de 1960, mas s6 no
final de 1960 foram relatados sobre os impactos na vida selvagem. Ja na década de 1970,
0s registros de derramamento tornaram-se mais comuns a partir de outras fontes que néo
os petroleiros (CHILVERS; MORGAN; WHITE, 2021).

Ao longo da tltima década, o cenéario global tem sido marcado por uma série
preocupante de acidentes relacionados a derramamentos de petréleo em aguas oceanicas,
em novembro de 2002, ocorreu um significativo derramamento de petréleo na costa
galega. O incidente envolveu o petroleiro Prestige, que transportava uma carga de
aproximadamente 77.000 toneladas de 6leo pesado (PEREZ-DEL-OLMO; RAGA;
KOSTADINOVA, 2022). No periodo compreendido entre 2019 e 2020, ocorreu a
deposicao de petroleo bruto em ecossistemas costeiros, incluindo praias, areas de pesca,
estudrios e zonas Umidas litoraneas, resultando em um impacto que se estendeu por

aproximadamente 3.000 quildmetros da linha costeira do Brasil. Estudos indicaram que
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a descarga total de petroleo bruto nesse contexto atingiu um valor estimado de mais de
5.000 toneladas (TESSAROLO et al., 2023).

Para minimizar os impactos causados por derramamento de dleo aqui no
Brasil, foram criados leis e decretos para resguardar tais acontecimentos, por exemplo, a
Portaria do Ministério dos Transportes N° 124 de 20/08/80 que exige que as industrias
potencialmente poluidoras e as construcGes ou estruturas que armazenem substancias
também potencialmente poluidoras, se instalem a uma distancia minima de 200 metros
dos corpos d’agua. Tambén, pode ser citado a Politica Nacional do Meio Ambiente, com
a Lei Federal N° 6.938 de 31 de agosto de 1981, com o objetivo a preservacao, melhoria
e recuperacdo da qualidade ambiental propicia a vida, visando assegurar, no pais,
condicBes ao desenvolvimento socioecondmico, aos interesses da seguranga nacional e a
protecdo da dignidade da vida humana, e a Lei Federal N° 9.537 de 11 de dezembro de
1997 que dispde sobre a seguranca do trafego aquaviario em aguas sob jurisdicdo
nacional.

Entre paises também existem convencdes internacionais que visam
estabelecer padrfes minimos a serem seguidos por cada pais. Alguns desses acordos tém
como objetivo reduzir os acidentes que representam riscos para 0 meio ambiente. Aqui
no Brasil, segundo a Agéncia Nacional de Transportes Aquaviarios (ANTAQ), é seguido
a Convencéo Internacional para Prevencdo da Poluicdo por Navios - MARPOL 73/78,
Convencao Internacional sobre Mobilizacdo de Recursos, Resposta e Cooperacao contra
Poluicgo por Oleo - OPRC-90, promulgada pelo Decreto n° 2.870, de 10 de dezembro de
1998, Convencao sobre a Prevencdo da Poluicdo Marinha por Alijamento de Residuos e
Outras Matérias — Convencdo de Londres — 72, internalizada pelo Decreto n° 87.566, de
16 de setembro de 1982, também a Convencdo Internacional sobre Responsabilidade
Civil em Danos Causados por Poluico por Oleo - CLC-69.

Apesar das medidas implementadas para minimizar os efeitos do
derramamento de 6leo, a realidade persiste desafiadora, evidenciando a complexidade
intrinseca das operacdes relacionadas a exploragéo e transporte de petroleo e exigindo um

constante aprimoramento das politicas de seguranga ambiental.



15

3.1.2 Implicacdes das Contaminacdes por Hidrocarbonetos de Petrdleo e seus Derivados

A contamina¢do quimica da agua subterranea causada por macropoluentes e
0s micropoluentes de petréleo € um tema de grande preocupacédo e destaque no mundo
devido aos seus impactos ambientais significativos. Essa contaminacdo ocorre quando
compostos quimicos como sulfurados, nitrogenados e aromaticos, provenientes do
petroleo, infiltram-se no subsolo e atingem as reservas de agua subterranea (COSTA,;
SANTOS; DOS ANJOS, 2023). Por exemplo, foi possivel constatar no Delta do Niger,
uma regido caracterizada pela frequente atividade de armazenamento e exploracdo de
petroleo bruto que as aguas subterréneas estdo sofrendo contaminacao devido a infiltracdo
de hidrocarbonetos provenientes do petréleo (ZHANG et al., 2020).

A contaminacdo por petroleo e seus derivados exerce uma influéncia
abrangente sobre as caracteristicas do solo, afetando sua fertilidade e suas funcGes
ecoldgicas. Essa poluicdo pode resultar em alteracGes fisicas, quimicas e bioldgicas do
solo, comprometendo sua capacidade de sustentar o crescimento e desenvolvimento
saudaveis das plantas, bem como afetar negativamente a biodiversidade e o equilibrio dos
ecossistemas (KORSHUNOVA et al., 2019).

Os derivados de petroleo como o Gleo diesel, gasolina, querosene, 6leos
lubrificantes, liquidos de corte, 6leo combustivel, 6leos pesados e solventes s&o
considerados 0s principais agentes de contaminacdo nos locais onde ocorreram incidentes
durante o transporte de petréleo bruto ou produtos derivados do seu processamento
(RAKOWSKA, 2020; SINGH et al., 2020). Entre os compostos derivados liberados no
ecossistema, destaca-se uma quantidade significativa de combustiveis como dleo diesel e
gasolina utilizados para propulsdo de veiculos ou transportados como carga
(RAKOWSKA, 2020). Estes compostos séo identificados em produtos comerciais,
inclusive no 6leo combustivel, que € uma mistura complexa de hidrocarbonetos contendo
moléculas alifaticas e aromaticas (SAMPAIO et al., 2019). Os hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (PAHS) e os compostos monoaromaticos, como benzeno, tolueno,
etilbenzeno e xilenos (BTEX), sdo considerados os principais compostos problematicos
em relacdo a contaminacdo ambiental. Essas substancias sdo conhecidas por sua
toxicidade e persisténcia no meio ambiente (DELLA-FLORA et al., 2020).

Essas contaminacBes causadas por derramamentos de Oleo tém impactos

significativos ndo apenas no ecossistema marinho, mas também em diversas atividades
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relacionadas, como pesca, turismo, agricultura marinha e indudstrias de petréleo sdo
altamente afetados por esses incidentes (DHAKA; CHATTOPADHYAY, 2021).

A liberacdo de 6leo nas aguas costeiras e sua subsequente deposicdo nos
sedimentos que cobrem as raizes das arvores de mangue pode ter consequéncias
desastrosas para a vida marinha, especialmente considerando que 0s manguezais sdo um
importante bercario e habitat para muitas espécies (SEVESO et al., 2021). O éleo pode
causar danos fisicos e fisioldgicos aos animais, incluindo asfixia, obstru¢do de vias
respiratdrias, comprometimento da capacidade de natagdo e migragdo, além de efeitos
toxicos decorrentes dos compostos presentes no petroleo. No caso de um derramamento
pesado de petréleo bruto, a alta viscosidade e densidade do 6leo podem resultar na
cobertura da superficie externa dos répteis marinhos. Isso representa uma séria ameaga a
sobrevivéncia dessas espécies (RUBERG; WILLIAMS; ELLIOTT, 2021). O petréleo
bruto, com sua consisténcia densa, ja representa uma ameaca Séria para 0S ecossistemas
marinhos em caso de derramamento (SAADOUN, 2015). Quando combinado com o 6leo
diesel, a situacédo se agrava ainda mais, tornando a sobrevivéncia das espécies locais uma
verdadeira batalha contra a poluicdo (NWINY et al., 2014).

3.2 Oleo Diesel

O 6leo diesel é um destilado leve do petréleo, com uma faixa de carbono de
C10-C22 e de destilagdo geralmente entre 170 °C e 380 °C a presséo atmosférica. Devido
a eficiéncia termodinamica superior do motor de combustdo interna diesel em
comparagdo com o motor a gasolina, o 6leo diesel ocupa uma posicdo de destaque na
matriz de combustiveis veiculares, refletindo sua maior demanda em relacdo a outros
derivados (LEONARDO; DWECK; MURTA VALLE, 2019), e suas caracteristicas
permitem sua utilizacdo em motores de veiculos do ciclo diesel.

Além disso, o 6leo diesel para uso rodoviario é comercializado em todo o
territorio nacional, seguindo rigorosamente todos os regulamentos estabelecidos pela
Agéncia Nacional do Petréleo, G&s Natural e Biocombustiveis (ANP), sendo sua
classificacdo realizada de acordo com a Resolugdo ANP N° 50, de 23 de dezembro de
2013 em:

I. Oleo diesel A: combustivel produzido nas refinarias, nas centrais de
matérias-primas petroguimicas e nos formuladores, destinado a veiculos dotados de

motores do ciclo Diesel, de uso rodoviario, sem adicéo de biodiesel;
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1. Oleo diesel B: dleo diesel A adicionado de biodiesel no teor estabelecido
pela legislacdo vigente.

No caso do 6leo diesel A S10 e B S10, o teor de enxofre deve ser no maximo
de 10 mg/kg, enquanto para o 6leo diesel A S500 e B S500, o limite maximo é de 500
mg/kg de teor de enxofre. Além da adicdo obrigatoria de biodiesel ao oOleo diesel
anualmente segundo a resolucdo N° 3, de 20 de marco de 2023, com adi¢cdo minima de
12% em 2023.

Devido a alta demanda no mercado de dleo diesel, sendo considerado o
combustivel mais consumido no Brasil, principalmente devido a sua ampla utilizacdo no
transporte rodoviario e maritimo de passageiros e cargas Martins; Monticelli; Mulinari
(2020), ha um aumento nas atividades de extracdo, transporte e armazenamento, 0 que
pode resultar em possiveis acidentes de derramamento durante o processo.

Alguns desses acidentes envolvendo derramamento de 6leo diesel foram
relatados, como o ocorrido em 2020, no qual um duto da Petrobras que conectava a
Refinaria Duque de Caxias (Reduc) ao terminal llha d'Agua, na Ilha do Governador,
rompeu-se, resultando em um vazamento de 1,3 milh&o de litros de 6leo combustivel nas
aguas da baia (GRANDELLE, 2020). Outro acidente foi um descarrilhamento de trem no
Porto das Caixas, Itaborai/RJ, onde despejou 60 mil litros de 6leo diesel em uma regido
habitada (RODRIGUES; LINO; PACHECO-FERREIRA, 2009). Ao longo dos anos
outros relatos foram noticiados, como o0 acidente envolvendo uma carreta e um caminhdo-
tanque, que resultou no vazamento de 35 mil litros de diesel na Rodovia dos Bandeirantes,
em Jundiai (TOMAZELA, 2023). Com o0 aumento crescente dos casos de derramamento
de bleo diesel, a preocupacdo com os danos causados por acidentes tem aumentado, o que
tem impulsionado estudos mais aprofundados sobre os efeitos causados e estratégias para
tratamento, buscando novas formas de degradar o 6leo diesel.

