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Atividades de refinarias e acidentes com vazamentos de petroleo e derivados
liberam no ambiente hidrocarbonetos altamente toxicos que representam um
grande perigo, especialmente, para as comunidades proximas ao local
contaminado. Planejamento Composto Central - associado a Metodologia de
Superficie de Resposta — foi realizado para otimizar a biodegradagdo de
querosene por Candida. lipolytica UCP 0988 em agua do mar hipersalina e
extremamente alcalina. A agua do mar foi coletada em praia préxima ao Porto
de Suape, Pernambuco, Brasil. Querosene iluminante foi usado como unica
fonte de carbono, nos ensaios de biodegradagéo, realizados durante 15 dias, a
temperatura de 28°C, em frascos agitados a 200 rpm. Concentragdo massica,
tensao superficial, pH e salinidade foram usados como indicadores indiretos de
biodegradacdo. A levedura C. lipolytica UCP 0988 mostrou ser capaz de
crescer em agua do mar usando querosene como unica fonte de carbono em
condi¢cdes extremas de estresse salino e alcalino. Modelos preditivos para as
variaveis respostas tensdo superficial, pH e salinidade em fungdo das
concentracdes de sulfato de aménio e fosfato monobasico de potassio foram
obtidos por analise de regressao. Analise de variancia foi usada para avaliar as
significancias e precisdes dos modelos. Coeficientes de determinagao iguais a
91, 98 e 80% foram obtidos para os modelos da tenséo superficial, pH e
salinidade, respectivamente. As probabilidades dos resultados serem aleatérios
(valores p) foram inferiores a 0,05 para tensao superficial e paraopH e a 0,10
para a salinidade. Os desvios relativos entre os resultados experimentais e as
previsbes dos modelos foram inferiores a 2,2% para tensédo superficial e
salinidade e inferior a 6% para o pH. Os resultados obtidos indicam que a
levedura C.lipolytica UCP 0988 ¢ halo-alcali-tolerante e que ela e seus
bioprodutos (biossurfactantes /bioemulsificantes) podem ser uteis para
pesquisas teodricas e experimentais sobre mecanismos de multipla tolerancia e
biorremediacao de petroleo e derivados, como o querosene, em agua do mar.

Palavras-Chave: Metodologia de Superficie de Resposta, Biodegradagao,

Querosene, Candida lipolytica, Biossurfactante.
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ABSTRACT

Activities of oil refineries and accidental spills with oil and derivatives release in
the environment highly toxic hydrocarbons, that represent a great danger,
especially for communities near of the contaminated site. Central Composite
Design - associated with the Response Surface Methodology- was carried out
to optimize the degradation of kerosene by Candida lipolytica UCP 0988 in
hypersaline and highly alkaline seawater The seawater was collected in beach
near the Porto de Suape, Pernambuco, Brazil . llluminating kerosene was used
as sole carbon source in biodegradation assays, conducted for 15 days, at
28°C, in shake flasks at 200 rpm. Mass concentration, surface tension, pH and
salinity were used as indirect indicators of biodegradation of kerosene. The
yeast C. lipolytica UCP 0988 showed ability to grow in sea water using
kerosene as the sole carbon source under extreme alkaline and saline stress.
Predictive models for response variables surface tension, pH and salinity as a
function of the ammonium sulfate and potassium phosphate monobasic
concentrations were obtained by regression analysis. Analysis of variance was
used to evaluate the significance and precision of the models. Determination
coefficients respectively equal to 91, 98 and 80% were obtained for the models
of surface tension, pH and salinity. The p values were less than 0.05 for surface
tension and pH and less than 0.10 for salinity. The relative deviations between
the experimental results and the model predictions were less than 2.2% for
surface tension and salinity and less than 6% for pH. The results indicate that
the haloalkalitolerant yeast C.lipolytca UCP 0988 and its bioproducts
(buiosurfactants /bioemulsifiers) may be useful for theoretical and experimental
researches on multiple tolerance mechanisms and bioremediation of oil and oil

products, such as kerosene, in seawater

Keywords: Response Surface Methodology, Biodegradation, Kerosene,

Candida lipolytica, biosurfactant
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1.1 Introducgao

As atividades petroliferas sdo responsaveis por grande parte da economia
mundial e trazem desenvolvimento local. Em contraste com esse
desenvolvimento, vazamentos e derramamentos acidentais ocorrem regularmente
durante a exploracéo, producao, refino, transporte e armazenamento de petrdleo e
derivados (DAS; CHANDRAN, 2011).

O meio ambiente marinho atingido por um acidente de derramamento de
petréleo pode levar de alguns dias a décadas para se recuperar (LIMA, 2003). Os
processos de biodegradacdo do petroleo e seus derivados sdo baseados na
capacidade de populacdes microbianas em modificar ou decompor determinados

poluentes, através de processos metabdlicos (MENEGHETTI, 2007).

Muitos micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos (bactérias,
leveduras, fungos filamentosos e algas) tém sido identificados e descritos na
literatura (BINAZADEH et al., 2009). A levedura ascomiceta Yarrowia lipolytica
(originalmente classificada como Candida lipolytica) € uma das espécies nao
convencionais mais estudadas (BARTH; GAILLARDIN, 1997) e tem sido usada
com sucesso em diversas aplicagdes biotecnologicas, inclusive em biodegradacéao

de hidrocarbonetos em agua do mar.

Na literatura ndo existem muitos trabalhos sobre biodegradacdo de
hidrocarbonetos de petroleo e producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes
por leveduras, em condi¢gbes extremas de pH e salinidade. Na ultima década,
pesquisas sobre producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes e
biodegradacdo de dleo diesel e querosene em agua do mar, em condigdes
ambientais normais e extremamente adversas vem sendo desenvolvidos no
Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de
Pernambuco (VANCE-HARROP et al., 2002; VANCE-HARROP,
2003;ALBUQUERQUE, 2006, ALBUQUERQUE, et al. 2006, ALBUQUERQUE, et
al. 2008; SOUZA, 2009; SILVA, 2011; HENRIQUES, 2012; SOUZA, et al., 2012).



Os referidos trabalhos tem ratificado a capacidade de adaptacdo da levedura
Candida lipolytica UCP 0988 em condi¢bes extremas de toxicidade, pH e
salinidade. A levedura C.lipolytica UCP 0988 tem mostrado potencial para
degradar oleos vegetais, Oleo diesel e querosene em agua do mar natural ou
hipersalina em condigbes extremas de pH (alcalinidade ou acidez extrema). Estas
caracteristicas revelam o comportamento halo-alcali-tolerante desta levedura nao
convencional, tornando-a, junto com seus bioprodutos, importantes para
pesquisas teodricas e aplicadas sobre mecanismos de multipla tolerancia de
extremaofilos e para o desenvolvimento de tecnologias de biorremediagao de areas

impactadas com derramamentos de petrdleo e derivados.

Em programas de pesquisa com biorremediacdo ex-situ, € possivel
monitorar e aumentar significativamente a degradagdo microbiana de petroleo
bruto e seus produtos refinados otimizando condi¢des tais como pH, temperatura,
nutrientes, presenga de metais e substancias toxicas, taxas de transferéncia de
oxigénio e numero e estado fisiolégico de micro-organismos degradadores de
Oleo, entre outros (KUMAR et al., 2011).

O uso de Metodologia de Superficie de Resposta - MSR (FISHER, 1935,
MONTEGOMERY, 2008) para otimizagdo de processos € uma abordagem que
vem sendo usada com sucesso, em diversas areas, por permitir: planejamento e
reducédo do numero de experimentos (reduzindo consequentemente tempo, custos
e problemas). desenvolvimento de modelos e avaliagao de efeitos de variaveis
independentes ou fatores e pesquisa de condicdes Otimas para as variaveis
respostas de interesse. Nos ultimos anos, a MSR vem sendo crescentemente
aplicada em otimizagdo de componentes nutrientes de meios para degradagao de
petroleo e derivados (HUANG et al., 2008; MOHAJERI et al., 2010, AGARRY et
al., 2010; SU et al., 2011, AGARRY et al., 2012). Portanto, no presente trabalho a
MSR foi adotada para investigar as concentragcdes 6timas de sulfato de aménio e
fosfato monobasico de potassio em processos de biodegradagao de querosene e
de producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes por Candida lipolytica UCP

0988 em agua do mar hipersalina e extremamente alcalina.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Otimizacdo de biodegradacdo de querosene e de produgédo de
biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988 em &agua do hipersalina e

extremamente alcalina

1.2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver modelos polinomiais de segunda ordem para a tenséao
superficial, o pH, a salinidade e a concentracdo massica total em fungcao
das concentracdes de sulfato de aménio e fosfato monobasico de potassio -
com apoio de planejamento composto central rotacional associado a

metodologia de superficie de resposta

¢ Identificar as concentracdes de sulfato de aménio e fosfato monobasico de
potassio que otimizam a tensdo superficial, o pH e a salinidade nos

bioprocessos investigados

e Analisar os perfis cinéticos da tensao superficial, do pH, da salinidade e da

concentragdao massica total, durante um periodo de 15 dias



1.3 Revisao da literatura

1.3.1 Petréleo

O petroleo é originado a partir de matéria organica resultante de restos de
animais depositados nos sedimentos, que ao longo do tempo passaram por
reagoes quimicas, bacterioldgicas, pressao das camadas sobrepostas e calor. Os
dados geoldgicos da matéria organica das bacias sedimentares e caracterizagao
das rochas formadoras sdo analisados quanto a presenca do petréleo. A partir das
analises do local, o ponto é escolhido e é feita a perfuracdo e a extragao
(GONZALES, 2012; LIMA, 2003).

Este recurso nao-renovavel € a principal fonte energética mundial e é,
também, insumo basico para a producdo de diversos produtos derivados do
petroleo. Alguns estudos apontam um aumento de 24% na produgdo e no
consumo de petroleo, assim como um aumento de 25% na demanda de
combustiveis liquidos, entre 2010 e 2035, sugerindo a continuidade da

dependéncia deste recurso nos proximos anos (COSTA, 2012).

ApoOs extracdo, para que o petréleo tenha seu potencial energético
inteiramente aproveitado € necessario que seja desmembrado nos denominados
cortes ou fragbes através de coluna de destilagao. Neste processo, o petréleo cru
é transformado obtendo-se desta forma a maior quantidade possivel de produtos
com alto valor agregado com redugcdo daqueles de menor valor comercial
(BUENO, 2003). Posteriormente, o 6leo cru é convertido em produtos mais
refinados, como o gas liquefeito de petréleo, gasolina, querosene iluminante,
querosene de aviagao, Oleo diesel, 6leos combustiveis, 6leos lubrificantes e

matérias-primas para a industria petroquimica (HAMZA, 2012).

Sua composicdo é descrita em termos de propor¢dao de hidrocarbonetos

saturados, aromaticos e ndo-hidrocarbonetos. Os hidrocarbonetos saturados sao



constituidos por carbono (C) e hidrogénio (H) unidos por ligacdo simples e séo
classificados como alcanos (parafinas normais ou n-alcanos), isoalcanos
(isoparafinas ou alcanos ramificados) e os cicloalcanos (alcanos ciclicos ou
naftenos). Os hidrocarbonetos aromaticos sé&o constituidos por anel benzénico. O
composto aromatico mais frequente € o tolueno, seguido do xileno e do benzeno.
Naftalenos e fenantrenos também podem estar presentes na mistura (D’EL-REY,
2012).

1.3.2 Querosene

Dentre os destilados médios do petroleo se destacam: querosene
iluminante, querosene de aviagao, 6leo diesel e 6leo combustivel, os quais contém
parafinas, cicloparafinas, aromaticos e oleofinas com cadeias de
aproximadamente 9 a 20 de atomos de carbono. As parafinas de cadeia normal,
com numero de atomos de carbono variando entre 11 e 12, s&o os constituintes

em maior proporgao no querosene (GOMES, 2004).

O querosene, um dos produtos derivados do petréleo, € um liquido, incolor,
inflamavel, formado por uma mistura de hidrocarbonetos alifaticos, nafténicos e
aromaticos, com faixa de destilagdo compreendida entre 190 e 290°C e com
cadeias com numero de atomos de carbono variando predominantemente entre 9
e 16 (AKPOVETA; EGHAREVBA; MEDJOR, 2011; Von MUHLEN et al., 2006).

Os principais componentes presentes no querosene sdo alcanos e
cicloalcanos (68,6%); benzeno e benzeno substituido (13,7%) e naftaleno e
naftaleno substituido (KALME et al., 2008). De acordo com suas propriedades, o
querosene esta classificado como Tipo Il, juntamente com produtos semelhantes
ao diesel e a produtos brutos leves, por possuirem as seguintes caracteristicas:
moderadamente volatil; evaporagéao das fragdes leves, peso especifico de 0,80 -
0,85; toxicidade aguda moderada a elevada para a biota; toxicidade especifica do

produto diretamente relacionada com o tipo e concentracdo dos compostos



aromaticos na fragdo soluvel na agua (KOLESNIKOVAS; OLIVEIRA; DUARTE,
2009).

Em decorréncia de suas caracteristicas pode apresentar muitos efeitos
toxicos sobre plantas, animais e seres humanos (SONG; BARTHA, 1990).
Segundo a Ficha de Informacdo de Seguranca de Produto Quimico (FISPQ, 2011)
da Petrobras os principais componentes do querosene iluminante nido devem

ultrapassar os limites de concentragao estabelecidos na Tabela 1.

Tabela 1- Composi¢ao Quimica do Querosene lluminante

Componentes Concentragao (%)
Benzeno Max. 0,10 (%vol.)
Hidrocarbonetos parafinicos Min. 70%
Hidrocarbonetos aromaticos Max. 20%
Hidrocarbonetos olefinicos Max. 5%

Fonte: FISPQ, 2011 (modificado).

1.3.3 Poluicao por hidrocarbonetos do petréleo em ambiente

marinho

No Brasil, a perspectiva de exploragao de petrdleo € de cerca de 50 bilhdes
de barris de 6leo na area do pré-sal. Com isso ha uma tendéncia de aumento dos

acidentes envolvendo derramamento de oOleo. Estes eventos provocam grandes



perdas nos servicos prestados pelos ecossistemas, desvalorizando os recursos

naturais e causando danos ao meio ambiente marinho e costeiro (COSTA, 2012).

Dentre as principais fontes de contaminacdo com petrdleo no mar
destacam-se: exsudacdo natural, extracdo, transporte e consumo de petréleo
(NAS, 2003). A exsudacgado natural é a principal fonte de petrdleo para o mar
(46%), seguida das atividades relacionadas ao consumo (37%), ao transporte
(12%) e a extracéo (3%). A contribuicdo proveniente de incidentes de plataformas
(860 t/ano) é de apenas 0,07% do total global (PEDROSA, 2012).

O meio ambiente marinho atingido por um acidente de derramamento de
petroleo pode levar de alguns dias a décadas para se recuperar (LIMA, 2003). A
intensa manipulagdo e o transporte de substancias quimicas em regides
portuarias, industrias, terminais de armazenamentos, dutos, postos de
combustiveis e ao longo das rodovias e ferrovias constituem atividades de risco e

podem gerar diversos acidentes ambientais (POFFO, 2005).

Além dos acidentes, as atividades rotineiras geram uma grande quantidade
de efluentes industriais contendo hidrocarbonetos de petrdleo altamente téxicos e
representam um grande perigo, especialmente para as comunidades proximas a
refinarias (HAMZA, 2012). O efluente liquido de refinarias de petroleo contém:
Oleos separados, emulsificados ou dissolvidos; produtos quimicos, inclusive
acidos, alcalis, sulfetos, amonia e fendis; e também sdélidos em suspensdo. A
toxicidade dos sais presentes nos efluentes de refinarias para os organismos
aquaticos pode variar de baixa, como no caso dos cloretos, até alta, no caso dos
cianetos (POMBO, 2011).

Os hidrocarbonetos aromaticos, usualmente presentes em menor
quantidade, sdo encontrados em todos os tipos de petroleo, apresentam uma
maior toxicidade e uma biodegradacgao lenta e estdo associados a efeitos cronicos
e carcinogénicos. Sao classificados em: hidrocarbonetos monoaromaticos, como
benzeno, tolueno, etilbenzeno, e os isdmeros do xileno (comumente denominados
de BTEX); os policiclicos, com dois ou mais anéis aromaticos, denominados

hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Naftalenos aromaticos apresentam



estruturas ciclicas saturadas e aromaticas ao mesmo tempo (KOLESNIKOVAS;
OLIVEIRA; DUARTE, 2009).