3.2.1 Biodegradagé&o de dleo Diesel

A degradacdo bioldgica dos hidrocarbonetos é um processo que depende da
natureza e da quantidade destes compostos presentes no ambiente contaminado
(MACIEL, 2013). Em solos contaminados a amplitude da decomposi¢édo bioldgica de
hidrocarbonetos é profundamente influenciada por quatro elementos essenciais, incluindo
a criagdo de condicOes ambientais ideais para promover a atividade de decomposicao
bioldgica, os tipos predominantes de hidrocarbonetos de petréleo na matriz contaminada
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e a disponibilidade dos contaminantes para os microrganismos (MARQUEZ-ROCHA;
HERNANDEZ-RODRI; LAMELA, 2001).

A degradacdo de hidrocarbonetos como o 6leo diesel € um processo complexo
que geralmente requer diferentes espécies microbianas ou consorcios com capacidades
enzimaticas especificas, acelerando assim a taxa de degradacdo do 6leo (MORALES-
GUZMAN et al., 2017). Algumas cepas de microrganismos sdo capazes de degradac&o o
6leo diesel, entre elas estdo os géneros Acinetobacter, Pseudomonas, Rhodococcus,
Alcanivorax,  Alteromoans, Sphingomonas, Burkholderia, = Paraburkholderia,
Arthrobacter, Methylobacterium e Phenylobacterium sdo microrganismos bem
conhecidos envolvidos na biodegradacdo de hidrocarbonetos (CHAUDHARY et al.,
2021). Obviamente, as cepas bacterianas com alta eficiéncia de degradacédo séo essenciais
para a remediagdo do solo contaminado com dleo diesel (SUN et al., 2019).

Embora haja uma variedade maior de bactérias degradadoras de
hidrocarbonetos, o crescimento de certos microrganismos em substratos de
hidrocarbonetos pode ser limitado por véarios fatores, como a recalcitrancia do substrato
e a baixa solubilidade de compostos organicos em sistemas aquosos, 0 que limita sua
biodisponibilidade para biodegradacdo (MNIF et al., 2015).

Porém alguns microrganismos possuem a capacidade de degradar compostos
recalcitrantes, e isto é consequéncia da evolugdo dos aparatos enzimaticos presentes nas
células junto a uma enorme variedade de substancias naturais de origens diversas
(MACIEL, 2013). Portanto, é essencial a realizacdo de estudos laboratoriais para fornecer
um maior controle e manipulacdo ao oferecer uma base para distinguir entre processos
bioticos e abioticos e para determinar as condi¢des ideais para a biodegradacdo (AMEEN
et al., 2016). A partir disso, surgiu a necessidade de estudar a degradacgéo e de remediar
areas poluidas pelo oleo induziu o desenvolvimento de novas tecnologias para
desintoxicar contaminantes ndo apenas através de métodos quimicos ou fisicos, mas

também através de técnicas bioldgicas (AMEEN et al., 2016).
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3.3 Remediacéo Das Areas Afetadas Por Derramamentos De Oleo Diesel

Como relato nos topicos anteriores, a producgdo e o transporte de petroleo
offshore representam uma ameaca aos ecossistemas marinhos devido aos derrames, que
podem causar impactos ambientais, sociais e financeiros enormes, com efeitos a longo
prazo que podem ser sentidos por decadas (KERAMEA et al., 2021). Preocupados com
0s impactos causados pelo derramamento de petr6leo e seus derivados, como o 6leo
diesel, pesquisadores tém buscado novas estratégias para o tratamento desses poluentes.
Entre os métodos investigados para remediar o Oleo diesel estdo abordagens fisicas,
quimicas e bioldgicas (HADIBARATA; VOIJANT TANGAHU, 2021).

Um dos métodos fisicos que pode ser aplicado, segundo Nadim et al., (2000),
¢ a extracdo de vapor do solo, definida como um processo de limpeza in situ, 0 que
significa que os solos podem ser remediados sem perturbacéo ou escavacdo. Na extracédo
de vapor do solo, o ar atmosférico fresco é colocado em contato com a subsuperficie
contaminada por meio de um vécuo induzido. O fluxo continuo de ar através do solo
poroso remove o composto de fase liquida ndo aquosa (NAPL), bem como as fases
dissolvidas e sorvidas no ar em movimento. Quando aplicado no campo, melhores
resultados podem ser obtidos se o estrato do subsolo for uniforme, com alta porosidade e
baixo teor de umidade, e se as correntes de ar seguirem um caminho horizontal (NADIM
et al., 2000).

Ja um método quimico € a aplicacdo de oxidantes quimicos, uma alternativa
promissora a dessorcao térmica para a remediacdo de solos contaminados com compostos
organicos, como hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHSs). Para a aplicacdo em
campo, uma questdo importante é a selecdo das doses ideais da solucdo oxidante, ou seja,
do oxidante e dos catalisadores e/ou aditivos apropriados (RANC et al., 2016). Outros

métodos sdo abordados na literatura e seréo reportados a seguir.

3.3.1 Contencdo e Recuperagdo Mecénica (CRM)

A contencdo e recuperacdo mecanica (CRM) refere-se as operacoes
empreendidas com o objetivo de eliminar os hidrocarbonetos da superficie da agua. Essas

acOes envolvem tanto a implementacdo de barreiras fisicas como ilustrado na Figura 2,
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para conter a mistura liquida de hidrocarbonetos e agua, quanto a utilizacdo de skimmers

ou materiais solventes para recuperar os hidrocarbonetos derramados (HU et al., 2020).

Figura 2 — Barreiras de contencéo utilizadas para conter derramamentos de 6leo em

ambiente marinho.

Barreira tipo Cerca Barreira tipo Cortina

Fonte: (NETO; JUNIOR; GIANNINI, 2020)

O skimmers recupera 0leos que estdo na superficie da dgua por meio de
técnicas de escumagdo, como o uso de correias oleofilicas, cordas e discos, ou por meio
de sistemas de bombeamento e suc¢do, como mostrado na Figura 3. Com base nas
condicBes especificas, especialmente na rugosidade da &gua circundante, é possivel
empregar skimmers autopropelidos, skimmers controlados remotamente a partir da costa
ou da propria embarcacdo. Ja 0os materiais solventes se referem a um material insollvel e
hidrofébico, como o polipropileno, que é empregado para adsorver ou absorver a fase
oleosa presente na agua, os quais podem ser divididos em trés classes distintas:
inorganicos, organicos sintéticos e organicos naturais (PENG et al., 2020; PIAO et al.,
2023; VELKOVA; HYBSKA; BUBENIKOVA, 2023).
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Figura 3 — Skimmers destinados a fazer a remocéo do 6leo confinado nas barreiras de

contencao.

Fonte: (ELASTEC, 2024)

3.3.2 Queima in situ

A queima in situ (ISB), a qual é ilustrada na Figura 4, € um processo de
queima de petrdleo bruto no ponto do derramamento, como medida de contencdo para
controle do derramamento de 6leo. Geralmente é aplicado como um dos Gltimos recursos
para evitar que o 6leo derramado atinja habitats ecologicamente sensiveis e atividades
recreativas em areas costeiras (BARSTON, 2022).

Figura 4 — Queima in situ para remediacdo de locais afetados por derramamento de

oleo.

Fonte: (BARSTON, 2022).
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Esse método é considerado altamente eficiente e rapido para remover o 6leo,
porém sua eficacia € limitada devido a emulsificagdo natural do 6leo. Para que a ignicao
ocorra, a mancha precisa ter aproximadamente 3 mm de espessura e o teor de dgua deve
ser inferior a 25%. Quando aplicada em aguas calmas antes da emulsificacdo da mancha
na dgua, a remocao pode chegar a 95%. No entanto, os efeitos negativos da queima in situ
incluem poluicdo atmosférica severa, afundamento de residuos queimados, e riscos de
incéndios secundarios ou explosdes (PETE; BHARTI; BENTON, 2021). Essa tecnica
pode provocar risco de sufocamento de aves marinhas ou de zonas costeiras e podem

expor as comunidades pelagicas e bentdnicas a compostos toxicos (JOHANN et al., 2021)

3.3.3 Dispersantes

Os dispersantes quimicos sdo frequentemente aplicados em aguas
contaminadas como resposta de emergéncia a derramamentos de 6leo marinho, como
mostrado na Figura 5. Esses compostos facilitam a dissolugdo do petroleo na agua,
reduzem a quantidade de acimulo de petréleo na superficie da &gua e diminuem a entrega
de hidrocarbonetos aos ecossistemas costeiros. Além disso, 0s dispersantes quimicos
podem potencialmente estimular a biodegradagdo microbiana do petréleo, aumentando a
area superficial do petréleo. No entanto, os impactos dos dispersantes nos
microrganismos, em sua atividade e ecologia, ainda sdo amplamente desconhecidos
(KLEINDIENST; PAUL; JOYE, 2015).

Figura 5 — Aplicagdo de dispersantes em mancha de 6leo no mar.

Fonte: (OILCHANGE INTERNATIONAL, 2018).
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Os dispersantes tém sido considerados uma ferramenta eficaz no combate a
derramamentos de 6leo Zhu et al., (2022), desde sua primeira aplicacdo no acidente
envolvendo o Torrey Canyon em 1967 (PRINCE, 2023). Havendo outras aplicagdes
como o derramamento de 6leo da Deepwater Horizon (DwH) em 2010, onde registrou
um volume recorde de aplicacdo de dispersantes, totalizando 1,4 milhdo de galdes na
superficie e 0,77 milhdo de galdes na regido do pogo (ZHU et al., 2022).

Entre os dispersantes disponiveis, o Corexit® EC9500A € um dos
dispersantes mais amplamente disponiveis na América do Norte. A composicao deste
dispersante inclui sulfosuccinato de dioctil sodio (DOSS), éter n-butilico de
dipropilenoglicol (DPnB) e destilados leves de petroleo tratados com hidrogénio (YANG
etal., 2022).