Fragbes de hidrocarbonetos alifaticos, de pequenas e longas cadeias,
resultantes da quebra de petréleo bruto incorporado a agua do mar artificial,
podem ser facilmente biodegradadas por micro-organismos, e € uma das
alternativas usadas na biorremediacdo da poluicdo do o6leo em ambientes
marinhos (HYDAYAT; TACHIBANA, 2012). Hidrocarbonetos presentes no efluente
apresentam caracteristicas parafinicas, o que confere biodegrabilidade e, portanto
menor impacto ao meio ambiente, exceto o fitano e o pristano que sdo mais
resistentes a degradagédo (RAMALHO, 2008).

Para evitar ou minimizar os impactos causados por possiveis vazamentos,
€ necessario a implantacdo de medidas de prevencdo e controle, através
principalmente da adogcdo de convencdes ou pela criacdo de planos de
contingéncia. O planejamento é fundamental para que as operagbes que visam
controlar uma emergéncia obtenham éxito. Na sua elaboragao € possivel definir os
meétodos de atuagao, reduzindo o numero de decisbes a serem tomadas em um

ambiente tenso de gerenciamento de crises (PEDROSA, 2012).

No Brasil séo legalmente previstos trés tipos de planos para o combate as
poluicdes causadas por langcamento de Oleo em aguas brasileiras, que se
complementam quanto ao tipo de acidente ocorrido. O Plano de Emergéncia
Individual (PEI) que é obrigatério para cada instalagao e é exigido e aprovado no
ambito Licenciamento Ambiental do empreendimento, o Plano de Area (PA)
constituido por diversos planos de emergéncia individuais, aprovado pelo érgao de
licenciamento ambiental, e o Plano Nacional de Contingéncia (PNC) adotado em
acidentes de maiores proporg¢des, nos quais a ac¢ao individualizada dos agentes

nao se mostram suficientes para a solugao do problema.

O PNC para incidentes de poluicao por 6leo em aguas, decreto N° 8.127,
de 22 de outubro de 2013, fixa as responsabilidades, estabelece estrutura
organizacional e define diretrizes, procedimentos e acbes, com o objetivo de

permitir as atuagdes coordenadas de 6rgados da administragao publica e entidades
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publicas e privadas para ampliar a capacidade de resposta em incidentes de
poluigédo por 6leo que possam afetar as aguas sob jurisdicdo nacional, e minimizar

danos ambientais e evitar prejuizos para a saude publica (BRASIL, 2013).

1.3.4 Remocao de hidrocarbonetos do petréleo em ambiente

marinho

Para reducao dos danos causados por derramamento de oleos, diversos
meétodos de remediagao utilizados internacionalmente podem ser aplicados. Para
isso varias técnicas sao avaliadas e a op¢ao pelo método a ser aplicado vincula-se
fortemente ao tipo de ecossistema atingido (CANTAGALLO; MILANELLI; DIAS-
BRITO, 2007).

Entre as opgdes de técnicas de limpeza utilizadas frequentemente em
zonas costeiras, destacam-se: limpeza natural, remo¢ao manual, uso de materiais
absorventes, bombeamento a vacuo, “skimmers” (equipamento desenvolvido para
remover o 6leo da superficie da agua, utilizando discos giratoérios e cordas
absorventes) jateamento com agua a diferentes pressdes, jateamento com areia,
corte de vegetacdo, queima in situ, trincheiras, remocdo de sedimentos,
biorremediacdo e produtos dispersantes (CANTAGALLO; MILANELLI; DIAS-
BRITO, 2007).

Muitos processos importantes influenciam o destino de hidrocarbonetos no
meio ambiente. Entre estes estdo adsorgdo, volatilizagdo, transformacgdes
abidticas (quimica ou fotoquimica) e a biotransformacao (KORDA, et al.,1997).
Adsorcao e volatilizagdo ndo destroem os contaminantes, mas, em vez disso,
acumulam ou os transportam para outros locais. Transformacdes quimicas
abidticas envolvendo contaminantes organicos sao geralmente lentas, enquanto
que as reacgbes fotoquimicas sao insuficientes na maioria dos ambientes
(SANTOS, et al., 2011).
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Pesquisas baseadas na transformacdo de materiais poliméricos para a
absorcao de petréleo derramado na agua do mar, a partir do desenvolvido de
macromoléculas de cardanol-furfural, denominadas de resinas verdes magnéticas,
estdo sendo estudadas por possuirem a capacidade de remover o petroleo
derramado e recupera-lo em um novo fracionamento através da aplicacdo desta
nova técnica de limpeza (VARELA et al., 2013).

As técnicas convencionais de limpeza usada em areas contaminadas com
petroleo e seus derivados podem ser complementadas com a remediacéo, pelo
uso de dispersantes quimicos ou de biossurfactantes. A biorremediagao diminui o
impacto de substancias recalcitrantes no ambiente e o dispersante quimico pode
promover a degradagao mais rapida do 6leo. Sua aplicagdo deve ser sempre
avaliada por profissionais especializados em meio ambiente, ja que ela pode ser
vista como uma introdugao deliberada de um contaminante (BENTO, 2005) e deve
seguir normas de procedimentos, segundo Instru¢do Normativa n° 5, de 17 de
maio de 2010, junto ao IBAMA (IBAMA, 2010).

O tratamento de ambientes contaminados com produtos leves de petréleo,
como gasolina, é realizada de forma eficaz por processos fisico-quimicos naturais.
Entretanto, combustiveis mais pesados como diesel e o querosene, levam meses
para completa remediacado natural devido as suas baixas volatilidades (PAVITRAN
et al., 2006). Por esta razdo, pesquisas tem sido realizadas na busca da
biodegradabilidade de alguns produtos petroliferos comerciais (SUGIURA et al.,
1997), tais como querosene (NOCENTINI et al.,1997; GOUDA et al., 2007).

Métodos de biorremediagdo ambiental sdo métodos relativamente baratos
e menos invasivos em relagdo aos processos fisico-quimicos de remediacao.
Estes métodos tém focado, por exemplo, o uso conjunto de biossurfactantes e
enzimas produzidas a partir de recursos renovaveis, como subprodutos agricolas
e ou residuos agro-industrial. (AMODU; OJUMU; NTWAMPE, 2013).
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1.3.5 Biorremediagao

A biorremediacido € definida como um processo que utiliza micro-
organismos, plantas ou enzimas para transformar contaminantes em compostos
menos téxicos. O componente mais importante na biorremediacdo é a utilizagcao
de micro-organismos, que produzem compostos envolvidos nas reacgbes de
degradacdo e levam a eliminagdo ou desintoxicagdo do poluente quimico. A
biorremediacdo vem sendo cada vez mais aplicada, devido aos seus custos e
beneficios e a sua finalidade de mineralizar o poluente (OKOH; TREJO-
HERNANDEZ, 2006; CERQUEIRA et al., 2012).

As técnicas de biorremediagcdo podem ser classificadas - segundo o local
de aplicagdo — em técnicas in situ ou ex situ (JACQUES et al., 2005). A
biorremediacao in situ permite a descontaminagdo no proéprio local, evitando os
custos de remocao e posterior tratamento e a ex situ requer a remocado do
poluente para tratamento em outro local permitindo o monitoramento efetivo do
processo e maior controle das variaveis (pH, temperatura, umidade, etc.)
(MENEGHETTI, 2007).

Técnicas de biorremediagdo geralmente envolvem: (1) a adicdo de
nutrientes ou bioestimulagdo, que aumenta a atividade microbiana nativa, (2)
adicdo de linhagens microbianas exégenas degradadoras ou bioaumentacgao e (3)
adicdo de surfactantes, que auxiliam a metabolizagdo dos compostos poluentes,
facilitando o transporte destes substratos organicos para o interior das células
microbianas ou diminuindo as interagbes superficiais do contaminante, ou ainda
(4) a adicao de enzimas comerciais, que favorecem a oxidacdo de moléculas de
dificil degradacao em moléculas de facil assimilagdo pelos micro-organismos
(MENEGHETTI, 2007).

No Brasil, a remediagdo de ecossistemas contaminados por substancias
potencialmente poluidoras, incluindo petroleo e seus derivados, decorrente de

acidentes de vazamentos é considerada uma opc¢ao viavel, nas acdes especificas
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de recuperacdo destes locais, como também no tratamento de residuos e
efluentes, na desobstrucdo de dutos e equipamentos, sendo regulamentada pelo
CONAMA 314 de 29 de outubro de 2002 (CONAMA, 2002).

Nesta resolucdo fica determinado que “... os remediadores devem ser
registrados junto ao IBAMA, para fins de produgao, importagdo, comercializagéo e
utilizacdo, bem como, obter anuéncia prévia para a pesquisa e experimentacido”
(CONAMA, 2002). A Instrugdo Normativa IBAMA n° 5, estabelece os
procedimentos e exigéncias a serem adotados para efeito de registro, renovacao
de registro e anuéncia prévia para a realizagdo de pesquisa e experimentagao

com produtos remediadores (IBAMA, 2010).

Produtos para biorremediacdo registrados pelo IBAMA vém sendo
comercializados para aplicagdo em estagbes de tratamento, industriais (téxteis,
quimicas, farmacéuticas, petroquimicas) e efluentes em geral para remog¢ao de
cargas de lipidios, proteinas, celulose e amidos, entre outras. A aplicagao varia de
acordo com a especificidade de cada produto. As empresas registradas estao
concentradas nos Estados de Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Santa Catarina, Rio
de Janeiro e Minas Gerais (IBAMA, 2013).

1.3.6 Surfactantes

Os surfactantes constituem uma classe de moléculas extremamente
importantes na industria. A demanda mundial por surfactantes ultrapassou 7,5
milhdes de toneladas em 2010 e esta projetada para gerar mais de US $ 41
bilhdes em receita em 2018. Sao utilizados como detergentes, na industria téxtil,
produtos de higiene pessoal, produtos farmacéuticos, agricultura, tintas, plasticos,

e muitas outras classes de produtos (SOEMO, 2013).

Também denominados tensoativos ou agentes de superficie ativa, os

surfactantes sdo moléculas ativas em interfaces e possuem caracteristica polar
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(hidrofilica) e apolar (hidrofdbica) em sua constituicdo (SEKHON, 2013). Os
grupos hidrofobicos, que constituem a parte apolar da molécula (denominado
cauda), sdo insoluveis em agua e podem ter uma cadeia longa de acidos graxos, e
hidroxilo a-alquil-hidroxi-B acidos. Os grupos hidrofilicos que constituem a parte
polar da molécula (denominada cabega), podem ser constituidos por carboidrato,
aminoacido, peptideo ciclico, fosfato, acidos carboxilico ou alcool (CHIOMA et al.,
2013).

De acordo com a carga elétrica do composto quimico presente em sua
extremidade polar, os surfactantes podem ser classificados em quatro grupos,

ilustrados na Figura 1: catidnicos, aniénicos, anfotéricos e nao-idnicos.

Grupos hidrofébicos "cauda” Grupos hidrofilicos "cabeca"
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Figura 1 - Classificagdo geral dos surfactantes baseada na carga presente nas
extremidades dos surfactantes. Nao-idnico (ex: Polioxietileno sorbitano), catiénico
(cetiltrimethil amoniam brometo, CTAB), anidénico (dodecil sulfato de sdédio, SDS) e

anfotérico (Cocoamidopropil betaina). Fonte: Soemo, 2013 (modificado).
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Na extremidade polar, os tensoativos catiénicos tém uma carga positiva, os
anidnicos tém uma carga negativa e os anfotéricos tém o potencial de possuir
cargas positivas ou negativas, dependendo do ambiente em que sdo colocados.

Surfactantes ndo-iénicos nao tém carga na extremidade polar (SEKHON, 2013).

Esta natureza anfifilica faz com que as moléculas surfactantes se
posicionem entre a interface de duas camadas imisciveis, orientando a cauda para
0 meio ndo-polar, e a cabega hidrofilica para o solvente polar (SOEMO, 2013).
Esta afinidade faz com que ocorra a redugédo da energia livre do sistema, pela
substituicdo das moléculas de mais alta energia situada nas interfaces, alterando
as propriedades de fases superficiais, entre um liquido e um gas, e interfaciais,
entre dois liquidos imisciveis. A distribuicdo nas interfaces ocorre entre as fases
fluidas com diferentes graus de polaridade (agua/oleo, dleo/agua) (MULLIGAN,
2005; BARBOSA, 2011).

Entre as caracteristicas funcionais prioritarias para a aplicacdo dos

surfactantes na industria merecem destaque (SOEMO, 2013):
e Reducao da tensao da superficie entre duas fases;

e Capacidade para formar estruturas agregadas em solugéo quando a
superficie estiver saturada. O exemplo classico de um agregado de

surfactante € uma micela.

A tensdo superficial é a propriedade que um liquido possui em manter as
moléculas unidas em sua superficie (for¢gas intermoleculares). Definida como a
forca que atua sobre a superficie por unidade de comprimento de area
perpendicular a forca (BARBOSA, 2011). Quanto maior a tenséo superficial inicial
mais eficaz é o surfactante na reducao da tensao superficial na interface (SOEMO,
2013).

Na Figura 2 é apresentado um grafico da tensao superficial em fungao da
concentragdo do surfactante, no qual quatro regides distintas para a tensao
superficial podem ser observadas. Na regido 1, antes da adicdo do surfactante, a

tensdo superficial € da agua pura, 72 mN/m. Na regido 2, a medida que a
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concentragao do surfactante aumenta, os monémeros na solugdo migram para a
superficie, e a tensao superficial diminui. Um equilibrio € estabelecido entre os
mondmeros na solucdo e aqueles localizados na superficie. Em determinada
concentragdo do surfactante, denominada Concentragcdo Micelar Critica (CMC) -
marcada por uma inflexdo no grafico da tensédo superficial (Ponto 3) — todos os
locais da superficie ficam ocupados pelos monémeros e a tensao superficial
atinge seu valor minimo (ycmc). Depois deste ponto, na regido 4, qualquer
surfactante adicionado, ficara abaixo da superficie, saturando a solucdo e
forcando a formagdo de agregados moleculares de dimensdes coloidais,
denominados micelas. Na regido 4 nao ha alteracédo da tenséo superficial, pois o
numero de moléculas sobre a superficie € constante, ja que atingiu seu valor
maximo. Dependendo das condigdes da solugao, as micelas podem tomar varias
formas, resultantes da forga dirigida das moléculas de surfactantes individuais
para minimizar a interagdo de suas caudas hidrofébicas com o meio aquoso
(SOEMO, 2003).

~J
L)

Tensao superficial

YemcT

F N

Surfactante

Figura 2 - Resposta da tensdo superficial na interface ar-agua com o aumento da

concentracao de surfactante. Fonte: Soemo, 2013 (modificado).
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No derramamento de 6leo da plataforma Deepwater Horizon, em abril de
2010, no Golfo do México foi utilizado uma mistura de agentes tensoativos,
denominado COREXIT, para dispersar e evitar o acumulo de 6leo na superficie. O
surfactante auxiliou na emulsificagdo do 6leo em goticulas pequenas, com maior
disponibilidade para degradagdo por micro-organismos. A preocupag¢ao, no
entanto, é que surfactantes sintéticos podem ter impacto ambiental em longo
prazo, fazendo com que as Agéncias de Protecdo Ambiental, explorem outros

dispersantes alternativos como biossurfactantes (SOEMO, 2013).

1.3.7 Biossurfactantes

Os surfactantes sintéticos sdo produzidos por reagdes quimicas a partir de
compostos petroquimicos. Os biossurfactantes séo produzidos por agéo bioloégica
no meio extracelular por micro-organismos tais como, bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. Comparado com os surfactantes sintéticos, os
biossurfactantes possuem varias vantagens, incluindo: alta biodegradabilidade,
baixa toxicidade, aceitabilidade ecoldgica, biocompatibilidade (que permite sua
utilizacdo em cosméticos, produtos farmacéuticos e aditivos de alimentos
funcionais) e capacidade de ser produzido a partir de substratos renovaveis
(BANAT, 1995; CHIOMA et al., 2013; KAPADIA; YAGNIK, 2013). Entretanto, o
custo final de um biossurfactantes, muitas vezes, inviabiliza sua produgéao.
Esforcos para aplicagcdo de recursos renovaveis vém sendo feitos, como uma
estratégia econémica. A escolha de um substrato de baixo custo € importante para
a economia global do processo, porque eles sao responsaveis por 30% ou mais
do custo total do produto (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; RUFINO et al., 2014) .

A maioria dos biossurfactantes microbianos relatados na literatura é de
origem bacteriana. As bactérias produtoras mais reportadas pertencem aos
géneros: Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Bacillus sp. e Arthrobacter sp.

(FONTES, et al., 2008). As leveduras também sao conhecidas por produzir
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biossurfactantes em concentragdes elevadas, o que € uma vantagem em relagéo
a esses micro-organismos (ACCORSINI, 2012). Diversas espécies de Candida
tém sido largamente estudadas e empregadas com sucesso na producdo de
biossurfactantes. A tabela 2 apresenta as espécies de leveduras mais estudadas

e os respectivos biossurfactantes produzidos.

Tabela 2 Principais espécies de leveduras produtoras de biossurfactantes

Tipo de biossurfactante

Micro-organismo produtor

Referéncia

Manoproteina

Soforolipideos

Manosileritritol-

Lipideos

Complexo carboidrato —

proteina- lipideo

Complexo carboidrato -
protel’na
Acido graxo

Polidis — lipideos

Kluyveromyces marxianus;

Saccharomyces cerevisiae

Wickerhamiella domercqiae
Candida bombicola
Torulopis petrophilum

Candida bogorienses

Candida antarctica
Candida sp. SY16
Kurtzmanomyces sp. I-11
Pseudozyma fusifornata,
P. parantarctica,

P. tsukubabaensis

P. rugulosa

P. aphidis

Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682

Yarrowia lipolytica NCIM 3589
Debaryomyces polymorphus
Candida tropicalis

Candida lipolytica 1A 1055

Candida lipolytica ATCC 8662
Candida ingens

Candida utilis

Candida valida

Candida boleticola

Rhodotorula glutinis,
Rhodotorula graminis

Lukondeh; Ashbolt; Rogers, 2003
Cameron; Cooper; Neufeld, 1988

Jing, C. et al.,2006

Casas, J.; Ochoa, F. G.,1999
Cooper, D.G.;Paddock,D. A.,1984
Tulloch,A.P.;Spencer,J.F. T.,1968

Kitamoto, D. et al., 1999
Kim, H. S. et al., 2006
Kakugawa, K. et al., 2002
Morita, T. et al., 2006

Morita, T. et al., 2006

Rau, U. et al., 2005

Amaral, P. F. F. et al, 2006

Zinjarde, S. S.; Pant, A., 2002

Singh, M.; Desai, J. D., 1989
Vance-Harrop,M. H. V. et al. 2003

Cirigliano,M.;Carman,G.M.,1984

Amézcua-Veja et al., 2007
Sheperd, R. et al., 1995
Moussa, T. A. A., 2006

Yoon, S. H.; Rhee, J. S., 1983

Fonte: Fontes, 2008.
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Tecnologias baseadas em aplicagcbes de iossurfactantes e micro-
organismos produtores de biossurfactantes vem sendo usadas com sucesso na
recuperagéo de ambientes contaminados com compostos orgéanicos e inorganicos,
tais como hidrocarbonetos e metais. A diversidade de biossurfactantes torna
estes compostos em um grupo potencialmente atrativo para uma grande
variedade de aplicagdes industriais e biotecnolégicas (PACWA-PLOCINICZAK et
al., 2011).

1.3.8 Biodegradacgao de hidrocarbonetos do petroleo

A biodegradacdo € a forma pela qual a natureza recicla os residuos,
quebrando os compostos organicos em moléculas menores e disponibilizando os
nutrientes. E definida como a capacidade bioldgica de transformar compostos
quimicamente, reduzindo sua complexidade (JOUTEY et al., 2013). A matéria
biodegradavel, em geral, é formada de material organico: vegetal, animal e outras
substancias de origem organica ou material artificial compativel que possa ser

utilizado por micro-organismos (JOUTEY et al., 2013).

Os micro-organismos estado por toda parte e colonizam diversos ambientes
a milhares de anos. Eles s&o os principais componentes das cadeias alimentares
e ciclos biogeoquimicos e atuam na manutencdo e sobrevivéncia de plantas,
animais e outros organismos através de relagbes simbidticas. Sdo os unicos
agentes biologicos capazes de regenerar 0os elementos necessarios para outros
organismos (PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011).

Alguns micro-organismos degradadores possuem capacidade de
desintoxicar ou remover poluentes, devido as suas diversas capacidades
metabdlicas. Bactérias, fungos filamentosos e leveduras sao utilizados para
remocao e degradacao de diversos poluentes ambientais, incluindo os produtos da
industria petrolifera (DAS; CHANDRAN, 2011). Eles sdo capazes de degradar
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catabdlitos e transformar ou acumular uma enorme gama de compostos, incluindo
hidrocarbonetos, como, bifenilos policlorados (PCBs), hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs), radionuclideos e metais (LEITAO, 2009). O uso de
petroderivados como fonte de carbono para o crescimento fungico tem sido
realizado de forma eficaz utilizando micro-organismos em processos industriais e

ainda na biorremediacado de ambientes contaminados (MARCIEL et al., 2013).

Os mecanismos para degradagao de hidrocarbonetos de petroleo tém sido
extensivamente estudado e um numero de micro-organismos, incluindo bactérias,
fungos e leveduras tém sido isolados e caracterizados por sua habilidade para
degradar hidrocarbonetos de petroleos (HARAYAMA et al., 2004; HARWATI et

al., 2007). A tabela 3 lista algumas espécies de micro-organismos degradadores

de petroéleo.

Tabela 3 - Micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos do petréleo

Composto Micro-organismo Referéncias
Alcano Pseudomonas sp. Herman et al. (1997); Churchill et
Bacillus sp. al.;
Acinetobacter calcoaceticus, Grishchenkov et al (2000);
Micrococcus sp. Cybulski et al. (2003);
Candida antarctica Rosenberg et al. (2002); Lal &
Nocardia erythropolis Khanna (2006);
Ochrobactrum sp. Das et al.(1998);
Acinetobacter sp. Hua et al.(2003);
Serratia marcescens e Park et al.;
Candida tropicalis Burry & Miller;
Alcaligenes odorans Suguira et al.;
Brevibacillus sp. ljah (1998);
Lal & Khanna (1996);
Grishchenkov et al.;
Monoaromatico Pseudomonas sp. Churchill et al.;

Poliaromaticos

Alcaligenes odorans
Sphingomonas paucimobolis

Achromobacter sp.,
Mycobacterium sp.
Pseudomonas sp.

Mycobacterium flavescens,
Rhodococcus sp.

Lal & Khanna (1996);
Willumsen & Arvin (1999);

Sunggyu (2003);

Doong & Lei (2003); Volkering et al.
(1993); Straube et

Al. (1999); Kwok & Loh (2003); Churchill et
al.;

Ross et al. (1998).

Fonte: SINGH, 2013.



21

Os processos de biodegradagao do petroleo sdo baseados na capacidade
de populagcbes microbianas em modificar ou decompor determinados poluentes,
através de processos metabdlicos e enzimaticos, utilizando os hidrocarbonetos de
petroleo como fonte de carbono (C) e energia para o seu crescimento. A
degradagdo completa destes hidrocarbonetos resulta em produtos finais menos
toxicos como dioxido de carbono (COy), agua (H2O) e biomassa celular
(MENEGHETTI, 2007).

Biodegradacdo de hidrocarbonetos, tanto em compostos alifaticos quanto
em aromaticos, pode ocorrer em condigdes anaerObias ou aerdbias (HAMM,;
SINGH; WARD, 2003). A degradacdo anaerdbia é catalisada por bactérias
anaerdbias, tais como as bactérias redutoras de sulfato, utilizando diferentes
aceptores de elétrons terminais (PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011). A
condi¢do de degradacgéao aerdbia ocorre pela incorporagao de oxigénio intracelular
através de reagdes enzimaticas catalisadas por oxigenases e peroxidases (DAS;
CHANDRAN, 2011).

Consorcios microbianos com alta capacidade enzimatica sdo mais eficazes
em biodegradar hidrocarbonetos no solo que em ambientes aquaticos
(BARNABAS, 2013). Uma das formas de se utilizar a capacidade degradativa das
enzimas € aplica-la diretamente no local contaminado. A utilizagcdo de enzimas
livres evita 0 uso de organismos exdgenos ou geneticamente modificados no
ambiente (PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011).

O potencial genético e fatores ambientais tais como temperatura, pH e
fontes disponiveis de nitrogénio e fosforo (FRITSCHE; HOFRICHTER, 2000), e
salinidade (CHANDANKERE et al., 2014) — exercem forte influéncia sobre a taxa e

a extensao da biodegradacéao.

Estudos de aplicacbes de engenharia genética de micro-organismos em
biorremediacdo tém recebido muita atengdo. Estes micro-organismos
geneticamente modificados tém capacidade degradativa superior e demonstram
sucesso na degradagdo de diversos poluentes em condigdes definidas. No

entanto, preocupacdes ambientais e restricdes regulatérias sdo os principais
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obstaculos para agao de testes com micro-organismos geneticamente modificados
em campo (MENN, EASTER e SAYLER, 2008; JOUTEY et al., 2013).

A velocidade e a extensdo com que os componentes do petrdleo sao
degradados dependem da existéncia de, pelo menos, quatro fatores principais
(BAIRD et al., 2002; PEDROTI et al., 2007): (i) Umidade, para facilitar as reacoes;
(ii) Oxigénio, para rapida oxidagdo dos hidrocarbonetos e outros compostos do
petroleo, j& que sob condigbes anaerdbicas, a biodegradagdo é mais lenta e
normalmente efetuada por bactérias sulfato-redutoras; (iii) Contato 6leo-agua,
devido a relativa insolubilidade do éleo na agua, tal contato controla a velocidade
de oxidacdo e da degradacgdo; (iv) Presenga de nutrientes (fosfatos, sulfatos,

nitratos, etc) para o desenvolvimento microbiano.

1.3.9 Leveduras Ascomicetas utilizadas em Biotecnologia

Os ascomicetos sdo um grupo de leveduras produtoras de varios produtos
biotecnoldgicos. A levedura Saccharomyces cerevisiae € a mais utilizada em todo
o mundo na producgao de alimentos fermentados, como cervejas, sidras, vinhos,
bebidas destiladas, produtos de panificagao, além de outros processos industriais
como, na producado de etanol, proteina unicelular, ragdes e forragens, enzimas

industriais, e pequenos metabolitos com baixo peso molecular (JOHNSON, 2012).

Outras leveduras nao-convencionais vém sendo cada vez mais utilizadas
na producdo de biocatalisadores e em rotas multi-enzimaticas para a sintese
quimica de pequenos compostos com baixo peso molecular, com importancia
medicinal e nutricional. Também possuem papel na agricultura como agentes de
controle biolégico, biorremediacdo e como indicadores de qualidade do meio
ambiente (JOHNSON, 2012).

Johnson (2012) cita as principais leveduras ascomicetas utilizadas na
biotecnologia: Candida spp., Debaryomyces hansenii, Hansenula spp., Ogataea

spp., Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Lipomyces spp., Pichia
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stipitis, Schefferomyces stipitis, Pichia spp., Komagataella spp., Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycopsis spp.,

Schwanniomyces occidentalis e Yarrowia lipolytica.

1.3.10 Yarrowia lipolytica (Candida lipolytica)

Yarrowia lipolytica € um microrganismo aerdbio, eucariético, do reino Fungi,
pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos, (BARTH;
GAILLARDIN, 1997). A espécie foi originalmente, classificada como Candida
lipolytica, desde que nenhum estado sexual tinha sido descrito. A forma perfeita foi
reclassificada primeiro como Endomycopsis lipolytica, depois como
Saccharomycopsis lipolytica e finalmente como Yarrowia lipolytica (BARTH;
GAILLARDIN, 1997; BANKAR; KUMAR; ZINJARDE, 2009; MARTINS et al., 2012).

Esta levedura estritamente aerdbia, dimodrfica, n&o patogénica
(GROENEWALD et al., 2013), apresenta uma vasta aplicagdo biotecnolégica por
sua capacidade de metabolizar lipideos e hidrocarbonetos e de excretar diversos
metabdlitos em grande quantidade como &cidos organicos e proteinas
extracelulares, sendo muito usada para expressdo e secrecao de proteinas
especificas (BARTH; GAILLARDIN, 1997; NUNES et al., 2011; NUNES et al.,
2013).

Tradicionalmente, as leveduras sao classificadas de acordo com sua
capacidade de utilizar determinadas fontes de carbono e nitrogénio em
temperaturas especificas. Na 52 edigdo da The Yeasts: a Taxonomic Study, uma
chave de identificagcdo com base em tais caracteristicas pode ser utilizada na
identificacdo da Yarrowia lipolytica. Em alguns casos, no entanto, ndo é possivel
devido a caracteristicas relacionadas com Candida deformante. As analises das
sequéncias das regides ITS e dominios D1/D2 sao confiaveis para a identificagao

de espécies de Yarrowia. Recentemente, a regiao ITS foi escolhida como o cddigo
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de barras de fungos, mas, para as leveduras, o uso de ambas as regides DNAr &
recomendada (GROENEWALD, 2013, apud KURTZMAN et al., 2011).

A levedura Yarrowia lipolytica teve seu genoma sequenciado ha 10 anos.
Entre as caracteristicas mais importantes desse genoma se destacam: o tamanho,
teor das estruturas dos centrémeros dos cromossomos e elevada quantidade de
genes. Entre os genes codificados, predominam genes codificadores de enzimas

que metabolizam n-alcanos, gorduras e acidos graxos (RYWINSKA et al., 2013).

Este organismo vem sendo utilizado como modelo em estudos de
dimorfismo, tolerancia ao sal, expressao de proteinas, acumulo de lipideos e
aplicacdo em biorremediagdo de poluentes como hidrocarbonetos alifaticos e
aromaticos (BANKAR; KUMAR; ZINJARDE, 2009). Y. lipolytica degrada varios
substratos hidrofébicos eficientemente e é considerada uma levedura oleaginosa
pela habilidade de acumular uma larga quantidade de lipideos, potencial na
bioconversao de acidos graxos, produgéo de biodiesel, hidrdlise e a incorporagao
de substratos de petroleo (BEOPOULOS et al., 2009). Devido as suas
capacidades, tém sido o foco de estudos em biorremediacdo, sendo utilizado
como agente promissor para o tratamento de areas contaminadas (MARTINS et
al., 2012).

O acumulo de lipideos requer estratégias de adaptagdo elaboradas de
utilizacdo de substratos hidrofébicos, tais como o n-alcanos, acidos graxos e de
triacilglicerdis. A adesao das gotas hidrofébicas se da por adaptagao de genes ao
utilizar estes substratos, modificando a superficie celular maximizando assim o
contato do substrato celular e por mecanismos de transporte complexos para a
incorporagao destes compostos dentro da célula. Yarrowia lipolytica tem pelo
menos 13 familias de genes envolvidos na utilizagdo de substratos hidrofébicos
(BEOPOULOS et al., 2009).

Yarrowia lipolytica vem sendo usada com modelo para estudos por
apresentar fases morfolégicas (hifa, pseudohifa e levedura) bem definidas e nao
ser patogénica. Estes estudos utilizam o N-acetilglicosamina e soro fetal bovino na

indugdo de hifas para testes com o farnesol, um inibidor de biofime. O
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conhecimento dos mecanismos que o regulam pode auxiliar na terapia de doencgas
causadas por fungos dimorficos, através do desenvolvimento de novos farmacos
(NUNES, 2011 e NUNES et al., 2013).

Yarrowia lipolytica possui uma alta capacidade de gerar produtos de alto
valor agregado (grande interesse industrial) como lipases, acido citrico e proteinas
unicelulares, além de varias enzimas como lipases (KISHAN et al, 2013),
proteases, esterases e fosfatases (OLIVEIRA, 2009), além de diferentes agentes
emulsificantes, por exemplo, Liposan isolado a partir de culturas cultivadas em
hexadecano (CIRIGLIANO; CARMAN, 1985), Yansan a partir de culturas
cultivadas em glicose (FONTES et al., 2010; AMARAL, 2007; AMARAL et al.,
2006) e Rufisan de culturas cultivadas em dleo de soja e residuo de refinaria
(RUFINO et al., 2011).