Entretanto, a aplicacdo desses dispersantes traz desvantagens, como a
exposicdo de um grande volume de dgua do mar a uma mistura de dispersante e 6leo
disperso, levantando preocupacgdes quanto aos possiveis efeitos toxicos nos organismos
marinho. Além disso, a adicdo de mais produtos quimicos a area impactada também é
uma preocupacdo, apesar das varias tentativas realizadas para reduzir a toxicidade dos
dispersantes quimicos (LIU; CALLIES, 2019).

Devidos aos riscos enfrentados nas aplicacOes desses dispersantes, outros
agentes, como o0s bioldgicos, tém recebido crescente atencdo recentemente devido a sua
eficacia e custo mais baixo (RAZZAK et al., 2022). Esses agentes envolvem o uso de
bactérias, fungos e algas para fins de biorremediacdo, um método de tratamento
alternativo comprovado que pode ser empregado em areas contaminadas com petréleo
(SAYED; BALOO; SHARMA, 2021).

3.3.4 Biorremediagao

A biorremediag&o consiste na tecnologia em que mecanismos biol6gicos sdo
utilizados para degradar contaminantes ambientais diversos, embora a maioria dos
estudos esteja voltados para os hidrocarbonetos (AZUBUIKE; CHIKERE;
OKPOKWASILI, 2016). Esse processo engloba a utilizagdo de microrganismos,
enzimas, plantas (fitorremediagdo), minhocas com compostos  organicos

(vermirremediacdo) e o0 uso de interacbes microbio-pesticida para alcancar a
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biorremediagédo inteligente do solo com o propdsito de promover a degradacdo e
conversédo de contaminantes em uma forma ambientalmente menos toxica.

Diversas espécies de arqueas, bactérias, algas e fungos tém sido identificados
e apresentaram propriedades para serem aplicados na area de biorremediacdo (ANSARI
etal., 2023; BHATT; CHEN; MURPHY, 2023; RAKLAMI et al., 2022; ROMEH, 2022;
SHARMA; DANGI; SHUKLA, 2018). Alem disso, os microrganismos desempenham
um papel crucial na biotransformacdo ambiental, por meio de processos de
desintoxicacdo, degradacao, mineralizacdo e acimulo de diversos tipos de poluentes
nocivos e biodegradaveis. Esses microrganismos sdo capazes de converter essas
substancias em formas menos tdxicas, contribuindo assim para a reducdo do impacto
ambiental (PATEL et al., 2022).

Essa técnica de biorremediacdo vem sendo avaliada como a melhor
alternativa para solucionar impactos ambientais no meio aquatico por ser considerado
seguro, economicamente viavel, ambientalmente sustentavel e capaz de promover a
remocao de contaminantes por meio do aumento da taxa de biodegradacdo (BALA et al.,
2022). Entre vérios métodos, tem-se a técnica natural, realizada por plantas ou
microrganismos que sdo lancados em corpos d'agua produzindo uma série de efeitos,
como o consumo de O e eutrofizagcdo dos mananciais, além de minimizag&o ou retirada
de gosto e odor nas fontes de abastecimento de &gua (ALAMGIR; SAHA, 2023; PANDE
et al., 2020).

As estratégias de biorremediacao, como ilustrado na Figura 6, apresentam a
capacidade de biodegradar de forma efetiva uma ampla gama de poluentes, incluindo
aqueles persistentes, tornando-se uma abordagem viavel e eficiente para mitigar a
contaminagdo do solo. A selecdo entre as estratégias in-situ e ex-situ de remediacao
bioldgica mais adequadas e viaveis depende de andlises preliminares das condicbes
ambientais, tipo de poluente, composi¢do do solo, custos associados a remogdo e
disponibilidade de tempo para o tratamento (SALES DA SILVA et al., 2020).
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Figura 6 - Abordagens de biorremediacéo.

J

J
J

/

No contexto das técnicas ex-situ, encontra-se a fase sélida, que € composta

Fonte: Autor.

por biofiltro, a qual envolve a passagem de poluentes organicos em fase de vapor, como
hidrocarbonetos, através de um leito de solo, onde eles aderem a superficie do solo e sdo
subsequentemente desintegrados por microrganismos presentes. Os filtros podem ser
preenchidos com cepas especificas de bactérias que tém preferéncia por degradar
compostos especificos (PATEL et al., 2022). Além da biorremediacdo por meio da
compostagem, que depende da diversidade da comunidade microbiana, sendo essencial
otimizar pardmetros cruciais, como nutrientes (relacdo C/N = 25-30), umidade (na faixa
de 55-65%), e niveis de oxigénio (O2 acima de 10%) para alcancar um processo de
biorremediacdo bem-sucedido (LIN et al., 2022). Por fim, a biorremediacdo por
bioempilhamento que envolve o uso de pilhas compostas ou leiras controladas para
acelerar a degradacdo de poluentes orgénicos no solo, empregado em cenarios nos quais
ocorre a contaminacdo do solo ou da &gua por substancias organicas (PASSOS;
RODNISTZKY, 2023). J& na fase lamacenta, tem-se 0s biorreatores de lama que
representam sistemas de biorremediacdo altamente sofisticados e estdo entre as

tecnologias ex-situ mais eficazes utilizadas para o tratamento de solos contaminados por
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poluentes persistentes em condi¢cbes ambientais controladas (CRISTOREAN et al.,
2016).

A biorremediacdo in situ podem ser classificadas como biorremediagéo
intrinseca ou projetada (SALES DA SILVA et al., 2020). A biorremediag&o intrinseca é
uma abordagem ndo invasiva que visa remediar locais contaminados de forma
sustentavel, aproveitando e estimulando a populacédo microbiana ja presente no ambiente.
Essa técnica envolve a utilizagdo dos processos naturais de biodegradacgdo realizados por
microrganismos para remover ou transformar os constituintes poluentes presentes no
local contaminado (BALA et al., 2022). J& a biorremediacao projetada € uma abordagem
que se fundamenta na potencializacdo das taxas de biodegradacdo de substancias
especificas, por meio do estimulo ao crescimento de organismos adequados, além da
otimizacdo das condi¢fes ambientais necessarias para a realizacdo das reacbes de
desintoxicacdo (ZAGHLOUL; SABER, 2019).

Entre as projetadas tem-se a bioestimulacdo, baseada na adi¢do de nutrientes
para promover o crescimento da comunidade microbiana nativa, sendo um metodo de
biorremediagédo que aproveita 0s microrganismos nativos de um ambiente contaminado
para degradar poluentes (MANSOURI et al., 2022; SRAVYA; SANGEETHA, 2022). Ja
a bioaumentacédo que consiste em uma estratégia ambientalmente amigavel e, em termos
conceituais, envolve a introducdo de nutrientes (compostos contendo nitrogénio e
fésforo) com o objetivo de eliminar um poluente ou contaminante significativo em um
contexto especifico (LOPES et al., 2022). Durante esse processo, a producdo de
biossurfactantes envolvendo microrganismos apropriados pode ser estimulada através de
bioaumento, uma vez que 0s microrganismos nativos raramente demonstram uma
eficiéncia satisfatoria LAWNICZAK; MARECIK; CHRZANOWSKI, 2013).

Em ambientes marinhos, a biorremediacdo in situ apresenta algumas
desvantagens que precisam ser consideradas. Essas desvantagens incluem a baixa
disponibilidade de nutrientes, a competicdo da fonte de carbono com outros
microrganismos autdctones, a dispersao ou diluicdo do agente de biorremediacdo, bem
como os efeitos do pH e da temperatura (VALDIVIA-RIVERA et al., 2021).

Um aspecto notdvel a ser destacado € que a biorremediagdo mediada por
biossurfactantes (BS-MEOR) representa uma abordagem altamente promissora para
abordar a contaminacdo por petrdleo e hidrocarbonetos em uma variedade de ambientes.
A flexibilidade dessa técnica permite que ela seja aplicada diretamente no local afetado

(in situ) ou em instalagbes controladas (ex situ), proporcionando aos especialistas a
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liberdade de escolher a estratégia de tratamento mais adequada as condi¢cfes especificas
de cada situacéo (S.J.; BANAT; JOSHI, 2018). Além disso o metabolismo microbiano de
microrganismos nativos € frequentemente explorado na biorremediacdo para a
degradacdo de contaminantes ambientais, ja que estdo adaptados as condicOes locais,
podendo ser altamente eficazes na degradacdo de contaminantes (RAFFA; CHIAMPO,
2021).

Entdo, medidas biocorretivas visam aumentar a populagdo microbiana
criando condigdes ambientais propicias para o seu desenvolvimento e sua utilizacao.
Essas medidas dependeram de varios fatores, dentre eles os tipos de microrganismos
presentes, as condi¢cdes do local como pH, &gua no solo, quantidade de nitrogénio,
potéssio, fosfato, a quantidade e a toxicidade dos contaminantes (NOGUEIRA FELIX et
al., 2019; PORTAL D’ALMEIDA et al., 2023).
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4 SURFACTANTES E BIOSSURFACTANTES

Os surfactantes, conhecidos como "agentes ativos em superficie”, séo
compostos anfifilicos caracterizados pela presenca de dominios polares e apolares. Eles
formam diversos tipos de agregados, como micelas, cuja formacdo ocorre em uma
concentracdo critica conhecida como "Concentracdo Micelar Critica" (CMC) a qual pode
ser observada na Figura 7 (KHALFALLAH, 2024).

A Concentragdo Micelar Critica (CMC) ¢ o valor minimo de concentracao de
surfactante necessario para atingir a menor tenséo superficial possivel. Quando a CMC é
alcancada, as moléculas anfipaticas se agregam, com as partes hidrofilicas orientadas para
fora e as partes hidrofdbicas orientadas para dentro da estrutura micelar (SARUBBO et
al., 2022). Os surfactantes podem existir em diferentes estados de agregacdo, como
mondmeros, agregados pré-micelares, micelas e lipossomas, cada um exibindo
propriedades distintas em termos de sua capacidade de interacdo quimica (MOREIRA,;

LYONB, 2022).

Figura 7 - Formacéo de micelas e o ponto de intersecdo para determinar a
Concentracdo Micelar Critica (CMC).
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Além dos seus estados de agregados, a sua estrutura molecular da quaisquer
propriedades de interface fisico-quimicas importantes do surfactante, como sua
capacidade de emulsificacdo, espalhamento, resisténcia e solubilidade, o que torna essas
moléculas muito aplicavel na industria e na pesquisa (LOOR URGILES, 2022).