Estudos de producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes (VANCE-
HARRORP et al., 2003, ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2006) e de
biodegradacao de o6leo diesel (SOUZA, 2009, SOUZA et al., 2012, HENRIQUES
et al, 2011, HENRIQUES, 2013) e querosene (SILVA et al, 2011, SILVA, 2012),
em agua do mar tem ratificado a extrema tolerancia desta levedura a diversas
situacoes de estresse multiplo, envolvendo estresses salino, téxico e acido ou

alcalino.

1.3.11 Otimizagao de Processos de Biodegradacgao

Varios fatores abidticos podem influenciar o crescimento e a quebra de
hidrocarbonetos por populagdes microbianas. Os nutrientes constituem um fator
predominante na biodegradagao, em especial o nitrogénio e o fosforo. Em grandes
derramamentos de 6leo ocorridos em ambientes marinhos e de agua doce, nos
quais a oferta de carbono é significativamente aumentada, a necessidade de
nitrogénio e fosforo, em geral torna-se um fator limitante na degradagdo do
petroleo (ATLAS, 1991).
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A utilizacdo de planejamentos fatoriais associados a Metodologia de
Superficie de Resposta permite determinar experimentalmente, niveis “6timos” de
nutrientes, contribuindo assim para o desenvolvimento de melhores métodos de
remediacdo, para a minimizacdo do numero de experimentos e para a aquisicao
de informacdes sobre os principais efeitos das variaveis independentes ou fatores
e de suas interagbes sobre as variaveis dependentes ou variaveis resposta do
planejamento. Esta técnica estatistica vem sendo aplicada com sucesso em
muitos campos. A utilizagado da técnica permite selecionar os melhores materiais,
equipamentos, processo e condi¢cdes para obter as variaveis e intervalos corretos
para estudo posteriores (MYER; MONTGOMERY,2009).

O planejamento de meios de fermentagdo é uma tarefa que consume
tempo, mas permite alcancar desempenho satisfatéorio em bioprocessos
(KENNEDY et al.,, 1992). Planejamento de meios para produgdo de
bioemulsificantes/biossurfactantes e para biodegradagdo de petroleo e derivados
permite reduzir tempo e custo e aumentar a produtividade e o desempenho nestes
bioprocessos Metodologia de superficie de resposta associada a planejamento
composto central vem sendo aplicada com sucesso na otimizacido de variaveis de
estado e parametros operacionais - como concentracdo de nutriente volume e
concentragao de indculo, pH, temperatura, velocidade de agitacdo, tempo de
producdo - em processos de produgcdo de bioemulsificante/biossurfactante
(ALBUQUERQUE et al., 2006; FONTES et al, 2010; MELO, 2011; LUNA et al,
2011) e de biodegradacdo de petroleo (MOHAJERI et al., 2010), dleo diesel
(HUANG et al, 2008; HENRIQUES, 2013; MALIJI, et al, 2013), querosene
(AGARRY et al., 2010; AGARRY et al., 2012;), 6leo motor (SU et al., 2011), entre
outros (CHANDANKERE, et al., 2014)

Técnicas de Computagao Bioinspirada como redes neurais artificiais e
algoritmos genéticos também tem apresentado resultados satisfatérios em
modelagem e otimizagao empiricas de processos de produgado de
biossurfactantes (MELO, 2011) e de biodegradacdo de o¢leo diesel (GARCIA,
2009); querosene (CASSIMIRO, Jr., 2012).
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Com a validacao experimental e a aplicagdo adequada dos resultados
obtidos a partir da modelagem e otimizagdo, os processos de producdo de
biossurfactantes e de biodegradagdo de petréleo e derivados podem ser
implementados em biorreatores, permitindo dessa forma, controlar as variaveis do

processo com maxima eficiéncia.
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Resumo

Existem relativamente poucos relatos na literatura sobre degradacao de hidrocarbonetos por
micro-organismos halo-dlcali-tolerantes. Neste trabalho, biodegradacdo de querosene e
producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes (BE/BS) por Candida lipolytica UCP 0988
em 4gua do mar hipersalina e extremamente alcalina, suplementada com fontes de
nitrogénio e fosforo foi investigada. Metodologia de Superficie de Resposta foi aplicada
para avaliar os efeitos das concentragdes de sulfato de amodnio e fosfato monobdsico de
potdssio sobre a concentragdo massica total, a tensdo superficial, o pH e a salinidade. Altos
coeficientes de determinacao (respectivamente iguais a 091; 0,98 e 0,80) e baixos valores p
(menores que 0.05 para a tensdo superficial e o pH e menor que 0,10 para a salinidade)
mostram a significancia dos modelos quadréticos desenvolvidos para tensao superficial, pH
e salinidade. A proximidade entre os resultados experimentais e as previsdes dos modelos
(desvio relativos inferiores a 2,2% para tensdo superficial e salinidade e inferiores a 6%

para o pH) € um indicativo da confiabilidade dos modelos.

Palavras chaves: Metodologia de Superficie de Resposta, biodegradacdo, querosene,

biossurfactante, extremo tolerancia.






Introducao

O querosene ¢ um dos produtos de petréleo mais comumente derramados no meio
ambiente. Ele contém parafinas (alcanos), cicloparafinas (cicloalcanos), aromadticos e
olefinas (Irwin et al., 1997). Além dos riscos de inalagdo, seu vazamento pode provocar
toxicidade aguda tanto para a vida aqudtica quanto para a terrestre (Saratale et al. 2007).
Apesar dos avangos tecnoldgicos, os derrames acidentais de petréleo e seus produtos
refinados ocorrem com frequéncia durante a extracdo, armazenamento, transporte,

distribuicdo e processo de refino (Banipal et al., 2003).

A biorremediacdo natural de oceanos e mares contaminados por hidrocarbonetos ¢é
geralmente um processo muito lento. As tentativas para limpar vazamentos de petrdleo,
com o auxilio de micro-organismos devem levar em consideracio as deficiéncias
nutricionais da dgua do mar, ja que a disponibilidade de nitrogénio e de fésforo limita a
degradacdo microbiana de hidrocarbonetos em dgua do mar (Agarry et al., 2010).
Frequentemente, a eficicia da biorremedia¢do € uma funcdo da populacao microbiana e de

como ela pode ser enriquecida e mantida em um determinado ambiente (Boopathy, 2000).

As tecnologias de biorremediacio podem ser classificadas como ex situ e in situ.
Tecnologias ex situ envolvem a remocao fisica do material contaminado para processo de
tratamento. Em contraste, técnicas in situ envolvem tratamento do material contaminado no
local (Akpoveta et al., 2011). Em programas de pesquisa com biorremediacdo ex-situ, €

possivel monitorar e aumentar significativamente a degradacdo microbiana de petrdleo
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bruto e seus produtos refinados otimizando condigdes tais como pH, temperatura,
nutrientes, presenca de metais e substancias toxicas, taxas de transferéncia de oxigé€nio e
nimero e estado fisiolégico de micro-organismos degradadores de Oleo, entre outros
(Kumar et al., 2011). A capacidade de vérias espécies de Yarrowia lipolytica na degradacao
de diversos compostos organicos, incluindo hidrocarbonetos alifaticos e aromdticos, é
muitas vezes acompanhado por producio biossurfactantes (Coelho et al 2010). Y.lipolytica
(classificada originalmente como Candida) nao € apenas de interesse para pesquisa
fundamental, mas também para aplicagdes biotecnoldgicas. Ela secreta varios metabdlitos —
entre eles, dcidos organicos e proteinas extracelulares - em grandes quantidades (Barth e
Gaillardin, 1997) e € uma das bem mais relatadas leveduras para a producdo de
bioemulsificantes baseados em lipidios-carboidratos-proteina (Sapute et al., 2010).
Linhagens tolerantes a sal de Y. lipolytica tém sido isoladas de ambientes marinhos e
hipersalinos, implicando que este fungo pode exercer um papel significativo em tais

ambientes (Kim et al., 2007, Zinjarde et al., 2008).

O crescimento de micro-organismos em hidrocarbonetos ¢ muitas vezes acompanhado pela
emulsificacdo da fonte de carbono insolivel no meio de cultura. Na maioria dos casos, este
achado tem sido associado a producdo de agentes emulsionantes extracelulares ou
biossurfactantes (Parra, 1990). Geralmente, os compostos tensoativos podem influenciar a
biodegrada¢@o de hidrocarboneto através do aumento da solubilidade dos hidrocarbonetos
ou podem interferir nas paredes celulares de micro-organismos (Chrzanowski et al., 2006).
A formacdo de emulsdes através da produgd@o microbiana e liberacdo de biossurfactantes é

um processo importante na absor¢do de hidrocarbonetos por bactérias e fungos (Wongsa et
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al., 2004). A adigcdo de biossurfactantes aumenta a disponibilidade de hidrocarbonetos de
cadeia longa para micro-organismos € 0s torna mais acessiveis para utilizacdo pelos
sistemas enzimdticos microbianos (Atlas e Bartha, 1972; Coelho et al, 2010). Pesquisas sao
necessdarias para desenvolvimento de modelos quantitativos que descrevam
simultaneamente processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos e de produgdo de

biossurfactantes em um intervalo amplo de condi¢cdes ambientais.

Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) baseada em planejamento composto central
rotacional tem sido usada com sucesso em modelagem e otimizagdo de processos de
biodegrada¢ao (Huang et al, 2008; Mohajeri et al., 2010, Zahed et al., 2010) e processos de
producdo de bioemulsificantes (Albuquerque et al., 2006) e de biossurfactantes (Fontes et
al., 2010; Kiran et al , 2010, Luna et al., 2011, Rufino et al, 2008) em ambientes
moderados. No entanto, existem poucos estudos sobre a biodegradagcdo de hidrocarbonetos
e producdo de biossurfactante por leveduras em condi¢des extremas de pH e salinidade

(Henriques et al., 2011; Silva et al., 2011; Souza et al., 2012).

No desenvolvimento de processos de biorremediagdo ex-sifu de 4gua do mar contaminada
por petréleo e derivados, como querosene, o planejamento e a otimizacdo das condi¢des
operacionais € de componentes limitantes dos meios de biodegradacido de hidrocarbonetos
sdo de importancia critica. Neste trabalho, Metodologia de Superficie de Resposta (RSM)
associada a planejamento composto central (PCC) foi utilizada para otimizar as

concentragdes de sulfato de amdnio e de fosfato monobdsico de potdssio em processos de
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biodegradacdo de querosene e de producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes (BE/BS)

por Candida lipolytica UCP 0988 em dgua do mar hipersalina e extremamente alcalina.

1. Materiais e Métodos

1.1. Micro-organismo

Candida lipolytica UCP 0998 foi obtida da colecdo de culturas da Universidade Catdlica de
Pernambuco, Brasil. O micro-organismo foi mantido a 4° C, em tubos de ensaio com o
meio YMA (Yeast Mold Agar) inclinado, contendo 3 g/L. de extrato de levedura, 3 g/L de
extrato de malte, 10 g/L de D-glicose, 5 g/L de triptona e 15 g/L. de 4gar. O pH foi ajustado
para 5,0 com HCI. Transferéncias para novas placas com 4gar, foram realizadas

mensalmente para assegurar a viabilidade celular.

2.2. Querosene

Querosene comercializado em postos de gasolina da Companhia de Distribui¢do Petrobrés
(BR), em Recife, Pernambuco, Brasil com as seguintes especificagdes: maximo de 0.1% de
benzeno, minimo de 70% de hidrocarbonetos parafinicos, maximos de hidrocarbonetos

olefinicos e aromaticos, respectivamente iguais a 5 e 20%.
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2.3. Agua do Mar

As amostras de dgua do mar para os experimentos de biodegradacao foram coletadas no
Porto de Suape (8° 22'32,42" S; 34° 57'11,38" W) a 0,5 m de profundidade da superficie
do mar, usando recipientes plasticos de 5L, que foram pré-lavados com 4gua, dgua destilada
e também com 4gua do mar da prépria amostra coletada. As amostras foram
imediatamente transportadas para o laboratério e filtradas para remover sélidos em
suspensdo. Sua composi¢do foi Ca’™" 0,48%; Mg"™" 1,36%; Na* 11,20%, K 0,55%, CI
20,00%, SO4 3,27%. A salinidade, a gravidade especifica, o pH e a tensdao superficial

foram iguais a 37%o; 1026 kg/m'3, 8,22 e 53,43 mN/m, respectivamente.

2.4. Determinagdes Analiticas

Amostras foram coletadas com Oh, 96h e 360 h e determinacdes de pH, salinidade,
gravidade especifica, tensdo superficial, concentragdo mdssica total e atividades de
emulsificacdo foram realizadas. O pH foi determinado por potenciometria. A salinidade e a
gravidade especifica por refratometria. A tens@o superficial foi determinada pelo método
do anel de Dy Noily (Singh and Cameotra, 2004). A concentracdo madssica total e a
concentracdo de biomassa foram determinadas por gravimetria. A viabilidade celular  foi
determinada por contagem de unidades formadoras de colonias (UFC) de acordo com
Souza et al. (2012). A atividade de emulsificagdo foi medida pelo método de Cirigliano e
Carman (1984). O método define uma unidade de atividade de emulsificacdo (UAE) como

a quantidade de emulsificante que resulta em uma emulsdo com absorvancia de 1,0 em 540
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nm. O querosene residual foi extraido de acordo Shabir et al. (2008) e a porcentagem de

degradacdo calculada conforme Gouda et al. (2007).

2.5. Otimizacdo de Biodegradacdo de Querosene e de Producdo de Biossurfactante por
Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar usando Metodologia de Superficie de

Resposta (MSR)

Abordagem baseada em MSR (Myers et al., 2009) foi usada para identificar as
concentragdes 6timas de sulfato de amonio e fosfato monobdsico de potdssio em processo
de biodegradacao de querosene 30% (v/v) por Candida lipolytica UCP 0988, em 4gua do

mar hipersalina (salinidade superior a 35%o) € extremamente alcalina (pH 14).

Um PCC tendo as concentracdes de sulfato de amdnio e fosfato monobésico de potdssio
como fatores ou varidveis independentes, foi delineado com 4 pontos lineares, 4 pontos
axiais e 3 repeticdes no ponto central — totalizando 11 ensaios. Os valores das
concentragdes iniciais de sulfato de amdnio e de fosfato monobdsico de potdssio e seus
intervalos de variagdo (Tabela 1) basearam-se em resultados de trabalhos anteriores
desenvolvidos por Silva (2011) e Cassimiro Junior (2011). As varidveis respostas avaliadas
foram tensdo superficial, pH, salinidade, concentracdo madssica total e atividades de
emulsificacdo para emulsdes 4dgua-em-Oleo-de-milho e dgua-em-n-hexadecano -
selecionadas por serem consideradas indicadores indiretos ou expressdes da biodegradagdo

de hidrocarbonetos.
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Os componentes dos meios de biodegradacdao foram pesados, conforme as especificacdes
do PCC (Tabela 1). Apds a dissolugcdo dos componentes em dgua do mar esterilizada, o pH
de cada meio foi ajustado para 14. Os meios foram autoclavados a 120° C por 20 minutos,
em frascos de Erlenmeyer de 1000 mL, com volume util de 750 mL. O inéculo foi obtido a
partir de cultura pura de C. lipolytica UCP 0988, mantida em 28° C por 48 h. A inoculagio
foi realizada, em camara de fluxo laminar, usando 1,33 g/L de biomassa. O querosene foi
autoclavado em vapor fluente e adicionado aos meios de biodegradacio, na propor¢ao de
30% do volume util. Os frascos contendo os meios de biodegradacao foram incubados em
agitador rotatério, durante 15 dias com a temperatura controlada em 28°C e a agitagdo em
200 rpm. Amostras foram coletadas com 0, 96 e 360 h para determinagdes de pH,
salinidade, biomassa, tensdo superficial e atividades de emulsificagdo para emulsdes dgua-
em-n-hexadecano e dgua-em-6leo-de-milho e para constru¢do dos correspondentes perfis

cinéticos.