Os surfactantes podem ser categorizados em distintos grupos de acordo com
a polaridade da porc¢éo hidrofilica da molécula. Estes grupos incluem os aniénicos (com
carga negativa) demonstrado na Figura 8, os cationicos (com carga positiva) representado
na Figura 9, os anfotéricos (que possuem tanto ions negativos quanto positivos), podendo
ser visto um exemplo na Figura 10 e os ndo idnicos (sem carga) podendo ser constatado
na Figura 11 (JOHNSON et al., 2021).

Figura 8 — Dodecil sulfato de sodio
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Figura 9 — Cloreto de tetrametilaménio
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Figura 10 - Lecitina
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Fonte: (WIKIPEDIA, 2022)

Figura 11 - Polietilenoglicol monoestearato
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Fonte: (WIKIPEDIA, 2018)

Também, eles podem ser separados em trés categorias baseado na sua
obtencdo/producao: (i) tensoativos sintéticos como o dodecil sulfato de sodio (SDS), (ii)
surfactante de base bioldgica como os soforolipidios, e (iii) biossurfactantes microbianos
como os lipopeptideos (MOLDES et al., 2021).

Os tensoativos sintéticos sdo produzidos sinteticamente, a partir de fontes néo
renovaveis, com estrutura final diferente dos componentes naturais das células vivas
(MOLDES et al., 2021). Esses tensoativos sdo amplamente utilizados na formulagdo de
macro-micro-nano-emulsées e espumas em diversos setores, como lavanderia e
detergentes, cosméticos e produtos farmacéuticos, condicionamento de alimentos, tintas
emulsificadas, explosivos, recuperacdo avancada de dleo e tratamento de &guas residuais
(FORGIARINI; MARQUEZ; SALAGER, 2021). Porém os surfactantes de origem
sintética manifestam varias desvantagens, tais como uma biodegradabilidade reduzida,

uma toxicidade acentuada e uma menor consonancia com o contexto ecoldgico (BIANCO
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et al., 2023). Além do potencial de influenciar o crescimento de microrganismos e algas
na dgua, podendo assim prejudicar a cadeia alimentar do ecossistema aquatico (MADANI
etal., 2019).

Devido as suas desvantagens, atualmente tem-se preocupado com 0s impactos
ambientais dos surfactantes sintéticos, despertando desta forma um interesse significativo
na busca por biossurfactantes provenientes de fontes naturais (GAUR et al., 2022). Como
os surfactantes microbianos que sdo uma ampla variedade de biomoléculas anfipaticas
produzidas por varias fontes microbianas e estas substancias foram extensivamente
estudadas devido as suas propriedades de reducdo da tensdo superficial (MARKANDE;
PATEL; VARJANI, 2021; PORTAL D’ALMEIDA et al., 2023).

Existem diversos microrganismos como, por exemplo, do género
Acinetobacter, Pseudomonas, Bacillus, Candida, Rhodococcus e Corynebacterium
capazes de produzir biossurfactantes, que podem ser liberados para 0 meio externo ou
fixados as superficies celulares (ERAS-MUNOZ et al., 2022; KUMARI et al., 2021; M.
STAINSBY; HODAR; VAUGHAN, 2022; NOGUEIRA et al., 2019; PIEGZA; SZURA;
LABA, 2021; RIBEIRO; GUERRA; SARUBBO, 2020). A afinidade intrinseca dos
microrganismos por interfaces e sua habilidade de sintetizar compostos tensoativos,
levam a formacdo de comunidades microbianas estruturadas chamadas biofilmes
(MARKANDE; PATEL; VARJANI, 2021). A primeira e crucial etapa na formagéo de
biofilmes é a adesdo de bactérias em superficies tanto vivas como ndo vivas. Esse
processo é um fenémeno natural que ocorre em muitas bactérias, e € desencadeado em
resposta a diversos estimulos ambientais, resultando na producdo de uma matriz
polimérica extracelular (ADNAN et al., 2021).

Os biossurfactantes toleram amplas faixas de temperatura e pH, possuem
propriedades emulsificantes e sdo biocompativeis devido a sua baixa toxicidade
(ARAUJO; SILVA; TEIXEIRA, 2021). Estes compostos apresentam vantagens em
relacdo aos surfactantes sintéticos, pois podem ser produzidos a partir de matérias-primas
renovaveis e exibem uma maior capacidade de biodegradacdo. Além disso, possuem uma
maior especificidade em condigdes extremas, uma menor atividade interfacial e
superficial, uma menor toxicidade, uma maior biocompatibilidade e uma maior
compatibilidade ambiental (D’ALMEIDA et al., 2024; MISHRA et al., 2021; ROCHA
etal., 2014).

Devido as suas excelentes propriedades fisico-quimicas e caracteristicas, 0s

biossurfactantes sdo bioprodutos interessantes com varias aplicagdes industriais. Por
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exemplo, os surfactantes microbianos podem ser aplicados na recuperacdo avancada de
petrdleo, biorremediacdo e emulsificacdo (BANAT et al., 2014; SANTOS, 2019; SUN et
al., 2019).

No processo de biorremediacéo, os biossurfactantes leva a reducéo da tenséo
superficial do ambiente aquoso, onde os contaminantes hidrofébicos estdo presentes, e
forma estruturas semelhantes a micelas que aprisionam os contaminantes hidrofobicos e
os tornam disponiveis ou sollveis na fase aquosa, tornando esses compostos mais
facilmente disponivel para os microrganismos (BORAH; SEN; PAKSHIRAJAN, 2021).
De maneira similar, a decomposicdo bioldgica realizada pela comunidade microbiana
nativa representa um dos mecanismos relevantes pelos quais substancias hidrofobicas
contaminantes podem ser removidas ou reduzidas do meio ambiente (JIMOH; LIN,
2019).

Os biossurfactantes sdo comumente classificados independentemente de suas
contrapartes quimicas, levando em consideracdo o peso molecular (baixo ou alto), a
concentracdo micelar critica (CMC), o microrganismo produtor e seu modo de acdo
(KUMAR et al., 2021). Os surfactantes de baixo peso molecular demonstram alta
eficiéncia na reducdo da tensao superficial e interfacial (MOUTINHO et al., 2021). Os
biossurfactantes de alta massa molar apresentam maior eficacia na estabilizacdo de
emulsBes de 6leo em agua (INES et al., 2023).

Os quatro principais tipos de biossurfactantes sdo: (1) glicolipidios como
ramnolipidios, trehalolipidios, lipidios manosileritritol e lipidios celobiose, (2)
fosfolipidios como lecitina e lisolecitina, (3) lipoproteinas ou lipopeptideos como
surfactina, fengicina, iturina, liquenisina e kurstakin (4) surfactantes poliméricos como
emulsan, lipomanan, alasan e liposan (ALI et al., 2022; CZINKOCZKY; NEMETH,
2020; GURKOK; OzDAL, 2021; HEALY; DEVINE; MURPHY, 1996; INES;
DHOUHA, 2015). Os biossurfactantes glicolipidios sdo compostos anfifilicos naturais
gue tém despertado interesse recente devido a sua biodegradabilidade, diversidade e
bioatividade (SHU et al., 2021). Os lipopeptideos e biossurfactantes de lipoproteinas sao
predominantemente produzidos por fungos, bactérias e leveduras. Essas biomoléculas
desempenham um papel crucial em diversas aplicagbes industriais e ambientais. Em
termos cientificos, os lipopeptideos e biossurfactantes de lipoproteinas tém a capacidade
de aumentar a mobilidade em sistemas liquidos, reduzir a viscosidade, facilitar a
solubilizacdo de compostos insolUveis e atuar como agentes sequestrantes de metais
(ANTONIOLI JUNIOR et al., 2022; PORTAL D’ALMEIDA et al., 2023).
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Além dos biossurfactantes, temos os bioemulsificantes, no qual o género
Acinetobacter é amplamente reconhecido por sua capacidade de produzir um
bioemulsificante altamente eficiente. Esse fato pode ser atribuido ao seu notavel alto
indice de hidrofobicidade da cepa (R1ZZO et al., 2021). Emulsan, biodispersan e alasan
sdo exemplos destacados de biossurfactantes produzidos por diversas cepas de
Acinetobacter (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019). No topico 5.1, sera fornecida

mais detalhes sobre 0 género em estudo nesta pesquisa.

4.1 Biossurfactantes Produzidos por Bactérias do Género Acinetobacter

Bactérias do género Acinetobacter sdo Gram-negativas e sdo frequentemente
isoladas do solo e da agua (DARBY et al., 2023). Algumas cepas de Acinetobacter
possuem uma capsula polissacaridica, a qual geralmente é um indicador de alta viruléncia.
A presenca de uma capsula espessa, composta por polissacarideos e polipeptidios, confere
protecdo as bactérias contra a fagocitose pelo sistema imunoldgico da célula hospedeira
(PODUCH; KOTRA, 2007). Diversas pesquisas tém documentado a identificacdo e
analise de diferentes espécies de Acinetobacter com habilidade de produzir
biossurfactantes provenientes de diversas fontes, tais como solos contaminados por
petroleo, aguas residuais e outros ambientes com alta concentracdo de hidrocarbonetos
(ZOBAER et al., 2023).

As cepas de Acinetobacter demonstram a capacidade de degradar diversos
tipos de contaminantes de hidrocarbonetos, incluindo petrleo bruto, n-alcanos,
hidrocarbonetos poliarométicos (PAHS), benzeno e pireno. As cepas de Acinetobacter
venetianus tém demonstrado habilidade na degradacdo do 6leo diesel, sendo propostas
como um sistema modelo para estudar o mecanismo de degradagéo de alcanos, além de
serem consideradas uma plataforma promissora para a biorremediacdo da poluigéo
causada pelo dleo (LIU; CALLIES, 2019). E relevante ressaltar que algumas espécies de
Acinetobacter também apresentam potencial como agentes de biocontrole, possuindo
propriedades anticancerigenas, antimicrobianas e a capacidade de inibir a formacéo de
biofilmes (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019).

Representantes ndo patogénicos do género Acinetobacter tém a capacidade
de sintetizar compostos de alto valor, como bioemulsificantes, biossurfactantes de
moléculas pequenas (agentes ativos de superficie), enzimas e giberelinas. O primeiro
produto de alto valor produzido por bactérias do género Acinetobacter foi 0 “Emulsan”
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(PIROG; LUTSAI; MUCHNYK, 2021). O “Emulsan” é produzido por diferentes
espéecies de Acinetobacter, como Acinetobacter calcoaceticus RAG-1, Acinetobacter
radioresistens KA53, Acinetobacter junii BB1A e Acinetobacter calcoaceticus BD4
(DONG et al., 2016).