Modelos empiricos de segunda ordem foram obtidos relacionando as varidveis respostas
(parametros da otimizag¢do) com as varidveis independentes do planejamento de acordo

com a equag¢do abaixo:

Ve =Bo + 221 BiXi + 22, BuXP + Xjc1icj Xia By Xi X+ 1=1273 (1)

onde Y sdo as varidveis respostas previstas, X; € X; sdo as varidveis independentes, B, f;,
Bi; and B;; sdo os coeficientes de regressdo referentes ao intercepto e aos termos linear,

quadratico e de interacdo e € € o erro randomico.
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As andlises estatisticas dos resultados - andlises de regressdo, de variancia e de superficie
de resposta - foram realizadas usando o software Statistica versdo 8.0 (Statsoft.Inc.,USA).
Os valores 6timos das varidveis independentes foram obtidos pela resolucdo de equacdes de
regressdo e também pela andlise dos gréficos de superficie de resposta. Os valores previstos
foram calculados através das derivadas dos modelos matemadticos obtidos. Os graficos de
linha e de superficie de resposta foram construidos com o apoio do programa SigmaPlot

versdao 10.0 (Systat software, Inc, Germany)

3. Resultados e Discussao

Nas ultimas décadas, vdrios estudos sobre a influéncia de nitrogénio e fésforo na
biorremediacdo de ambientes marinhos contaminados com petrdleo (Ruiz et al. 2006;
Zahed et al, 2010) e sobre biodegradacdao de querosene em solo, em condi¢cdes moderadas
de pH e salinidade (Agarry et al, 2010; Gouda et al, 2007; Shabir et al, 2008) tém sido
desenvolvidos. Entretanto, pouco se sabe sobre a influéncia de fontes de nitrogénio e
fésforo sobre a tensdo superficial, o pH, a salinidade e as concentracdes massica total e de
biomassa em processos de biodegradacio de querosene producdo de
biossurfactante/bioemulsificante em dgua do mar hipersalina e extremamente alcalina. A
seguir, sdo apresentados os resultados obtidos no presente trabalho, sobre biodegradacdo de

querosene em dgua do mar em condicdes extremas de pH e salinidade.

3.1. Perfis cinéticos de tensdo superficial, pH, salinidade e concentracdo massica total
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Os perfis cinéticos das varidveis resposta tensdo superficial, pH, salinidade e concentracao
mdssica total - associadas aos oito ensaios e a média da triplicata do ponto central do
planejamento estdo ilustrados na Figura 1. Eles mostram a forte influéncia das fontes de
nitrogénio e foésforo sobre o comportamento ndo linear das varidveis respostas durante o
processo de biodegradacdo de querosene em dgua do mar hipersalina e extremamente

alcalina.

3.2. Modelagem Empirica e Andlise Estatistica

A matriz do PCC tendo como fatores as concentragdes iniciais de sulfato de amonio e de
fosfato monobdsico de potdssio, e os valores das varidveis respostas correspondentes

obtidas com 360 h estdo apresentados na Tabela 2.

Os resultados obtidos mostram que C.lipolytica UCP 0988 foi capaz de emulsificar e
utilizar querosene a 30% (v/v) em dgua do mar suplementada com sulfato de amonio e
fosfato monobasico de potdssio, em condi¢Oes de alta salinidade e extrema alcalinidade. Os
liquidos metabdlicos livres de células obtidos produziram atividade de emulsificagdo para
emulsdes dgua-em-6leo de milho variando entre 4.76 e 6.0 UEA, valores compardveis aos
obtidos por Souza et al. (2012), usando 6leo diesel a 1%, 3% e 5%, e cujos liquidos
metabolicos livres de células obtidos apds 168 h produziram atividade de emulsificagdo

para emulsdes Oleo de milho-em agua variando entre 5.45 ¢ 6.0 UAE. Nas condigdes
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investigadas nesse trabalho, a tensdo superficial dos liquidos metabdlicos livres de células
variou entre 35,30 e 41,20 mN/m e a salinidade entre 90 e 95 %o, enquanto no trabalho de
Souza et al (2012) os valores das tensdes variaram entre 43,48 e 53,61 mN/m e as
salinidades entre 42 e 65 %o. De acordo com Hagler e Ahearn (1987) muitas leveduras
aquédticas sdo capazes de crescer em concentracdes de NaCl excedendo o intervalo
normalmente encontrado na 4gua do mar. Estes achados mostram que no presente trabalho,
mesmo em condi¢cdes extremas de pH e salinidade, foram produzidos bons surfactantes em
diversos ensaios do PCC, considerando que de acordo com o critério de Habba (2000) bons

surfactantes reduzem a tensdo superficial para valores inferiores a 40mN/M.

Os resultados obtidos no PCC para a tensdo superficial (YD), pH (Y,), salinidade (173) e
concentragio méssica total (Y,), foram ajustados as seguintes equacdes polinomiais de
segunda ordem para investigar suas relagdes com as concentragdes de sulfato de amodnio (X;) e

fosfato monobdsico de potéssio (X,):

¥, = 4584, 440 + 46,058X, + 2,899X% — 371,082X, + 7,595X2 — 2,417X,X, (1)
¥, = 206,543 + 3,973X; + 0,200X2 — 15,905X, + 0,329X2 — 0,208X,X, )
¥, = —1806,791 — 99,208X, + 0,990X2 + 161,799X, — 3,438X2 — 4,167X,X, (3

Y, =-1360,194+35,715*x-3,553*x"2+103,786*y-1,938*y"2-0,683*x*y 4)

A significancia de cada coeficiente nas equagdes foi determinada pelo teste ¢ de Student e

valores p. Coeficientes em negrito sdo estatisticamente significantes no nivel de confianca
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de 95% (p<0,05). Coeficientes positivos representam efeitos que favorecem a varidvel
resposta investigada, enquanto coeficientes negativos representam efeitos antagdnicos.
Nos modelos propostos para a tensdo superficial (¥;) e pH (¥,), pode ser visto que a
concentragdo de fosfato monobasico de potassio (X, ) exerce efeito mais significativo que a
concentracdo de sulfato de amonio (X;). Esta influéncia também pode ser observada nos
resultados  do ensaio 8 - que apresentou as maiores redugdes percentuais de tensdo
superficial e pH - e do ponto central do planejamento que apresentou valores finais de
tensao superficial (36.23) e pH (12.58) proximos aos obtidos no ensaio 8 (Fig.1 e Tabela 2).
Outros estudos, entretanto, indicam que nitrogé€nio exerce um efeito mais significativo que
fésforo na biodegradagao de hidrocarbonetos de petrdleo (Huang et al, 2008; Vieira et al,
2009; Zahed et al.; 2010). Por outro lado, no modelo proposto para a salinidade (173), a
interacdo do fésforo com o nitrogénio exerce um efeito inibitdrio. Possiveis razdes para este
efeito incluem a inibicao direta da atividade metabdlica, devido ao alto potencial osmoético
desfavordvel do ambiente do micro-organismo (Amatya et al., 2002), e a solubilidade

alterada ou sor¢ao de ions essenciais ou téxicos (Ulrich et al., 2009).

As andlises de varidncia mostram que os dois primeiros modelos sdo significativos para um
nivel de confianca de 95% (p< 0,05), enquanto o terceiro modelo € significativo para um
nivel de confianca de 90% (p<0,10), como fica evidente dos resultados apresentados na
Tabela 3. Os valores-F e os pequenos valores-p dos modelos Y;, ¥, e Y5 (menores que 0,05
para os modelos ¥; e ¥, e menores que 0,10 para o modelo 3) indicam as significancias
estatisticas (adequacdes) dos modelos ¥; e ¥,, no nivel de confianca de 95% e a do

modelo ¥; no nivel de confianca de 90%. Os valores-F da falta de ajuste dos modelos Y;,
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Y, e ¥, e os grandes valores-p da falta de ajuste (maiores que 0,05 para os modelos ¥; e ¥,
e maior que 0,10 para o modelo ¥;) sugerem que os modelos quadriticos representam
adequadamente os dados e que as faltas de ajuste ndo sdo significativas em relacdo ao erro
puro. Para testar a qualidade do ajuste dos modelos polinomiais quadréticos, os
coeficientes de determinacdo (R2) foram avaliados. Quanto mais préximo de 1 € o valor de
R?, melhor é a correlacdo entre os valores observados e preditos. O valor R’ indica a
porcentagem da variabilidade (VE) na resposta que pode ser explicada por uma equagao de
previsdo polinomial de segunda ordem. O valor do coeficiente de determinagdo ajustado
(Radjz) também indica a significancia do modelo. Os excelentes (superiores a 0,90 e 0,98
para os modelos ¥; e ¥,) e bom (superior a 0,79 para o modelo ¥3) valores de R’ estdo em
razodvel acordo com os coeficientes de determinacao ajustaveis Radjz . A precisdo estatistica
adequada mede relacdo sinal-ruido, comparando o intervalo dos valores preditos nos pontos
do planejamento com o erro de predicdo médio. Uma relacdo maior que 4 é desejavel. Os

baixos valores dos coeficientes de variacdo (CV) obtidos pelos modelos indicam uma

pequena variabilidade residual e uma confiabilidade maior dos experimentos realizados.

As relacOes entre as varidveis independentes e as varidveis respostas podem ser
entendidas pelo exame das superficies de respostas (Fig. 2). Entre os modelos propostos,
apenas o modelo da concentragdo mdssica total (modelo ¥,) ndo pode ser considerado como
uma funcio quadratica das concentracdes de sulfato de amonio e fosfato monobdsico de
potdssio. Uma possivel explicacdo para este resultado pode ser a alta ndo linearidade do
modelo no espaco investigado (Fig.2d) e a consequente inadequacao do modelo de segunda

ordem proposto.
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A constru¢do de modelos empiricos baseada na abordagem padrio de MSR
frequentemente usa modelos quadriticos derivados de planejamento experimental
estatistico. ~Em alguns casos, a capacidade de um polindmio quadratico aproximar a
superficie de resposta verdadeira de um processo pode ndo ser adequada. Ocasionalmente,
para construir um bom modelo de superficie de resposta, polindmios de ordem superior ou
outros modelos como redes neurais artificiais sdo requeridos (Nagata e Chu, 2003). No
presente trabalho, o modelo polinomial de segunda ordem para aproximar a superficie de
resposta da concentracdo madssica total foi descartado (Fig. 2d), para evitar entrar em
condicdes sub-6timas. Entretanto, modelos baseados em redes neurais artificiais podem

ser usados futuramente para ajustar os dados experimentais da concentracao madssica total.

3.2. Validagdo dos Modelos e Condicdes Otimas

Experimentos de validacdo foram realizados para verificar a precisdo dos modelos ¥; , ¥, e
Yz, e os resultados mostram que os valores preditos estdo de acordo com os resultados
experimentais. Os valores minimos para a tensao superficial e para o pH e o valor maximo
para a salinidade e as correspondentes composicdes otimizadas dos meios de biodegradacao
(concentracOes de sulfato de amodnio e fosfato monobdsico de potdssio) previstas dos
modelos estdo apresentadas na Tabela 4. Experimentos foram realizados para verificar as
condicdes Otimas previstas. Os resultados da tensdo superficial, do pH e da salinidade
obtidos experimentalmente confirmam os valores previstos e as efetividades dos modelos.
De acordo com os resultados obtidos, os erros entre os valores calculados e os valores

experimentais obtidos para a tensdo e para a salinidade foram inferiores a 2,2% e no caso
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do pH foram inferiores a 6%. Conclui-se da Tabela 4 que, nas condicdes investigadas nos
ensaios de biodegradacdo de querosene do planejamento experimental, a reducdo da tensao
superficial, a reducdo do pH e o aumento da salinidade (e da concentracdo madssica total)
sdo favorecidos por concentragdes de fosfato monobdsico de amdnio aproximadamente 10

vezes maiores que as concentracdes de sulfato de amonio.

3.3. Ensaios Controle de Biodegradacio de Querosen em Agua do Mar

Para o ensaio com 360 horas de biodegradacdo de querosene em 4gua do mar, em
condicdes otimizadas (AMQ-PC) - consistindo de 4gua do mar, querosene, sais nutrientes
adicionais e indculo (Fig. 3b) - foram realizados os seguintes ensaios controles: AMQ-
CESS - controle abidtico, sem sais nutrientes adicionais, consistindo de dgua do mar e
querosene (Fig. 3a), AMQ-CECS - controle abidtico consistindo de dgua do mar,
querosene e sais nutrientes adicionas (Fig. 3c), ADQ-CESS - controle abiético, sem sais
nutrientes adicionais, consistindo de dgua destilada e querosene (Fig.3d), ADQ-PC —
controle bidtico, consistindo de 4gua destilada, querosene, sais nutrientes adicionais e
inéculo (Fig. 3e) e ADQ-CECS - controle abiético, consistindo de dgua destilada,
querosene e sais nutrientes adicionais (Fig. 3f). Os controles sem sais nutrientes adicionais
servem com ponto de referéncia para biodegradacao sob condi¢des sub-6timas (limitacao
de nutrientes). Os controles abioticos servem para medir as perdas abidticas (i.e. perdas
através de volatizacdo e dissolugdo adicional). Os controles usando dgua destilada no lugar
de 4dgua do mar servem para monitorar o efeito da salinidade sobre a biodegradacdo do

querosence.
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Os efeitos da presenca de micro-organismos degradadores de querosene e de sais nutrientes
sdo visiveis nos seis ensaios controles realizados (Fig. 3). Nos ensaios abidticos ADQ-
CESS e ADQ-CECS (Fig. 3d e 3f) ndo ocorreu formacao de emulsdo entre a d4gua destilada
e 0 querosene, mesmo suplementando a dgua destilada com sais de N e P. Se por uma lado,
a observacdo do ensaio abidtico AMQ-CESS (Fig. 3a) sugere que os sais de N e P e outros
sais existentes em baixas concentracdoes na dgua do mar favorecem a formacdo de
emulsdes do tipo dgua do mar-em-querosene, por outro lado, a observacdo do ensaio
abidtico AMQ-CECS (Fig.3c) sugere que a suplementacido adequada de sais de N e P aos
sais existentes na dgua do mar, favorece a formacao tanto de emulsdo do tipo dgua do
mar-em-querosene quanto de emulsido do tipo querosene-em-agua do mar. Finalmente, a
observacdo dos ensaios bidticos AMQ-PC e ADQ-PC (Fig. 3b e 3e) sugere que a
utilizacdo de concentragdes iniciais adequadas de indculo, a suplementagdo adequada de
sais de Ne P -a 4gua do mar ou dgua destilada - e a formacdo tanto de emulsdo do
tipo dgua do mar-em-querosene quanto do tipo querosene-em-dgua do mar favorecem a
adaptacdo de C. lipolytica UCP 0988 em condi¢des extremas de pH e salinidade e
facilitam a utilizacdo de querosene e a producdo de emulsificantes e surfactantes pela

levedura.

3.4 Perfis Cinéticos de diferentes expressoes de biodegradacdo de querosene em condigdes

otimizadas

Na figura 4 encontram-se ilustrados os perfis cinéticos de tensdo superficial, pH,

salinidade e concentracdo madssica (microbiana ou quimica) determinados em condig¢des
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otimizadas. A concentracdao da biomassa foi obtida como a diferenca entre a concentragao
madssica total do ensaio bidtico AMQ_PC e a concentracdo madssica de ensaio controle
abidtico (AMQ_CECS). Os perfis cinéticos da Fig. 4a sugerem que, inicialmente,
biossurfactante € produzido como metabdlito primério — com reducdes de tensdo superficial
e pH — acompanhando a formacdo de biomassa (cinética associada ao crescimento) e
indiretamente a degradacido de querosene em dgua do mar por C.lipolytica UCP 0988. De
acordo com Rigas et al. (2005), a redug@o do pH € uma caracteristica biologica de fungos
como um esfor¢co para favorecer a oxidacdo catalitica de substratos e como uma reagao ao
estresse ambiental causado pela presenca de compostos téxicos. O aumento da tensio
superficial e do pH, apés 96 h, indicam a inibicdo de producdo de biossurfactante,

provavelmente devido a producdo de metabdlitos secundarios.

A levedura pode tolerar niveis elevados de salinidade sob condi¢cdes de alta alcalinidade e
alto teor de querosene durante 360 h. Os resultados sugerem que o nivel de salinidade que
pode ser tolerado por C.lipolytica UCP 0988 em 4gua do mar dependerd ndo apenas da
concentragdo inicial e da distribuicdo dos sais nutrientes na dgua do mar, mas também
dependerd das concentragdes e distribuicdes de indculo, querosene e fons de hidrogénio

(pH) na dgua do mar.

Conclusao

A levedura C. lipolytica UCP 0988 mostrou ser capaz de crescer em adgua do mar usando
querosene como Unica fonte de carbono e de produzir bioemulsificantes/biossurfactantes

em condi¢des extremas de estresse salino e alcalino. Metodologia baseada em Superficie de
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Resposta mostrou ser uma abordagem util para modelagem e otimizacdo de tensdao
superficial, pH e salinidade em processo de degradacdo microbiana de querosene em agua
do mar. A levedura halo-alcéli-tolerante C.lipolytica UCP (0988 e seus bioprodutos
(bioemulsificantes/biossurfactantes) podem ser fteis para pesquisas tedricas e
experimentais sobre mecanismos de multipla tolerdncia e biorremediacdo de petrdleo e

derivados em 4gua do mar hipersalina e extremamente alcalina.
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Tabela 1 - Niveis e intervalos experimentais das varidveis independentes do planejamento

composto central

Varidvel Niveis
independente -1.41 -1 0 1 1.41
(NH4),SOs4 (g/L) 1.554 1.8 24 3.0 3.246

KH,PO, (g/L) 23.995 24.2 24.7 25.2 25.405




69

Tabela 2 - Matriz das varidveis independentes do planejamento composto central com os

resultados experimentais correspondentes para as varidveis resposta com 360h

Ensaios | (NH4).SO4  KH,PO, | pH ApH Sal ASal CMT TS ATS EAM EAH
(€19) (gh) (%) (%o0) (%) (gl (mN/m) (%) (UEA)  (UEA)
1 1.8 242 12.88 220 | 9500 1.06 37.70 39.50 -2.95 5.82 1.23
2 3.0 242 1276~ -2.00 | 90.00  0.00 33.32 41.20 -1.20 4.76 4.93
3 1.8 252 12.85 -191 | 9500 5.56 47.50 39.40 -2.48 0.69 2.05
4 3.0 252 1248 -1.73 | 9500 2.15 42.30 38.20 -4.98 6.00 5.36
5 1.554 24.7 12.9 -220 | 95.00 1.06 40.78 37.60 -0.27 5.35 3.08
6 3.246 24.7 1253 287 | 9500 0.00 53.62 38.20 -1.29 4.93 4.99
7 24 23.995 12.86 -2.13 | 93.00 -2.11 46.36 40.90 12.67 6.00 1.96
8 24 25.405 1261  -3.07 | 95.00 0.00 51.20 38.30 -13.93 6.00 3.30
9 24 24.7 1256 087 | 95.00 4.40 45.04 35.30 0.28 4.89 2.30
10 24 24.7 1255 -339 | 96.00 2.13 49.44 36.30 -9.93 4.89 1.00
11 2.4 24.7 1263 285 | 9500 3.26 42.96 37.10 -5.36 5.18 3.19
MPC 2.4 24.7 12.58 237 | 9533 326 45.81 36.23 -4.99 4.99 2.88
DPPC 0.0 0.0 0.04 1.33 0.58 1.13 3.31 0.90 5.11 0.17 1.93

(NH4),SOy4 - Sulfato de Aménio KH,PO,- Fosfato Monobdsico de Potdssio pH - Potencial Hidrogeniénico A- Mudanca em Sal
— Salinidade TS — Tensdo Superficial CMT - Concentracdo Madssica Total AEM, AEH - Atividade de Emulsificagfio para
emulsdes dgua em Oleo de milho e d4gua em n-hexadecano MPC-Média do Ponto Central DPPC- Desvio Padrio do Ponto
Central
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Tabela 3 -Resultados de Andlises de Variancias para o planejamento Composto Central

Resposta  Fpoa  Fran  Pam Pran Froa/Fiav  Fean/Fras R? Rﬁd j. VE Cv
?1 9.95 0.56 0.0123824  0.6922496 1.97 19.16 0.9087 0.8173 0.9562 0.0058
?2 52.86 0.17 0.0002502 0.9106616  10.47 0.01 09814 09629 0.9962 0.0016
?3 3.89 4.80 0.0812558 0.1771603  0.77 0.25 0.7954 05908 0.8157 0.0020
?4 0.39 7.15 0.836246 0.1251381 0.08 0.37 0.2818  0.000 0.3001  0.0092

Y,-Tensio Superficial ¥,-pH Y;-Salinidade ¥,- Concentragio Massica Total Fiyog-Valor F do Modelo Frax- Valor F da Falta de
Ajuste Fran/Frag-Relagio Valor F do Modelo/Valor F da Falta de Ajuste R? - Coeficiente de Determinagio RZ, j.- Coeficiente de

Determinagdo Ajustado VE-Variabilidade Explicada CV-Coeficiente de Variag¢do
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Tabela 4 — Valores criticos (mdximo ou minimo) das varidveis respostas previstas pelos
modelos polinomiais quadréticos e as correspondentes concentracdes 6timas de sulfato de

amonio e de fosfato monobdsico de potdssio

Varidvel Resposta \//a_lores Yal_lores Desvi_o Composicio Otima Prevista
SR Otimos Otimos Relativo
Previstos Experimental (%) X;: (NH4)SO4 X,: KH,PO,
(/L) &L
Y, : TensdoSuperficial (mN/m)  36.13536 35.36+0.37 2.19 2.39791 24.81136
7, : pH 12.45478 13.24+0.93 5.93 3.18901 25.20270

¥, : Salinidade (%o) 95.59697 97.67£3.29 2.12 2.13647 24.82548
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Legendas das Figuras

Fig.1. Perfis cinéticos de tensdo superficial, pH, salinidade e concentracdo mdssica total
para os 8 ensaios (® Ensaio 1, o Ensaio 2, ¥ Ensaio 3, A Ensaio 4, m Ensaio 5, 0 Ensaio
6, ¢ Ensaio 7 ¢ ¢ Ensaio 8) e a média da triplicata do ponto central (A Média dos

Ensaios 9, 10 e 11) do planejamento central composto.

Fig.2. Graficos de Superficies de Resposta mostrando - com 360 h- os efeitos das
concentragdes de sulfato de amdnio e fosfato monobdsico de potdssio sobre: (a) Tensdo

Superficial, (b) pH, (c) Salinidade e (d) Concentragao Massica Total.

Fig.3. Biodegradagao de Querosene em Agua do Mar com 360 h: (a) AMQ-CESS- controle
abidtico, sem sais nutrientes adicionais, consistindo de dgua do mar e querosene, (b)
AMQ-PC- ensaio bidtico, realizado em condi¢cdes otimizadas, consistindo de indculo,
dgua do mar, querosene e sais nutrientes adicionais, (¢) AMQ-CECS- controle abidtico
consistindo de dgua do mar, querosene e sais nutrientes adicionais, (d) ADQ-CESS-
controle abidtico, sem sais nutrientes adicionais, consistindo de dgua destilada e
querosene, €) ADQ-PC controle bidtico, consistindo de indculo, dgua destilada, querosene
e sais nutrientes adicionais e (f) ADQ-CECS- controle abidtico consistindo de dgua

destilada, querosene e sais nutrientes adicionais.

Fig.4. Biodegradacdo de Querosene em Agua do Mar: (a) Perfis cinéticos do pH (0), da
tensao superficial (A), da salinidade (0) e da concentragdo massica total (©) para o ensaio
realizado em condi¢des otimizadas (AMQ-PC), (b) Perfil cinético da tensdo superficial (A),
pH (0), salinidade (0) e concentragdo massica total (0) para o controle estéril consistindo

de 4gua do mar, querosene e sais nutrientes adicionais (AMQ-CECS).
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Consideragoes Finais

e A levedura Candida lipolytica é capaz de degradar querosene em agua do mar
suplementada com sulfato de aménio e fosfato de potassio e produzir BE/BS

com potencial de uso em biorremediacgéo.

e A agua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo € um meio

eficiente e de baixo custo para producao de BE/BS.

e A abordagem baseada em MSR adotada para otimizagao da tenséo superficial,
pH e salinidade do processo de biodegradagdo de querosene e produgao de
BE/BS em agua do mar hipersalina e extremamente alcalina é eficiente,

simples e econdmica.

e Como trabalhos futuros sao sugeridos a realizagdo da purificacdo e
identificacdo dos produtos microbianos e quimicos formados durante a
biodegradacao de querosene por Candida. lipolytica UCP 0988 em agua do
mar hipersalina e extremamente alcalina e a aplicagdo de redes neurais
artificiais para modelar o processo de biodegradacdo de querosene por

Candida lipolytica UCP 0988 em agua do mar.
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biclogical waste treatment, bioenergy, biotransformations and bioesounte systems analyss, and
technologies Eeocisted with conversion or produdion.

Topecs incuds;

= Bigfuels: lquid and gaseous bofusls preduction, modeling and economics

= Bioprocesses and bioproducts: biocatatysis and fermentstions

= Blomass and feedstocks wblization: biocormversion of agro-industrisal residues

» Ervironmental protection: bickogicsl washs trestmant

= Thermmochemical conversion of Bomass: combustion, pyrolysis, gasificeton, catalysis

For mare detslis, euthors should consult the Subjecs Classifications in the Guide for Authors.

The journsl doss nob consider eriices dealing with cop cultivation, bresding and Bgronomy,
plant extracts and enzymes, composibes, marne organisms (except microbrgansms and algae for
bioprocesses), sail and air pollution, and paformance of fuel combustion in engines,

af
When submitting & manuserpt to the journal, authors must chotse ore or more dessifications that
best detonibe thelr manuscript. & st of dasifications can be found here

Swhrmitsion of papers:

Papers from all over the ‘Waorld: Flease s Bsevier's online submission system to submit to the
jourmal. The direct link I8 hidpo) fees alseviercomy'bite)

Caovering [eker to the aditor

When submitting the manuseript, It B mandeatony to inciude a covering letter to the aditorn, The coverdng
IEEEr misst state:

1) Subject Cassification selscted from the Bt (cee guide for authars and select the most suftable
OHE OHLYY.

3] Thataaﬂumr:l- mutusdly sgrae thet it should be submithed to BITE

{37 It = the originad work of the suthors.

{4) That the manuscript was not previousy submitted o BITE.

5] State the nowelty in resulisffindings, or significance of results.

T of contribubtions: Origlnal retesrch papes, review Brticles, case studieds, short commumicetions,
book meviews. Review aroides would be generally sﬂdﬂhﬁtuﬂﬂ:ﬁmﬂ-mﬁ.w
thege can b contribubed by others also. In this case authors must consult the editor by sending the
extended surmmary (300400 words), outline and the list of publications of authors on the opic.

BEFORE YOU BEGIN

Ethics in pobllshilug

For Information on Ethics i publishing snd Ethical guidelines for |ournal publicabion see
hittp: f Meewrw. el sevien omy/ publishongethe= and hittp:fSwweelsevien oomfethicalguidelines.

Carflict of interast

Al Buthors are requested b discloss any actus! or potential conflict of interest Induding &y Arandal,
personal or other relationships with othéer people or onganizetions within thres years of beginning the
submitted work that could Ineppropristely influence; or be percelved to influence, thedr work. See
also brttp s fwww, ol Ssevieccormy oorflbcbelfinte nesst.
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Submriugion declarsiion and verficablan

Submssion of an srtche implies that the work described has not been publEhed previously [Exce
in the form of an sbsiract or &5 part of & published lectine or academic thesis), thet it
under corsideration for publicetion elsewhers, that s publication & approved by &1 authors
tacitly or esplictly by the responsible euthorities where the work was carred out, and that,
If sooeptesd, it will not be published elsswhare in the same form, in English or in any other
languapge, induding electronically without the writben consent of the copyright-holder. To werlfy
originality, your artide mey ba checked by the orginality detection softwam [Thenticste. Sea alsn
Fretpsf Ferwen il Savier comyfedibors) plieg detect.

Changes fo sulhorship

This palicy concerns the addition, deletion, or reerengement of suthor names in the authorship
accepbed manusceriphs:

Before the acoepted manuscaripd & published in an onling Ssue: Reguests to 8dd or remaowve an author,
ar to rearrange the author names, must be sent bo the Journal Manager from the correspending author
of the septed manuscript and must include: (&) the reason the name should be added or ramowed,
or the author nanss rearranged and (b) writken confirmation (e-mail, f&, letter) from all suthors that
they agres with the addition, removal or rearrangement. In the case of sddition or rermowal of suthons,
this indudes confirmation from the author being Bdded or removed. Bequests thet are not sent by
the cormesponding suthor will be forwarded by the Jowrnal Manager to the cormespanding author, who
=t follow the procedure 25 described above. Mote that: (1) Journal Managers will inform the Jourmal
Editors of any such requests and (2] publication of the accepbed manuscript in 8n online e
suspended until authorship has bean agresd.

Afer Hwe soceptied mdnpsoripd & puiisfed in 80 onine keeue: Ay reduests to add, delete, or rearrange
authar names in an artide poblished in &0 online S2ue will follow the same policles a5 nobted above
and result in & comigendum.

Coapryright

ipon acoeptance of an artida, authors will be atked to complete 8 Journal Publishing Agresment’ {for
mgre information on this and copyright See Itpcffvweest dseviercom)/copyright]. Acceptance of the
agreament will ensure the widest possible desemination of information. &n e-mail will be sent to
thie comesponding suthor confirming meceipt of the manuscript together with & Jowmal Publishing

form or & link to the onilee: version of this

Subscribérs may reproduoe tables af contents or prépan: lists of artickes Including sbstracts for intermsl
circulation within thedr institutions. Permission of the Publisher |5 requined for resssé or distribution
outside the instfution and for &l other derivative works, Including compliations and transiabions
(plesme consulk hits: [/ vww elseer com/ permissions], IF exoerpts from other copyrighted works are
included, the suthor(s) must obtan written permission from the copyright owmners and credit tha
source(s] in the article. Elsevier has preprinted Fomms for use by authors in these casel: please consult
Bty P el sevien comy permissions.

Aefzined suthar righls
h= an author you {or your employer or instituthon) retsin certain rghts; for detads vou are refermad
to: Wttpdff wieew, elseviec comy authorsrights.

Rade of thee fending source

You sni requested to identify who provided finandal support for the onduct of the research andfor
preparation of the srticie gnd to briefly describe the role of the Spormon(s], IF army, in study design; in
the mllecticn, analysis and imterpretation of data; in the writing of the neport; and in the dedsion to
submit the artide for publication. IF the funding sources) had no such nvelvement then this should
b skabed] . Plepse see Rttn:/ fawiwelseviar comunding.

Fornding oy agreemeants and polficias

Elsavier has established agreements and developed palicies to aliow suthors whoses articles sppear in
journals published by Elsavier, to comply with patential manuseript anchiving requinerments as specfied
as conditions of their grant awards. To lsarn more Bbout axisting agreameants and polides plesse visst
Pt Pl sevlan comuFundingbodles.

ﬂpi"l‘h‘.‘l‘it’ﬂ!

This journal offers you the option of making your article freety avalsble to all vis the ScienceDirect
pletfarm. To prevent ary conflict of interest, you can only make this choio: after receiving notification
thet your Brticle has besn accepted for publication, The fee of 3,000 exdudes taxes and other
pertentisEl suthor feed Soch u:n&nrﬁwqu-lnmmucuq Institutions arsf FLI'I.I!:h'Iq bodies have
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enteéred iito egreement with Elsevier to meet these fees on behall of thelr suthors, Details of these
ppgnmmeants are vallable at bitpfwws dsevier comfundingbodies. Suthors of accepted artices,
who wish to teke advantage of this option, should complete and submit the order form (available a2
hittp:  Mewn el sevier menflocetefopenacoessform. pdl). Wheabever aooess opbion you choose, you netsin
marny dghts &5 &n author, inchuding the right to pest & revised personal version of your srticle en your
own webisite. More Iformation can be found here: REts ! Seww alseviencomfauthomrights .

Language snd [Bngusge sacyices

Plaase write your bext In good Engish [American or Britich usage & accepbed, but not a mixture
of these). The Editors suggest awoidance of u=age of first person (we, us, our) in the text
huthors who require information about language sditing ard copyediting services pre- and post-
submission please visit httge/ favw slseviercomTanguapesditing o our customer Support sibe &t
hittp:ffepimpont elieyiarcom for mom information.