Além das mencionadas anteriormente, também ha Acinetobacter venetianus,
cuja avaliacdo constante na producéo de biossurfactantes é fundamental. Isso € essencial
para garantir a qualidade, eficicia e sustentabilidade dos produtos, atendendo as
demandas ambientais e industriais em constante evolucéo.

Além disso, o avanco continuo da pesquisa e desenvolvimento na area de
biotecnologia traz consigo novos conhecimentos e técnicas. Estas inovacfes podem ser
aplicadas para melhorar a eficiéncia da producéo de biossurfactantes, tornando o processo
mais econdmico e ambientalmente responsavel. A avaliacdo continua da cepa de
Acinetobacter venetianus na producdo de biossurfactantes € vital para manter-se
atualizado com as mais recentes descobertas, tecnologias e abordagens na producéo de

biossurfactantes.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Reagentes

Na conducdo deste trabalho, utilizou-se diferentes reagentes de grau analitico
adquiridos da Cequimica, Neon, Kasvi e Dindmica na comercializacdo de produtos
quimicos, sendo os principais a glicose (CeH120g), sulfato de aménio ((NH4)2SO.),
fosfato de sodio bibasico (NaH2PO4), fosfato de potassio monobasico (KH2PO4), extrato
de levedura, sulfato de magnésio (MgSQO4.7H20), o cloreto de sodio (NaCl), o hexano
(CeHa4), sulfato de s6dio (Na2SO.), agar e triptona. Também foi utilizado 6leo diesel S-
10 adquirido em um posto de combustiveis localizado na cidade de Fortaleza, Cear3,

Brasil.

5.2 Microrganismo

A cepa Acinetobacter venetianus AMO1502 foi isolada de uma amostra de
6leo coletada na praia de Amontada - Ceard, Brasil (3°01'25" S, 39°38' 17" W), area
impactada pelo derramamento de Oleo ocorrido em 2019. Este microrganismo foi
gentilmente cedido pelo Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia
(Lembiotech) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard. A sua
sequéncia de RN 16S encontra-se depositada no Genbank com o seguinte nimero de
acesso: MT478042.1. A. venetianus AMO1502 foi mantido em meio ATGE composto
por 15 g Lt 4gar, 5 g L ! triptona, 1 g L™ glicose, 2,5 g L™* extrato de levedura e 30,0 g

L~ NaCl a pH 7 e uma temperatura de 4 °C e foi cultivada a um novo meio mensalmente.

5.3 Propagacao e Cultura do In6culo em Meio de Produgéo

O meio de cultura utilizado para a obtengdo do inoculo foi 0 meio mineral
(MM) composto por: 10,0 g L™ glicose, 1,0 g L™ (NH4)2 SO4, 6,0 g L NasHPO4-7H.0,
3,0 g L KH2PO4, 5,0 g L extrato de levedura, € 0,6 g L™ MgSO4-7H20 a pH 7 + 0,3
(D’ALMEIDA et al., 2023). A esterilizagdo do meio foi realizada em autoclave a 110 °C

por 15 min. Para a preparacao do indculo, trés col6nias de A. venetianus AMO1502 foram
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adicionadas em 50 mL de meio mineral e incubadas a 30 °C e 150 rpm em agitador

rotativo por 24 h.

5.4 Ensaios de Biodegradacgéo e Producéo de Biossurfactantes

A biodegradacdo do 6leo diesel foi investigada juntamente com a producédo
de compostos de superficie ativa, variando a concentracao desta fonte de hidrocarboneto.
E importante observar que o diesel S-10 contém 12% de biodiesel em sua composic&o e
apresenta um teor maximo de enxofre de 10 mg/kg.

Apos a preparacdo do indculo, 1% (v/v) do indculo foi adicionado a 50 mL
de meio mineral contendo diferentes concentracGes de 6leo diesel (0,5%, 1%, 1,5% e 2%
(v/v)) ndo esterilizado como fonte de carbono. Onde foram utilizados frascos de
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL do meio mineral. Ensaios de degradacédo do 6leo
diesel e producdo de tensoativos foram realizados nas mesmas condic¢des de preparo do
indculo com temperatura de 30 °C em agitacdo de 150 rpm por um periodo de 7 dias (168
h).

Nos tempos de 0, 24, 48, 72, 96, 144 e 168 horas, foi avaliada a concentracdo
celular, a adesdo celular ao 6leo diesel, a degradacdo do Oleo diesel e a producdo de
compostos de superficie ativa foram mensurados. Todos os ensaios foram realizados em
duplicata. A producdo de compostos ativos de superficie foi acompanhada utilizando os
métodos de contagem de células viaveis, a hidrofobicidade da superficie celular, o indice
de emulsificacdo (IE24%) e a tensd@o superficial, sendo as metodologias descritas no

Tépico 6.5.

5.5 Influéncia do pH

Na melhor condicéo obtida de degradacdo do oleo diesel, foi realizado um
ensaio para avaliar a influéncia do pH na formagdo do composto de superficie ativa,
variando o pH do meio (5, 6, 7, 8), utilizando uma solugdo de NaOH (3,0 g L) ou HCI
(3,0 g L), acompanhando o IE24% nos intervalos de tempo (0, 24, 48 e 72 horas) com 0s

ensaios realizados em duplicata.
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5.6 Métodos Analiticos
5.6.1 Crescimento Celular

O crescimento celular foi mensurado utilizando a metodologia de contagem
de celulas vidveis em placa. Inicialmente foi transferido com uma pipeta estéeril 100 pl da
suspensdo da cultura de Acinetobacter venetianus AMO1502 para 900 pl de solugédo
salina a 0,85% (m/v) estéril (diluicdo 1x1072). A suspensdo foi agitada em vortex e
assepticamente foi transferida para 100 pl de solugéo salina 0,85% (m/v), sendo repetido
este procedimento até obter uma diluicdo 1x10°®.

Apds, 50 pl da suspensdo foi plagueada em meio ATGE e foi realizado o
espalhamento da cultura sobre a superficie do meio de cultura. Posteriormente, as placas
foram incubadas a 35 °C por 48 horas. Apds a incubacdo, foi realizado a contagem de
colonias em cada placa, utilizando um contador de colonias, sendo selecionadas as placas
que continham entre 30 e 300 col6nias para se calcular a concentracdo média de células
de microrganismos. A concentracdo é determinada multiplicando-se o nUmero médio de

colonias pelo inverso da dilui¢do da placa de contagem.

5.6.2 Hidrofobicidade da Superficie Celular

A aderéncia celular aos componentes hidrofébicos foi calculada com base na
metodologia de Ali Khan et al., (2017). Células de A. venetianus AMO1502 foram
separadas do meio de cultura por centrifugacao a 5000 g em uma temperatura de 4 °C por
35 minutos e apds foram lavadas duas vezes com agua destilada. O pellet foi ressuspenso
em meio mineral estéril e a densidade optica a 600 nm (ODsno) foi ajustada para 0,5 para
cada 1,5 mL de suspensdo bacteriana lavada. Apos a padronizagao, 200 uL de 6leo diesel
foram adicionados as suspensdes de células lavadas e agitadas em alta velocidade por 3
min, logo em seguida, a densidade dptica a 600 nm (ODeoo) foi medida novamente. Entéo,
o indice de hidrofobicidade foi calculado de acordo com a Equacéo 01.

0D,
OD;

1H% = |1 - 222] x 100 (01)
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Sendo IH% - indice de hidrofobicidade; ODa — densidade 6ptica inicial da suspenséo
celular (sem adicéo de diesel) e OD; — densidade Optica da suspenséao agitada (com adi¢éo
de diesel).

5.6.3 Indice de Emulsificacio (1E24%)

Para determinacdo da atividade emulsificante, adaptou-se a metodologia
descrita por Bal et al., (1995), em que a atividade emulsificante foi analisada pela
formacdo de emulsdo utilizando 2 mL de Oleo diesel ou querosene como fonte
hidrofébicas e 2 mL da suspensdo celular ou do meio de cultura livre de células. A mistura
foi agitada em vortex por 2 min e apds 24 h, o indice de emulsificacdo (IE24%) foi
calculado pela razdo entre a altura da fase emulsificada e a altura total, conforme
apresentado na Equacdo 02, sendo a altura da emulséo representada por Hep € a altura da

fase total por Hr.

1E,,(%) = HH—ET" x 100 (02)

5.6.4 Tensdo Superficial

A tensdo superficial (TS) foi medida pelo método do anel Du Nouy usando
um tensidmetro K6 Kriiss. Cada analise foi realizada com 20 mL de meio livre de células.
As medices das tensdes superficiais foram feitas a 25 °C e repetidas trés vezes para cada
amostra. Com os valores da tensdo superficial, determinou-se a redugdo da tenséo
superficial (RTS%) em relagdo a condicdo inicial do meio livre de células usando a
Equacdo 3, que considera a diferenga entre a tensdo superficial inicial (TSi), a tensédo

superficial final (TSy) do sistema e a razéo pela tensao absoluta inicial.

RTS (%) = ==L x 100 (03)
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Sendo RTS% = Reducdo da tensdo superficial; TSi = Tensdo superficial inicial do

sistema; TSt = Tensao superficial final do sistema.

5.6.5 Extragdo do Oleo Diesel e Anélise de Cromatografia Gasosa

Para a analise da degradacdo de hidrocarbonetos presente no 6leo diesel apos
168 horas de cultivo, os hidrocarbonetos residuais foram inicialmente extraidos com uma
solucéo de hexano 2:1 (hexano:meio), sob agitacdo em um agitador orbital a 200 rpm por
30 minutos. A seguir, a fase organica foi separada usando um funil de separagdo e a
umidade foi removida adicionando sulfato de sodio a 20% (m/v) e filtrando-se a mistura.
O solvente foi evaporado em um baldo de fundo redondo conectado a um evaporador
rotativo, sendo recuperado para extracfes futuras. O extrato residual de hidrocarbonetos
foi entdo transferido para vials e analisado por cromatografia gasosa.

As analises foram realizadas no cromatografo gasoso GC — TCD - FID
(Shimadzu, Japéo) equipado com autosampler de modelo AOC-20i e uma coluna SLB-
5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Nitrogénio (N2) foi utilizado como gas de arraste. A
temperatura de injecdo foi de 280 °C. A temperatura inicial da coluna foi ajustada em 40
°C. A taxa de degradacao do diesel foi calculada usando a Equagdo 04 que considera a
diferenca entre a area absoluta no tempo zero (Ai) e a area absoluta final (Ar) pela razao

entre area absoluta inicial

A

D (%) = 2222 x 100 (04)

A
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das formas de observar a degradacdo de um hidrocarboneto por uma
espécie microbiana € o acompanhamento do crescimento celular na fonte avaliada. No
contexto desta pesquisa, 0 crescimento da cepa A. venetianus AMO1502 foi
acompanhado nos experimentos de degradacdo do Oleo diesel, e os resultados estdo
apresentados na Figura 12. A afinidade da cepa por componentes hidrofébicos como n-
alcanos é um tema de grande interesse na literatura, sendo uma caracteristica essencial
para a biorremediacdo de compostos derivados do petréleo (METROPOLITANA et al.,
2017; MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019; P. CHAMANROCH et al., 2008).

Figura 12 — (A) Acompanhamento do crescimento celular e (B) curva logaritmica de
crescimento da bactéria A. venetianus AMO1502 utilizado o 6leo diesel como fonte de
carbono nas concentragdes de (m) 0,5%, (®) 1%, (A) 1,5% e (V) 2% (v/v) nos

bioprocessos conduzidos a 30 °C e 150 rpm.
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A cepa A. venetianus AMO1502 cresceu em meio mineral (MM) contendo
apenas 6leo diesel como fonte de carbono (Figura 12A), indicando que foi capaz de
degradar o 6leo diesel. A fase exponencial teve inicio as 24 horas, podendo ser observada
na Figura 12B, com um maior crescimento celular de 1,95x10° UFC/mL alcangado em
48 horas usando 0,5% (v/v) de 6leo diesel (Figura 12A). Apo6s este periodo, observou-se
uma diminuicdo no crescimento celular, provavelmente associada a toxicidade da fonte
de carbono ou a seu esgotamento, resultando na morte celular devido as condicdes
desfavoraveis ao crescimento.

Em outras concentracdes, como 1% (v/v) de bleo diesel, foi observado o
inicio da fase exponencial de crescimento em 24 horas (Figura 12B). No bioprocesso
usando 1% (v/v) o dleo diesel foi obtido em 72 h um crescimento celular de 1,23x10°
UFC/mL, sendo que em 96 horas foi observado o maior crescimento celular, atingindo
1,76x10° UFC/mL, seguido por uma reducgdo no crescimento celular apos esse periodo
(Figura 12A). Nos ensaios usando a concentragdo de 1,5% (v/v) de 6leo diesel, a bactéria
apresentou seu maior crescimento em 72 horas, atingindo 1,79x10° UFC/mL. Apds esse
periodo, é observada uma reducdo no crescimento celular devido ao acimulo de produtos
toxicos resultantes do metabolismo do 6leo diesel. O comportamento de crescimento

celular foi semelhante aos estudos da caracterizacdo de novas cepas degradadoras de 6leo
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diesel por Acinetobacter venetianus VE-C3 ao observar seu maior tamanho populacional
no terceiro dia, contabilizando 72 horas do bioprocesso (PEPI et al., 2003).

E importante destacar que o diesel utilizado neste estudo é o S-10 e sua
composic¢do é formada por cadeias de carbono de n-Cio a n-Co1. Porém, sabe-se que o
diesel disponivel nos postos de combustiveis possui um percentual de 12% (v/v) de
biodiesel no ano de 2023 segundo o Art. 2° da Resolugéo n° 3, de 20 de marco de 2023,
do CONSELHO NACIONAL DE POLITICA ENERGETICA - CNPE, influenciando sua
composic¢do devido a presenca de cadeias de &cidos graxos, onde podem ser encontradas
cadeias de carbono maiores que n-Cz4, € um teor maximo de enxofre de 10 mg/kg
(PYDIMALLA et al., 2023). Alguns microrganismos oxidam preferencialmente
hidrocarbonetos de cadeias curtas, tendo uma maior afinidade ou capacidade para
metabolizar e utilizar como fonte de carbono os hidrocarbonetos com menor nimero de
atomos de carbono na cadeia, embora existam algumas exce¢6es de microrganismos que
metabolizam preferencialmente alcanos de cadeia mais longa (C2o+) (FLOYD et al.,
2022).

Para Luckarift et al., (2011) ao avaliar a biodegradacéo de hidrocarbonetos
de cadeia média por Acinetobacter venetianus constatou a habilidade da estirpe em
utilizar hidrocarbonetos alifaticos de cadeia média como substrato de carbono evidencia
sua relevancia no contexto da biodegradacdo de compostos derivados de petréleo,
especialmente em relacdo a matrizes complexas como o petréleo cru.

Mara et al., (2012) constatou que dezessete cepas de Acinetobacter
apresentaram um desempenho de crescimento superior em relacdo aos n-alcanos de
cadeia longa (C20) em comparacdo as moléculas de C14 e C10. Notavelmente, varias cepas
de Acinetobacter ndo manifestaram utilizacdo dos n-alcanos com extensdo de Cio. Essa
observagdo ressalta a variabilidade no repertério metabolico entre as cepas,
possivelmente decorrente de adaptacdes evolutivas especificas a ambientes particulares.

Na concentracdo de 2% v/v de Oleo diesel, A. venetianus AMO1502
apresentou a menor taxa de crescimento celular, comparadas com as demais
concentragfes. O maior crescimento foi observado na fase exponencial (48 h), obtendo
1,95x10° UFC/mL, que pode ser explicado pelo fato da maior aderéncia do
microrganismo a essa fonte de carbono (Figura 13), com isso, dificultando o metabolismo
celular e a excrecdo de compostos que possam auxiliar na degradagdo dos compostos
presentes no oOleo diesel. Entdo, foi possivel comparar o crescimento celular da bactéria

ao seu indice de hidrofobicidade, apresentando seu maior nivel em 48 h no bioprocesso
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usando 2% (v/v) oleo diesel como demostrado na Figura 13. Apds este periodo, foi
observada uma diminuicdo na densidade celular, indicando que as células tiveram que
aumentar a degradacdao de hidrocarbonetos recalcitrantes provenientes do dleo diesel. Isso
evidencia a capacidade do género Acinetobacter venetianus de utilizar exclusivamente n-
alcanos como fonte de carbono e degradar hidrocarbonetos, conforme descrito na
literatura (DI CELLO et al., 1997; FONDI et al., 2013a; LI1U et al., 2022).

Portanto, foi observado comportamento diferente do crescimento celular da
cepa de A. venetianus AMO1502 nas concentragdes avaliadas (0,5%, 1%, 1,5% e 2%
(v/v)) de o6leo diesel. Essas variacBes no crescimento celular podem ser atribuidas a
mudanca no mecanismo de captacdo com aumento da concentracdo do substrato ou efeito

inibitorio em doses mais elevadas (GUPTA et al., 2020).

Figura 13 - indices de hidrofobicidade celular de A. venetianus AMO1502 nos
bioprocessos a 30 °C e 150 rpm utilizando diferentes concentragdes de 6leo diesel: (m)
0.5%, (@) 1%, (A) 1,5% e (V) 2% (v/v).
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O indice de hidrofobicidade em todas as concentracdes de dleo diesel
avaliadas foram altos, obtendo valores de 73,5 + 0,9%, 66,5 + 0,8% 57,3+ 3,7e 63+ 0,1
% em 168 h de processo utilizando 0,5%, 1%, 1,5% e 2% (v/v) de 6leo diesel,
respectivamente. Altos indices de hidrofobicidade também foram relatados por Mara et
al., (2012) para cinco cepas de A. venetianus (RAG-1T, VE-C3, SI-2, CUHK 7025 e T4,
MBIC 1332) usando 6leo diesel.
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Para Krasowska e Sigler, (2014), a hidrofobicidade da superficie celular
(CSH) é fundamental para a ligacdo ou desprendimento das superficies, com impactos
significativos na adesdo de microrganismos a superficies bioticas e abidticas. Essa
caracteristica tem implicacGes tanto positivas quanto negativas em diversos campos,
como na medicina, na industria de biorremediacdo e na fermentacdo. Microrganismos
hidrofobicos podem causar danos a superficies ao formar biofilmes; contudo, eles
também sdo capazes de se acumular facilmente em poluentes orgénicos e degrada-los
(ACHINAS; CHARALAMPOGIANNIS; EUVERINK, 2019; NISHAD FATHIMA,
RAGHAVA RAO; UNNI NAIR, 2014).

Desta forma a elevada hidrofobicidade da superficie celular desempenha um
papel crucial ao facilitar a aderéncia dos microrganismos as pequenas goticulas de
hidrocarbonetos, seja na superficie celular ou nas préprias células (KRASOWSKA,;
SIGLER, 2014). Essa caracteristica hidrofébica pode favorecer a migracdo dos
microrganismos do meio aquoso para a fase organica dos hidrocarbonetos. Uma vez nessa
fase, a acdo sinérgica de biossurfactantes e enzimas assume um papel fundamental ao
promover a decomposicdo eficiente dos residuos de hidrocarbonetos. No entanto,
também, altos niveis de hidrofobicidade pode dificultar a difusdo de compostos para o
meio de cultura que sdo importantes para o metabolismo celular (AL-AZZAM,;
ALAZZAM, 2022).

Em relagdo aos surfactantes, estes compostos ativam a biodegradacdo de
hidrocarbonetos de petréleo por meio de dois mecanismos distintos. Primeiramente, eles
podem solubilizar eficientemente os hidrocarbonetos, facilitando a separacéo do poluente
das particulas do solo e da &gua aumentando as oportunidades de contato entre
microrganismos (LING et al., 2023). Além disso, os surfactantes também podem
modificar a hidrofobicidade das superficies das células microbianas (LING et al., 2023).
Com base nos estudos conduzidas por e Mehdi e Giti, (2008), que estabeleceram uma
correlagéo entre a hidrofobicidade celular de diversas cepas bacterianas e sua habilidade
de producdo de biossurfactantes, emergiu a constatacdo de que bactérias caracterizadas
por uma maior hidrofobicidade celular exibiram uma capacidade ampliada na geragéo de
biossurfactantes, resultando em uma intensificacdo da eficicia degradagdo de petrdleo
bruto. Assim, nossos estudos mostraram que as concentragdes de 0,5% e 1% (v/v) de 6leo
diesel, que apresentaram os maiores valores de hidrofobicidade, também resultaram em
uma acentuada degradacao dos compostos presentes no 6leo diesel, conseguindo degradar

100% de todas as cadeias carbonicas.
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Para Liu et al. (2004), a elevada hidrofobicidade apresentada pelos
microrganismos frequentemente esta correlacionada a existéncia de estruturas fibrilares
na superficie celular, bem como a presenca de proteinas especificas na parede celular. As
fibrilas tém a capacidade de se fixar a superficie dos receptores. As proteinas encontradas
na parede celular desempenham um papel de dupla natureza. Em um dos cenarios, as
proteinas com regides hidrofobicas expostas estabelecem uma ligacdo direta com as
proteinas presentes na matriz extracelular. Em uma abordagem alternativa, a
hidrofobicidade evidenciada na superficie celular pode favorecer as ligag6es, tornando
mais eficientes e sustentando as interacdes especificas entre o receptor e o ligante (LIU
et al., 2004).