Please note thet poor language may cause the mjection of the manuscript,

Submissnag

Submi=sion to this journal procesds totally anling and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The System automnatically coments source files o & single PDF file of tha
HI"I:lI':l-lr which = esed in the peer-reevios procegn. Piease note that awven H'II!II'#"I manuseript souree
File=s Ere cormverted to PDF files 8t submdEsion for the mﬂmprm,mztmmum:mﬁuﬂh-

further processing after scceptance, Ml correspondence, including notification of the Editor's decision
and reguests for revision, takes place by e-mall remendng the need for a paper trail.

Subrmil your artide

Meaze submit your article s hitpe /) ses s seviercom/inte

Dafermm
mmmnﬂiﬂmmﬁmmhmlhﬂlﬂHHMEMHHMHEM

refeness. Nabe that the editor retains the sole dght to decde whether or nat the supgested meviewers
are usesd.

The Executive Edibor first evaluates & mamescrpts on bechnical aspacts such a8 compliance b the
Guide For Authors, quelity of gremmar or English language. Revision can be requested. Manuscripts
arcepted at this stage are passed to the kandling editor who can also reject on the basis of insufficent
ariginedity, serious sclentific flaws, or because the work 15 considered outside the aims &hd soope
of the journel. Those thet meat the minimum criteris sme pessed on o experts for revies. Referees
advize the aditor, who is responsible for the final dedsion to sccept or reject the article. Please note:
Ay Editar's. dectsion 1S final

sanuscripts previously rejected By the Journal will not be re-considened by the Editors, and thersfore
will e e jercted without review.

PREPARATION

Manusoript Preparadion
MHm-mtntFulln-ﬁ puide far authors strictly, failing which the manuscripts woold be rejected without
review. Editors neferve the right to adjust the style to certain standends of uniformiby

Crclve!

Follow this order when typing manuscripes; Tite, Authors, Affllstions, Abstrac, Keywords,
Introduction, Meterials and Methods, Resuls sod Discussion, Conchsions, Acknowledperments,
Amferences, Figure Captions, Tables and Figures. The cormesponding author shauld be dentfied with
an asterisk and foctnote, All other footnotes (except for table footnotes) should be avoided. Collate
ﬂ'l‘.'lﬂ'll:rl'ﬂll:l:m‘lﬂ'ﬂ_'- i A sEparate Section &t the and of the articde and do nat include tham on the title
page, &5 & foatrobs to the Htle or otherwise.

Test Layoud:
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Use double spadng and wide {1 em) margins on white paper, (Avoid Full justification, Le., do not use
a constant right-hesnd margin.} Ensure that esch new paragreph & desdy Indicsted. Present tables
and figure legends on separate pages at the end of the manuscript. IF possible, consult & recent lgsue
of the journal to become familiar with layout and corventions. Number all pages consecutively, use
12 pt font sire and stendand fonbs.

Page langth: Maximum pege length should ba 15, 15 and 40 pages for Short Communication,
Original artichefcase study and review paper, Including text, references, tables and figures, Each figure
ared tabls must be put separstely on a single pege.

Uge o wordproceassiig sofhees e

It |s importent that the file ba saved In the native format of the wordprocessor wsed. The text showld
be In sngle-column fermat. Kesp the layout of Bhe text &2 simples &5 possible. Most fermatting codes
nﬂhmhmﬂaMmﬂudmpwwﬂmarﬂahﬁnWaqdﬁﬂ&hwu
options ko fustfy text or b hyphenate words. However, oo ose bold face, malics, subscriphs,
superscripts etc. When preparing tebles I you &re using & table grid, use only one grid for each
individual table srd not & grid for each row. 1IF o grid 9 used, uvse tabs, ot speoed, to align oolumng.
The slectronic text should be prepsred in & way wery similsr to that of onventional manuscrpts
(Ses ag the Guide to Publishing with Elsevier: hitpffweselsevien comguidepuliication]). Mot thist
snuree files of figures, tables and text graphics will be reguired whether or not you embed your figures
in the text Ses glso the ssction ofn Bledrmonic arbwork.

Tn&m:tummy BT Fou are ﬂh"l.‘mlﬂ'l' e to wse the 'spell-cheack” and rIjI'H:I'l"lI'I1.H'h|ﬂ'|-|!'l'.'h:"
Wlﬂmm

LaTaX

If the LaTeX fle is suitable, proofs will be producsd without redoeying the text. The artide shouid
preferabdy be written using Elsevier's document dass “slsarticle’, or slternatvely any of the ather
I'H!I:Iﬂl"ll.tﬂﬂ dasses ared fomat= !ﬂ.lp{l‘.'lﬂ:!d in Elgewar's electronic submissions Sym=hem, far Further
i Btioin dee hitn: ffwvwat e comfwis find suthorswie. ELdJﬂr.*..l"I:l:::t—uE:-u-upp:rtcd

Thex Elgender ‘elsarticle’ LaTeX styha file package (including detailed instructions for LaTeX preparstion )
can be obtained from the Quickgulde: hetp: )/ Paww eldedercomfatex. It oonelsts of the fle:

alsadicle.ds, complete wser documentation for the class fils, bibliographic style fles in varous styles,
and tamplete files for 8 guick skart.

Artiche sfructirs

Sutwfivisian - fawrnbered secticos

Oivide your article ints dearly defined and numbersd sections. Sulsections should be numbensd
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ..}, 1.2, et {the sbstract (= not Included in section numbering). Use this
numbering also for intemal cress-referending; do nok just refer to the test’. Any subsection may be
gheen & brief heading. Each hasding should appear on ks own separate line.

Introduction

State the objecthves of the work and provide an adeqguate background, avolding & detasilsd literaturs
surwey or B surnmary of Hhe resuits,

Materal and methods
Provide suffident detail to allow the work to be reproduced. Methods siresdy published should be
Indicated by a refersdice; only eavant modfications shoudd be described.

Exparimental
Provide sufficient detail to aliow the work to be reproduced. Methods siresdy published should be
indicated by a meferences: only elevant modfications should be described,

Theory/calculation

& Thegry sectian should extend, not repest, the backgmound o the article alresdy dealt with in the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrest, a Celaudation section represents &
practical development from & theoretical basis.

Resuits and Discussion

Resuits should be desr and conclse, and be part of & single section, discussing the significance of
the results af the work, nok repest thern, Extensive dbstion and discussion of the published lterature
should be evoided,
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Coanclusiors
The man condssons dréwn from results should be presented in & Short Condusions Sectian
{manirmum 100 wands).

dAppenmiices

I there is mare than one appendix, they should be identifed as 8, B, stc. Forrmulae and equabons in
appendics should be given séparate numberng: Bj. (A1), Bg. [A.2), &b ; in 8 Subsequent appendis,
Eq. {B.1) and o on. Similardy for tables and figures: Table &.1; Fig. AL, etc

Exzantial titfe page informadion

a Titla. Concise and informative. Ties sre often uSed in Informeation-retriaval systems. dvoid
abbresiations snd formulae whene postibie.

= Author navnes and affiiatifons. Where the family name mey be embiguous [e.g., & double
namae), plesse rdicabe this desrly. Present the authors” affilisbion sddresses {when: the actusl work
was done) below the rames. Indicate &8 affiliators with & kwer-cise superoript letter imrmedistely
after the authar's neme and in front of the appropriste address. Provide the full posts sddress of
eech afillation, including the country name and, If svattable, the e-mail address of sach author

= Correspomnding avthor. Clesdy Indicste who will handle comespondence at &l $tages of referseing
and publication, slso post-publicstion. Ensure that telephone and fax numbers [with country
and area code) are provided in addition to the &mail address and the complete postal
addries=s. Contact detalls must be kept up to date by the corresponding author.

= Presant/penmanent addres<, If an authar has moved sinoe the work described in the article
was done, or was visiting at the time, & Present sddress’ (or 'Permanent address’) may be indicated
&5 3 footnote to that author's neme. The eddregs &t which the author actisally did the work must ba
reteimed as the maln, affillstion address. Superacript Arabic numearsts are wsed for such footnokess.

Absiract
A concise and factual abetract is required, Esch paper should be provided with an abstract of sbout
100-150 words. The shetract should state briefly the purpase of the research, the principsl resuits
and major onchusions. An abstract s often presented seperateby from the srticle, 5o it must be able
ta stand alane. For this resson, References should be avoided, but If essertial, then cite the author(s)
ard year{s), dlso, non-standard or uncommon ebbreviations should be eepided, but if essential they
st be defined 22 ther At mention in the abstract (el

Graphical absiract

& Graphicsl absiract & optionad and should summenze the conbents of the afticle in 8 concise, plotors
form designed to capture the sttention of & wide medership online. Authors must provide Imeges
that desrfy represent the work described in the article. Graphica! abstracts should be submitted &< a
separate file in the onling submission systam. Image simm: Please provide an image with @ minimum
of 531 = 1328 povels (h & w) or proportionally more. The image should be meadeble ot & size oF 5 &
13 om using & reguler screen réesclution of 96 dpl. Preferred fie bypes: TIFF, EFS, PDF or MS Office
flex, See hitp: /i wew elsevieroomgraphicalabstracts for exBmples.,

Authies can make use of Eleviecss hetration snd Enhancisnent Service to ensurme the best
presentation of their images also In socordance with all technical requirements: [lustration Senvioe.

Migfiigfris

Highlightz are mandatory for this journal. They corsst of & short alledion of bullet poinés that conwey
the come findings of the &ticle and should be submitted in & separate file in the online submisgion
systern. Plesse gse "Highlights" in the file name and indude 3 to § budlst points (mesimuom BS
cherackers, induding spaces, par bullet point). See Fip o waw. alieienomyhighligh s for examples.

My s

Immediately after the abstract; provide 8 maximum of & keywords to Be induded in an article, using
American spelling and aeciding general and plursd berms and mulbple concepts (vold, for example,
"and®, "of"). B sparing with abbrevistions: only ebbrevistions frmily established in the fAeld may be
eligible. These keywards will be used for indexing purposes.

Abbreviglions

Define sbbreviatiors that are not standend in this Geld in & footnote o be placed on the first pege
of the rticde. Such abbrevistion: that Bre ungvoidable n the sbstract must be defined at their first
mertion there, a5 well &5 in the footnote. Engure cnslstancy of abbméviations throughout the artice.
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Ak o wled g ks
Collabe scknowiadperments in a separate saction st the end of the artide before the refierences and do
not, thenefore, Include them on the Hile page, & & footnote 1o tha il or otherwise. LSt here thode

individuals whe provided heip during the research (e.g., providing language help, writing assstance
ar proof reading the artiche, ste.).

Lhrrit
Follow internationally sccepted rules @nhd conventions: use the international systerm of unis (S1). I
ather units ane meéntioned, please ghve thelr egquivalent in 5L

Math Farrulse

Present simple formulse in the ling of normal text where possible and wse the solidus () instead of
a horizonkal line for small fractional terms, e.g., XM In prnciple, varfables are to be presanted in
iialics. Powers of & Bre often mone corveniently denated by exp. Nurnber consscutively any egquations
that have o be deplayed separatily from the text [if referred to explicitdy in the text),

Foofnofas

Footnotes should be used sparingly, Mumber them consecutieely throughout the srticde, wsing
superseript Arabic numbsesrs. Many wordproosisors bulld footnobes into the bewt, and this feature may
be used. Should this not be the case, Indicste the position of footnobes tn the text and present tha
foctnotes themaelves separately &t the end of the srticle, Do not indude feotnoted n the Referenos
list,

Tabde footnotes

Indicate sach footnote in & table with a8 superscript lowercase kfer

Arfwark

Electrovic artwork

Ganeral paints

a Mk sune you use uniform lettering snd sizing of your arginal artwork.
= Save bext 0 illitrations &5 “graphlcs” or enclose the font.

= Dnly use the followdng fonts in your lhestratiors: Aral, Courker, Times, Symbal.
= fumber the |[Bustrations sooording to thisir Sequenae in the bet.

» Lise B logical neming carmvention far your artwork files,

= Prowvide captions to lllustrations separately.

= Produce [msgeds naar to the desired size of the printed version.,

= Submit each figure as & separate file.

& detalled guide on electronic artwork is avallabie on our websibe:

kg Mervew, elsevien omfartwarkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.

Farmals

Regardless of the application used, when your electronic artwork |8 finalised, plesse 'save as' or

carmert e Images to one of the following formats (note the resciution requiremant for line drawings,
&hd lirefhalftone comblnations given below)!

EPS: Visttor drasings, Bmbed the font or Save the text as ‘graphis’,

TIFF: Color or grayscate photographs (halfiones]: alweys use a minimum af 300 dpl.

TIFF: Bitrmapped fine drewiogs: usa & minimuerm of 1000 dpl.

TIFF: Combinstions bitrmapped Rrnefhalf-tone (color o grayscala}: a minimum of 500 dpl S required.

If your elactronic sriwork |5 crested in 8 Microsaft Office applicetion (Word, PowerPoing, Evcel) then

pleasa supply =5 19,

Plasse do not:

= Supply Ales that are optimised for screen use (a.g, GIF, BMP, PLCT, WPG); the nesslution IS too low;

= Supply files thit are too low In resolution;

= Subinit graphics that are disproportionately larpe for the content,

Covar anbeeork

Please make sung that artwork files are 0 &h acoeptable forrmat [TIFF, EPS or ME Offios files) and with
the cormect resaluticn, I together with your accepted article, you submit usabie oolor figunes then
Elsérvier will snsure, &t no additional charga, that these fgures will eppear in oolor on the Web (eg.,
Soencelirect and other Sibes) regardléess of whether or not these illustrétions are reproduced In mior
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
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the costs from Elsevier after recelpt of your accepted article. Pleate indicete your prefirences
for cotor: b print or an the Web ondy, For further mformation on the pregaration of slectnonic artwark,
plesse see bp s/ hasaw, elseviecoom/arbworkimetructiong.

Please nobe: Bacause of tehnicel cormplications which can arse by momerting color Rigunes, o “gray
scale’ (for the printed version should you ot opt for colar in print) plesse submd @ addition wable
black &nd white versions af all the colar iustrations,

Figure captions

Ensure that each illustration has a cephion. Supply captions separately, mot attached to the figum.
& caption should comprise a brief title {mot on the Bgure i=elf) and & description of the Bustration.
Eeen bext o the llustrations them=alves to & mindmum but explain & Symbols and abbrevations
usest. Nobe that the maamom number of Agures slicwed for Original articde, case study, and mevies
papers £ 6, Multiple figures can be axpressad &5 one figurs (for &.g. 18, 1b, Lc etc...), while retaining
the manirnum limit of & The Joumal discourages publication of simple ane line graphsfigunes, patbern
Figures, conventional spactra (X-riy, FTIR, UV, NMA, etc) and SEM photographs of & routine nature.

Tekies

Humber tables consecutively in acoondance with thelr sppesrance in the ted. Place footnotes to
tabdes belpw the table body and indicate them with Supericript lowercete letiers. Avold vertical
rules. Be sparing in the u=e of table< and ensure that the deta pregented (0 tables do hot duplicate
results described eewhers in the artide. Mote thet the madmom nuomber of figures allowed for
Original article, cese tudy, and mevies papers is £, The lsumal discourages pubilication of dmple ane
pararmeter tables; such informetion should be preferably describeed in the baxt e,

RefEreices

Eaximurn 20, 35 and 75 refensices for short mmmunication; original resessch pipen’case study and
reviEw pEpErS, nspectvely,

Citation in et

Plaase ensure that every reference cied 0 the text I also present in the reference list {and vice
wirsa). fny references cted in thi abstract must be gheen in full. Unpublished mesults end persaned
commitnications ane fok recommended i the nefenenos lisk, but may be mentioned In the bext, IF these
references are included in the ndference list they should foflow the standend referenos sbyde of the
journal sad should indode & substitution of the publicetion dabe with ather "Linpublished resoits’ or
Personad cormmuniceton’. Chation of a referemnce as 'In pres=’ implies that the bem hes been sooephed
fior publication.