O comportamento hidrofébico das células A. venetianus AMO1502,
observado na Figura 13 é caracteristico de microrganismos do género Acinetobacter, que
formam uma cépsula polissacaridica em seu exterior que aumenta sua aderéncia a fontes
de carbono lipossoltveis, como o 6leo diesel. Esse comportamento ocorre durante a
producdo de bioemulsificantes poliméricos que fazem parte da rota metabdlica da célula,
permitindo a degradacéo de hidrocarbonetos (MERCALDI et al., 2008). A membrana
externa das células de Acinetobacter venetianus possui uma composi¢do Unica que
contribui para sua natureza hidrofébica. Com um arranjo complexo de lipidios, proteinas
e polissacarideos, a membrana externa atua como uma barreira contra a penetracdo de
agua e influencia a hidrofobicidade geral da superficie celular (ABBASNEZHAD;
GRAY; FOGHT, 2011). Esse fato indica que as células estdo aderindo ao 6leo diesel
como estratégia de metabolizacéo.

A importancia dos polissacarideos presentes na superficie celular transcende
em diversos aspectos fundamentais para a biologia celular, incluindo a colonizacao eficaz
de substratos, a aderéncia celular a superficies apropriadas e a mitigacdo dos efeitos
prejudiciais da dessecagdo (BARBE, 2004). As cépsulas polissacaridicas também
conhecidas como exopolissacarideos quando incorporado como constituinte do complexo
da parede celular podem conferir tanto estabilidade estrutural quanto mecanismos de
salvaguarda a celula bacteriana (KAUR; DEY, 2023). O exopolissacarideo de natureza
capsular emerge como o elemento proeminente que desempenha um papel essencial na
promoc¢do da adesdo bacteriana a superficies, muitas vezes culminando na geracdo
predominante de biofilmes (KAUR; DEY, 2023). Esses exopolissacarideos s&o
produzidos por certos microrganismos, como A. venetianus, e tém sido associados a altos

niveis de adesdo, como observado em nossos estudos, podendo ser caracteristicas
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distintivas da formacdo de biofilme. Ao descrever a adesdo bacteriana, simplesmente é
descrito um ou mais estagios de desenvolvimento do biofilme, negligenciando o fato de
que a populagdo pode ndo atingir a maturidade Garrett et al., (2008), sendo uma possivel
explicacdo para o menor crescimento celular nos bioprocessos conduzidos usando 2%
(v/v) de 6leo diesel, em que um maior indice de hidrofobicidade foi observado. Uma outra
hipdtese seria que a limitacdo da difusdo do 6leo diesel e do oxigénio dentro do biofilme
inibe o crescimento (SIVADON; GRIMAUD, 2018).

Para explicar melhor os resultados obtidos de crescimento celular e indice de
hidrofobicidade, monitorou-se a producdo de compostos tensoativos pelo indice de
emulsificacdo utilizando a suspenséo celular e 0 meio livre de células. Nos ensaios em
meio livre de células ndo houve formacdo de emulsdo com nenhuma das fontes
hidrofébicas avaliadas, 6leo diesel e querosene, provavelmente devido ao agente
emulsificante ndo ter sido excretado no meio, confirmando a hipétese reportada nas
explicacbes do crescimento celular e aderéncia das células ao 6leo diesel ou ter uma
concentracdo menor que a CMC. Porém, houve formacgdo de emulsdo nos ensaios
utilizando suspenséo celular usando as duas fontes hidrofobicas (6leo diesel e querosene,
Figuras 14A e 14B, respectivamente), devido a presenca de bioemulsificantes ou
biossurfactantes, que podem formar a interacdo entre moléculas hidrofilicas e lipofilicas,
indicando a producdo desses agentes por A. venetianus AMO1502 e que permaneceram
aderidos as células.
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Figura 14 - Atividade emulsificante (indice de emulsificacdo, IE24), utilizando (A) 6leo
diesel e (B) querosene como fonte hidrofébica, da suspenséo celular obtidas nos
bioensaios a 30 °C e 150 rpm utilizando diferentes concentragdes de 6leo diesel: (m)
0,5%, (®) 1%, (A) 1,5% e (V) 2% (v/v).
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Nos ensaios de formacdo de emulsdo usando o 6leo diesel como fonte
hidrofobica, hd um aumento significativo na atividade emulsificante (1E24%) durante as
primeiras horas do processo (até 48 h), analisando as suspensdes celulares obtidas nos

ensaios usando as concentragfes de 0,5%, 1,0 % e 2% (v/v) de 6leo diesel. No entanto,
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na formacéo de emulsé@o usando a suspenséo celular obtida na concentracao de 1,5% (v/v)
de dleo diesel, 0 1E24% continua em ascensado até o periodo de 144 h, no qual apresenta o
melhor 1E24%, apds esta hora apresenta uma diminuicdo gradativa (Figura 14A), com
comportamento semelhante para a suspensao celular usando 2% (v/v) de 6leo diesel. Estes
resultados podem ser explicados pela maior concentracdo de dleo diesel inibindo o
crescimento da bactéria A. venetianus AMO1502, sendo necessario um maior tempo para
0 consumo desta fonte e a producdo de metabdlitos como, por exemplo, biossurfactantes
ou bioemulsificantes.

Nos ensaios utilizando querosene como fonte hidrofébica (Figura 14B), o
IE24% apresentou uma redugdo gradual ao longo do tempo. A suspenséo celular obtida
no ensaio usando 1,5% (v/v) de 6leo diesel apresentou o melhor 1E24%, alcangando o pico
do 1E24% as 144 horas. Apds esse periodo, iniciou-se um processo de diminui¢do que
pode estar associada a liberacdo em baixas concentracdes das células produtoras de
biossurfactantes para o meio livre de células. Estes resultados indicam que a producdo de
compostos tensoativos por A. venetianus AMO1502 ocorreu predominantemente na fase
de crescimento exponencial, fase que obteve o maior crescimento celular (vide Figura
12B).

Os indices de emulsificacdo (IE24%) utilizando o6leo diesel foram superiores
aos El24% utilizando querosene como fonte hidrofébica. Os bioemulsificantes produzidos
por este género costumam ser mais eficientes na formacdo de emulsBes entre agua e
hidrocarbonetos complexos, apresentando dificuldade de interacdo com cadeias menores
(MUJUMDAR et al., 2019). Este fato pode explicar a diferenca, mesmo que pequena
(aproximadamente 10%), entre o IE2s obtido com o 6leo diesel (C10-C21) € com o
querosene (C12-C16). Este comportamento é semelhante ao relatado por Su et al. (2009)
ao estudar cepas de Acinetobacter, um outro estudo realizado por PORTAL
D’ALMEIDA et al., (2023) relatou a producéo de um bioemulsificante pela cepa A.
venetianus AMO1502, utilizando glicose como fonte de carbono.

Também, acompanhou-se a tenséo superficial do meio livre de células
durante os bioprocessos e os resultados estdo apresentados na Figura 15. As redugdes da
tenséo superficial foram de 60,6 + 1% %, 55,3 £ 0,7%, 65,9 + 2% e 50,4 £ 2%, dos meios
de células livres proveniente dos processos usando 0,5%, 1%, 1,5% e 2% (v/v) de Gleo
diesel, respectivamente, no tempo de O horas a 168 horas. Esses resultados indicam a

formacéo de compostos ativos de superficie para o meio de cultura, mas com baixissima
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acao emulsificante, ja que nao foi possivel formar emulsdes usando o meio livre de células

em nenhuma das fontes hidrofobicas avaliadas (6leo diesel e querosene).

Figura 15 — Perfil da tensdo superficial do meio livre de células obtido do cultivo de A.
venetianus AMO1502 a 30 °C e 150 rpm utilizando diferentes concentracGes de 6leo
diesel: (m) 0.5%, (®) 1%, (A) 1,5% e (V) 2% (V/v).
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A monitorizacdo da tensdo superficial pode servir como um indicador valioso para
avaliar a producdo de biossurfactantes e otimizar os processos de cultivo microbiano
visando a aplicagdo industrial e ambiental (GIRO et al., 2009; SANTOS, 2013). Uma
tensdo superficial (TS) inferior a 40 mN/m costuma ser considerada um indicativo da
sintese de biossurfactantes em um ambiente de cultivo microbiano Zhou et al., (2020),
isso foi possivel constatar nos resultados.

A diminuicao da tenséo superficial por parte dos biossurfactantes promove a
facilitacdo da interagcdo entre microrganismos, como 0 Acinetobacter, e o ambiente
circundante, bem como 0 acesso aos nutrientes essenciais para sua sobrevivéncia e
crescimento. Esse processo é possivel devido a capacidade intrinseca dos biossurfactantes
de alterar as propriedades fisico-quimicas das interfaces entre diferentes fases. Para
Mujumdar; Joshi; Karve, (2019) a caracteristica preeminente inerente ao biossurfactante
reside na sua habilidade de diminuir a tensdo superficial. Uma cepa de Acinetobacter

também foi testada por estes autores, apresentando reducdo semelhantes reportado no
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presente estudo, obtendo uma tenséo superficial de 35 mN/m e 45 mN/m utilizando
hexadecano e glicose como fonte de carbono (MUJUMDAR; JOSHI; KARVE, 2019).

Em outros estudos realizados por uma linhagem de 2SA do género de
Acinetobacter cultivada em meio Bushnell-Hass (BH), ao qual foi adicional 1% (v/v) de
oleo diesel como uma Unica fonte de carbono e energia, foi observado ap6s um periodo
de 7 dias, uma tensdo superficial de 33 mN/m do meio de cultura (DIALLO et al., 2021).
Os dados de referéncia corroboram com os resultados obtidos neste estudo.

Como os maiores indices de emulsificacdo foram alcancados usando a
suspensdo celular obtida no ensaio usando 1,5% (v/v) de dleo diesel, investigou-se a
influéncia do pH na condicdo cultivo por acdo na formacdo de emulsdo. O indice de
emulsificacdo usando as fontes hidrofobicas Oleo diesel e querosene podem ser
observados nas Figuras 16A e 16B, respectivamente.

Os resultados indicaram que Acinetobacter venetianus AMO1502 apresentou
melhor desempenho de crescimento em pHs 6, 7 e 8. No ensaio usando a suspensao
celular obtida com 4 horas no ensaio a pH 6, foram obtidos 0s maiores indices de
emulsificacdo, 71% e 68% utilizando 6leo diesel e querosene como fonte hidrofébica,
respectivamente. No bioprocesso conduzido a pH 7, os maiores indices de emulsificacao
foram de 70% e 72% em 72 horas utilizando 6leo diesel e querosene como fonte
hidrofobica, respectivamente. J& em pH 8 os maiores indices de emulsdo foram
observados em 72 horas com 61% e 43% utilizando Oleo diesel e querosene,
respectivamente. Os menores indices foram obtidos usando a suspensdo celular do
bioprocesso a pH 5,0, demonstrando um baixo crescimento celular da cepa avaliada em
pH é&cidos. Este resultado pode ser explicado pela acdo enzimatica, em que a
biodegradacdo de hidrocarbonetos, tanto alifaticos quanto aromaticos, ocorrem pela agdo
de enzimas que atual em pHs mais neutros a alcalinos e estas enzimas dependem das
condicBes de oxigénio presente no meio. Em condicGes aerdbicas, enzimas oxigenases
introduzem atomos de oxigénio nos hidrocarbonetos (as mono-oxigenases adicionam um
atomo de oxigénio a um substrato, enquanto as dioxigenases adicionam dois).

Os resultados obtidos neste estudo s&o consistentes com os resultados
reportados por outros autores, cujas pesquisas demonstraram que as cepas do género
Acinetobacter apresentam condicGes favoraveis de crescimento em pH neutro a alcalino
(BAO et al., 2014; NTSHINGILA; JIMOH; LIN, 2022; PORTAL D’ALMEIDA et al.,
2023).
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Figura 16 —indices de Emulsificagbes (1E24) mensurados usando as suspensdes
celulares obtidas nos bioprocessos a 30 °C e 150 rpm, utilizando 1,5% (v/v) de 6leo
diesel a diferentes pH (5 (m), 6 (m), 7 (m) e 8 (m)) e usando as fontes hidrofobicas (A)
6leo diesel e (B) querosene.
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As emulsoes resultantes da suspenséo celular com uma concentragéo de 1,5%
(v/v) de o6leo diesel séo apresentadas na Figura 17 e sdo acompanhadas ao longo da
variacdo do pH. Inicialmente, na Figura 17A, é ilustrada a formacao de emulsdes em pH
6 apds 48 horas, utilizando 6leo diesel e querosene. E possivel observar as fases das
emulsdes e a fase em que ambas as fontes hidrofobicas foram utilizadas, podendo ser

encontradas tanto na parte superior quanto, em algumas situacGes, na inferior.
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Aparentemente, nessas condi¢des de pH, as emulsdes estdo estaveis, porem, em algumas
regides, € perceptivel a dispersdo de goticulas da emulsdo na area onde o 6leo diesel e 0
querosene estdo presentes. Na Figura 17B, é perceptivel a formacdo de emuls6es em pH
7 apds 72 horas, onde se destaca uma maior estabilidade em comparagdo com o pH 6. As
fases estdo mais claramente divididas e ndo ha turbidez nas regides onde as fontes
hidrofobicas foram utilizadas, resultando em uma aparéncia mais homogénea e um
aspecto geral mais favoravel do que nas condic¢des de pH anteriores. Além disso, observa-
se um aumento na eficiéncia de emulsificagcdo (IE24%) nessa condig¢do. Na Figura 17C,
sdo apresentadas as emulsdes formadas em pH 8 apds 72 horas, onde se observa 0s
menores valores de 1E24%. Nessa condicdo, é evidente uma faixa de emulsdes reduzida e

uma dispersdo significativa nas areas onde o 6leo diesel e 0 querosene estdo presentes.

Figura 17 — Imagens das emuls6es formuladas com a suspenséo celular obtida a (A) pH
6 em 48 horas; a (B) pH 7 em 72 horas e (C) pH 8 em 72 horas, utilizando 6leo diesel

(D) e querosene (Q) como fonte hidrofdbica.
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O oleo diesel foi analisado, revelando em sua estrutura uma variedade de
cadeias carbonicas que se estendem do Cs-C22. Notavelmente, observou-se uma maior

concentracdo de hidrocarbonetos em cadeias entre C19-Co2, conforme documentado no
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Apéndice A. Em seguida, foi analisada a degradacdo do 6leo diesel em concentracGes de
0,5%, 1%, 1,5% e 2% (v/v). Na analise das areas dos compostos identificados nos
cromatogramas obtidos revelaram que em todos os ensaios ocorreu degradacao do 6leo
diesel (nas concentragdes avaliadas neste estudo) pela bactéria A. venetianus AMO1502
(Figura 18).

Figura 18 - Porcentagem de degradacdo dos compostos presentes no 6leo
diesel apds 168 horas do processo de biodegradacdo por Acinetobacter venetianus
AMO1502 conduzidos a 30 °C e 150 rpm com diferentes concentracfes deste derivado
do petréleo. (A) 0,5%, (B) 1%, (C) 1,5%, (D) 2% (v/v) de 6leo diesel.
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A cepa de Acinetobacter venetianus AMO1502 demonstrou uma notavel
capacidade de degradar hidrocarbonetos, podendo ser observada uma degradacdo de
100% dos compostos presentes no 6leo diesel nas concentracGes avaliadas de 0,5% e 1%
(v/v) de Oleo diesel ap6s 168 horas, conforme apresentado nas Figuras 18 (A) e (B),
respectivamente. Além disso, outros estudos também demonstraram a capacidade de
outras cepa de Acinetobacter degradar 6leo diesel (CHEN et al., 2016; HO et al., 2020;
LEE; WOO; TEN, 2012).

Ja nos processos conduzidos usando 1,5% (v/v) de éleo diesel, observou-se
uma degradacdo mais acentuada nos compostos com cadeias carbdnicas entre C17-Cas,
C19-Co0 & C23-Co4, alcangando uma degradacéo de 56% + 12, 62% + 1 e 59% + 11
respectivamente (Figura 18C). Para a concentracdo de 2% (v/v) de 6leo diesel (Figura
18D), foi possivel verificar uma degradacdo de 100% nas cadeias de C11-Ci12, nas cadeias
de C16-C17 foi possivel observar uma degradacdo acentuada de 52% =+ 11, j& nas cadeias
de C23-Co4 foi constatado uma degradacéo de 54% + 16.

Ap0s as analises, constatou-se uma maior porcentagem de biodegradacdo do
6leo diesel nas concentracfes de 0,5% e 1% (v/v) em comparagdo com as concentragdes
de 1,5% e 2% (v/v). Isso pode ocorrer porque, em concentragdes iniciais mais altas, o
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oleo diesel pode cobrir a superficie da agua, impedindo a dissolucéo do oxigénio no meio
liquido e inibindo o crescimento celular, podendo ser visto sua inibicdo na analise de
crescimento celular e na sua baixa producdo de bioemulsificante realizada com a
concentracdo 2% (v/v) de 6leo diesel. Sabe-se que as condi¢des aerdbicas sdo essenciais
para a degradacdo de hidrocarbonetos petroliferos no ambiente, pois as principais vias de
degradacdo de compostos saturados e aromaticos envolvem oxigenasses e 0Xxigénio
molecular (LEE; WOO; TEN, 2012; LUO et al., 2013).

Em nossos estudos, o 6leo diesel que utilizamos, e que sofreu degradacdo, é
composto por n-alcanos e sua degradacdo por bactérias aerébicas como Acinetobacter
venetianus foi descrita por WENTZEL et al., (2007), no qual as proteinas do tipo AlkB
atuam em conjunto com duas moléculas de transferéncia de elétrons, uma rubredoxina de
ferro dinuclear e uma rubredoxina redutase de ferro mononuclear, direcionando elétrons
do NADH para o centro ativo do alcano hidroxilase (AlkM). Apds a oxidacdo inicial do
n-alcano, o alcool correspondente é entdo oxidado pelas enzimas alcool desidrogenase e
aldeido desidrogenase para formar o aldeido e o &cido carboxilico correspondente,
respectivamente. O &cido carboxilico entdo atua como substrato para a acil-CoA sintetase,
e 0 acil-CoA produzido entra na via da B-oxidag&o.

Na literatura, ha estudos que exploram a via metabdlica do género
Acinetobacter venetianus, evidenciando seu consideravel potencial na degradacdo de
hidrocarbonetos, como 6leo diesel, com cadeias de Ci1o-Ca2, através de enzimas da familia
AIkB (CHEN et al., 2016; FONDI et al., 2013; FRANCIS PRASHANTH et al., 2021;
KOTHARI etal., 2016; LIU et al., 2021). Este género é comumente encontrado em varios
ambientes contaminados por hidrocarbonetos, como solos, sedimentos de manguezais,
sedimentos marinhos nas antérticas e ambientes intocados, evidenciando seu potencial
para a biodegradacéo de alcanos JUNG; PARK, (2015), sendo importante ressaltar que a
cepa avaliada neste estudo foi isolada do derramamento de petréleo que ocorreu na Costa
Brasileira em 2019 que continha hidrocarboneto aromatico policiclico (PAHS) de baixo
peso molecular, particularmente naftalenos (parentais e alquilados), fenantreno, pireno,
fluoranteno) e altas concentragGes de hidrocarbonetos de cadeia média e longa (IBAMA,
2020; MAGALHAES et al., 2022; NOBRE et al., 2022).
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7 CONCLUSAO

O microrganismo Acinetobacter venetianus AMO1502, isolado de um
derramamento de 6leo na costa brasileira, demonstrou ser capaz de degradar totalmente
0 Oleo diesel nas concentracdes 0,5%, 1% (v/v) e parcialmente nas concentracdes 1,5% e
2% (v/v), com uma alta adesdo das células a esta fonte. Durante este processo, a bactéria
produziu um agente emulsificante aderido as células e excretou para o meio de cultivo
um agente surfactante capaz de reduz a tenséo superficial do meio em até 47,9%. O agente
emulsificante foi mais eficiente usando 6leo diesel como fonte hidrofdbica, por apresentar
compostos com cadeia maior que a outra fonte avaliada, querosene.

Os resultados obtidos ressaltam o potencial aplicativo da cepa isolada em
processos de biorremediacdo e degradacdo do 6leo diesel, visando mitigar os riscos e
consequéncias causadas por derramamentos deste derivado do petroleo, caracterizado,

também, por um processo menos agressivo e mais sustentavel.
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