Weth refarerhoes

Az & mindmum, the full AL should be glven and the date when the reference was (a5t soceszed. Any
further informaticn, ¥ xnown (D01, suvthor rames, dstes, reference to 8 source publication, e},
shouild s be given. Web references can be listed separstely (e.g., after the reférenos list) under &
differert heading If dasired, or can be induded in the reference s

Rafereices & a special letie
Please ermune that the words ths issue' are added to any referencs 0 the list (and any citstions in
thex teat) b other Brticlés In the ame Special [LSue

RefErevicoe

Text: All citation= In the text should refer ba:

1. Single avthor: the suthor's narme (without Initals, whless there ik ambiguity] and the year of
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Abstract

There are relatively few reports in the literature about hydrocarbon degradation in seawater
by haloalkalitolerant microorganisms. In this work, kerosene biodegradation and
bioemulsifiers/biosurfactants (BE/BS) production by Candida lipolytica UCP 0988 in
hypersaline and extremely alkaline seawater, supplemented with nitrogen and phosphorus
sources was investigated. Response surface methodology was applied to evaluate the effect
of variables namely ammonium sulfate and potassium phosphate monobasic on the increase
of biomass concentration, surface tension, pH e salinity. High correlation coefficients for
the models of surface tension, pH and salinity (respectively equal to 91 %, 98% and 80% )
and low p values (less than 0.05 for surface tension and pH and less than 0.10 for salinity)
demonstrate the significance of the regression equations. The closeness of the experimental
results and model predictions (relative deviations less than 2 % for surface tension and

salinity and less than 6 % for pH ) show the reliability of the models.

Keywords: Response Surface Methodology, biodegradation, kerosene, biosurfactant,

extremotolerance.
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1. Introduction

Kerosene is one of the most commonly spilled petroleum products in the environment. It
contains paraffins (alkanes), cycloparaffins (cycloalkanes), aromatics and olefines (Irwin et
al., 1997). Its spill could cause potential acute toxicity to both aquatic and terrestrial life as
well as inhalation hazards (Saratale et al. 2007). Despite technology advances, accidental
spills of crude oil and its refined products occur frequently during extraction, storage,

transportation, distribution, and refining process (Banipal et al., 2003).

Natural bioremediation of oceans and seas contaminated by hydrocarbons is generally a
very slow process. Attempts to clean up oil spills with the aid of microorganisms should
take into consideration the nutritional deficiencies of sea water. It is well established that
the availability of nitrogen and phosphorus limits the microbial degradation of
hydrocarbons in seawater (Agarry et al., 2010). The effectiveness of bioremediation is
often a function of the microbial population and how they can be enriched and maintained

in an environment (Boopathy, 2000).

The ascomycetus yeast Yarrowia lipolytica is one of the more intensively studied "non-
conventional” species. The species was originality classified as a Candida, since no
sexual state had been described. The perfect form was reclassified first as Endomycopsis
lipolytica, then as Saccharomycopsis lipolytica and finaly as Yarrowia lipolytica.
Y.lipolytica is not only of interest for fundamental research, but also for

biotechnological applications. It secretes several metabolites in large amounts (i.e.
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organics acids, extracellular proteins) and the tools are available for overproduction and
secretion of foreign proteins (Barth and Gaillardin, 1997). The ability of many species of Y.
lipolytica in degradation a variety of organic compounds, including aliphatic and aromatic
hydrocarbons, is often accompanied by biosurfactants production (Coelho et al 2010). Y.
lipolytica is one of the well reported yeast for production of lipid—carbohydrate—protein
based bioemulsifiers (Sapute et al., 2010). Salt tolerant strains of Y. lipolytica have been
isolated from hypersaline and marine locations implicating that this fungus may be playing

a significant role in such environments (Kim et al. 2007, Zinjarde et al., 2008).

The growth of microorganisms on hydrocarbons is often accompanied by the emulsification
of the insoluble carbon source in the culture medium. In most cases, this has been due to
the production of extracellular emulsifying agents or biosurfactants (Parra, 1990).
Generally, surface-active compounds may influence hydrocarbon biodegradation by
increasing the solubility of hydrocarbons or they may interfere with the cell walls of
microorganisms (Chrzanowski et al., 2006). The formation of emulsions through the
microbial production and release of biosurfactants is an important process in the uptake of
hydrocarbons by bacteria and fungi (Wongsa et al., 2004). Addition of biosurfactants
increases the availability of long chain hydrocarbons to microbes and renders them more
accessible to microbial enzyme systems for utilization (Atlas and Bartha, 1972; Coelho et
al., 2010). Researches are needed to develop quantitative models that describe the
simultaneous hydrocarbon biodegradation and biosurfactant production processes under a

wide range of environmental conditions.
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Bioremediation technologies can be broadly classified as ex situ and in situ. Ex situ
technologies involve the physical removal of the contaminated material for treatment
process. In contrast, in situ techniques involve treatment of the contaminated material in
place (Akpoveta et al., 2011). In ex-situ bioremediation research program, it is possible to
monitor and significantly increase microbial degradation of crude oil and its refined
products by optimizing conditions such as pH, temperature, nutrients, presence of metals
and toxics, oxygen transfer rates and number and physological state of oil degrading

microbes, among others (Kumar et al., 2011).

The Response Surface Methodology (RSM) based on central composite rotatable design
has been used successfully to model and optimize biodegradation process (Huang et al.,
2008; Mohajeri et al., 2010, Zahed et al, 2010), and bioemulsifier (Albuquerque et al.,
2006) and biosurfactant (Fontes et al., 2010; Kiran et al., 2010) production processes, in
moderate environments. However, there are very few reports on  simultaneous
hydrocarbon biodegradation and biosurfactant production by yeast in extreme conditions

of pH and salinity (Henriques et al., 2011; Silva et al, 2011; Souza et al., 2012).

In developing of ex-siftu bioremediation process, designing and optimization of
biodegradation media is of critical importance. Therefore, in this work the response surface
methodology (RSM) was adopted to investigate the optimal concentrations of ammonium
sulfate and potassium phosphate monobasic that maximize simultaneously the ex-sifu
kerosene biodegradation and bioemulsifiers/biosurfactants (BE/BS) processes by Candida

lipolytica UCP 0988 in hypersaline and extremely alkaline seawater.
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2. Material and Methods

2.1. Microorganism

Candida lipolytica UCP 0998 was obtained from the culture collection of Nucleus of
Research in Environmental Sciences and Biotechnology, Catholic University of
Pernambuco, Brazil, registered in the World Federation of Culture Collection. The
microorganism was maintained at 5 °C on Yeast Mold Agar (YMA) slants containing
(w/v): yeast extract (3g), malt extract (3g), tryptone (5g), D-glucose (10g) and agar (5g),

pHS. Transfers were made to agar slants each month to maintain viability.

2.2. Kerosene

Kerosene purchased from a local Petrobras Distributing Company's (BR) gas
station, in Recife, Pernambuco, Brazil with the specifications: maximum of 0.1% benzen,
minimum of 70% paraffinic hydrocarbons and maximum of olefinic and aromatic

hydrocarbons, respectively equal to 5 and 20%.

2.3. Sea Water

Sea water samples for biodegradation experiments were collected in Suape Harbor (8° 22'

32,42" S; 34° 57" 11,38" W) at 0,5 m depth under the surface of the sea, using 5L plastic

containers, which were prewashed with water, distilled water, as well as with the water
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sample itself. Samples were immediately transported to the laboratory and filtered to
remove suspended solids. Its composition was Ca*™" 0.48%; Mg™ 1.36%; Na" 11.20%, K*
0.55%, CI 20.00%, SO4 3.27%. The salinity, specific gravity, pH and surface tension were

equal to 37%o; 1026 kg/m™, 8.22 and 53.43 mN/m, respectively.

2.4. Analytical determinations

Samples were taken every Oh, 96h and 360 h and pH, salinity, specific density, surface
tension, biomass concentration and emulsification activity were assayed off-line. The pH
was determined by potentiometry. The salinity and the density were determined by
refractometry. The surface tension was determined by the ring method of du Noiiy (Singh
and Cameotra, 2004). Biomass was determined by the extractive-gravimetric method. The
emulsification activity of cell free broth was measured by method of Cirigliano and
Carman (1984). The method defines one unit of emulsification activity (UEA) as the
amount of emulsifier that resulted an emulsion with an absorbance of 1.0 at 540nm. The
residual kerosene was extracted according to Shabir et al. (2008). The degradation percent
was calculated by subtracting the kerosene content of the untreated sample from the
residual kerosene, after dividing by the kerosene of the untreated sample and multiplying
by hundred (Gouda et al., 2007).

2.5 Optimization of Kerosene Biodegradation using Response Surface Methodology

Response Surface Methodology (RSM) approach (Myers et al, 2009) was used to identify

the optimum concentrations of ammonium sulfate and potassium phosphate monobasic
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for a process of kerosene biodegradation by Candida lipolytica UCP 0988 in seawater

hypersaline (salinity greater than 35%o) and extremely alkaline (pH initial 14).

A central composite design (CCD) using these two factors or independent variables was
designed with four linear points, four star points, and three replicates at the center points
leading to 11 runs (Table 1). The initial pH (14), the initial kerosene concentration (30%)
and the initial levels of the independent variables (Table 1) were chosen based on the
results of the previous works carried out by Silva (2011) and Cassimiro Jr. (2012). The
responses variables evaluated were biomass concentration, surface tension and pH after 15
days of biodegradation process and were selected because they are indirect indicator or
expressions of the hydrocarbon biodegradation. Empirical models were obtained relating

the responses variables with the independent variables, according to the equation bellow:

Ve =PBo + 221 BiXi + X1 BuXP + X1 Xia By XiXj+e =123 (D

where Y are the predicted responses variables, X; and X; are the coded independent
variables, By, B;, Pi; and fB;; are the regression coefficients for the intercept, linear ,

quadratic and interaction terms and ¢ is the random error.

The biodegradation media components were weighed according to the CCD
specifications (Table 1). Natural sea water was used as diluent. Kerosene at 30% (v/v) -
sterilized by flowing steam - was used as the sole carbon source and added after

sterilization of the media- by autoclaving at 120°C for 20 minutes. The experiments were
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conducted in Erlenmeyer flasks of 1000 mL - having a working volume of 750 mL -
inoculated with 1.333 g/L. de biomass and incubated on a rotatory shaker at 200 rpm and
28 °C, during 15 days. The initial pH of the media was 14 and was left uncontrolled
throughout the kerosene biodegradation process. Samples were collected and used for

biomass, pH, surface tension and emulsification activity measurements.

The Statistica software version 8.0 (Statsoft.Inc.,USA) was used for regression,
variance and graphical analysis of the experimental data. The optimum values of
independent variables were obtained by solving the regression equations and also by
analyzing the response surface contour plots. The predicted values were calculated
by using the mathematical model derived. The SigmaPlot for Windows software version
10.0 (Systatsoft,Inc.) was used to create the line plots and the response surface contour

plots.

2. Results and discussion

In the last decade, several studies have been conducted about kerosene biodegradation in
soil under moderate conditions of pH and salinity (Agarry et al, 2010; Gouda et al, 2007;
Shabir et al, 2008). However, litlle is know about the kerosene biodegradation in seawater
hypersaline and extremely alkaline. In the following are presented the results of a

exploratory research, conducted - in laboratory scale and with aid of mathematical
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modeling - to evaluate the kerosene biodegradation feasibility and associated activity of

the yeast C. lipolytica UCP 0988, in extreme conditions of pH and salinity.

3.1. Kinetic profiles of surface tension, pH, salinity and total massic concentration

The kinetic profiles of four responses variables - considered in this work as expression
of kerosene biodegradation - surface tension, pH, salinity and total massic concentration -
associated to the 8 runs and the mean of the triplicate of the center point of the CCD are
ilustrated in Figure 1. The time course profiles allow to analyse of the different

expressions of kerosene biodegradation in seawater hypersaline and extremely alkaline.

3.2. Empirical Modeling and Statistical Analysis

RSM approach was used to identify the optimum ammonium sulfate and potassium
phosphate monobasic concentrations for 35% kerosene biodegradation in sea water
hipersaline and extremely alkaline. The medium components affecting kerosene
biodegradation were optimized using CCD. The experimental runs carried out and the

observed responses with 360 h are presented in Table 2.

The results obtained for surface tension (}71), pH (?2), salinity ?3) and massic concentration
(174), were fitted to the following second order polynomial equations to investigate their
dependences on the ammonium sulfate (X;) and potassium phosphate monobasic (X;)

concentrations:
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¥, = 4584.440 + 46.058X, + 2.899X% — 371.082X, + 7.595X2 — 2.417X,X, (1)
¥, = 206.543 + 3.973X; + 0.200X2 — 15.905X, + 0.329X2 — 0.208X,X,  (2)
7, = —1806.791 — 99.208X, + 0.990X2 + 161.799X, — 3.438X2 — 4.167X,X, (3)

¥, = 4584.440 + 46.058X, + 2.899X% — 371.082X, + 7.595X2 — 2.417X,X, (4

The significance of each coefficient in the equations was determined by Student t-test and
p-values. Coefficients in bold are statistically significant at the 95 percent confidence level
(»<0.05). Positive coefficients represent effects that favor the investigated response
variable, while negative coefficients represent antagonistic effects. In the proposed models
for the surface tension (¥;) and pH (¥,), it could be seen that potassium phosphate
monobasic (X,) exerts a more significant effect than ammonium sulfate (X;). However,
recents studies have demonstrated that nitrogen exerts a more powerful effect than
phosphorus in the biodegradation of petroleum hydrocarbons (Huang et al, 2008; Vieira et
al, 2009; Zahed et al.; 2010). By other side, the interaction between the phosphorus and
nitrogen sources also exert a significant inhibitory effect, in the model proposed for the
salinity (¥3). Possible reasons for this effect include direct inhibition of metabolic activity
because of unfavorable high osmotic potential of the microbe’s environment (Amatya et al.,

2002), and altered solubility or sorption of toxic or essential ions (Ulrich et al., 2009).

The analysis of variance (ANOVA) of the two first models and of the third model show
that they are significant at the 95% (p less than 0.05) and 90% (p greater than 0.10)
confidence level, respectively, as is evident from the results presented in Table 3. The

model F-values and the small “model p values” (less than 0.05 to models Y;and ¥, and
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less than 0.10 to model ¥3) indicate that the three first models are statistically significant
(adequate) at the 95% (models Y;and Y,) and 90% level confidence (model ¥3). The lack
of fit F-values of models ¥;, ¥, and ¥, and the large “lack of fit p values” (greater than
0.05 to models 1 and 2 and greater than 0.10 to model ¥;) suggest that the quadratic
models adequately represent the data and that the lacks of fits are not significant relative
to the pure error. To test the goodness of fit of the quadratic polynomial models, the
determination coefficients (RZ) were evaluated. The closer the value of R’ is to 1, the better
is the correlation between the observed and predicted values. The R’ value indicates the
percent of the variability (VE) in the response that could be explained by the second-order
polynomial prediction equation. The value of the adjusted determination coefficient (Radjz)
also indicates the significance of the model. The excellent (higher than 0.90 and 0.98 to
models ¥; and ¥,) or good (higher than 0. 79 to model ¥3) R’ values are in reasonable
agreement with the adjusted determination coefficient Radjz. The adequate precision
statistic measure the signal-to-noise ratio, comparing the range of the predicted values at
the design points to the average prediction error. A ratio greater than 4 is desirable. The low
values of the coefficients of variation (CV) obtained by the models indicates a small

residual variability data and the greater reliability of the experiments performed.

The relations among independents variables and response variables can be understood
by examing surface plot (Fig. 2). Among the proposed models, only the total massic
concentration model (model }74) can not be considered as a quadratic function of

ammonium sulfate and potassium phosphate monobasic concentrations. A possible
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explanation for this result can be the high nonlinearity of the model in the space

investigated (Fig. 2d) and the consequent inadequacy of the second order model proposed.

Empirical model building in the standard RSM approach often entails fitting quadratic
polynomials to data derived from statistically designed experiments. In some cases the
ability of the quadratic polynomial to approximate the true response surface of a process
may not be adequate. Sometimes, in order to build a good response surface model, higher
order polynomials or other models such as neural networks are required (Nagata e Chu,
2003). In present work, the second order model to approximate the total massic
concentration response surface was discarded (Fig. 2d), in order to avoid arriving at
suboptimal conditions. However, neural network based models for this response variable

are already being developed and will be published in a future work.

3.2 Model Validation and Optimum Conditions

Validation experiments were carried out to verify the accuracy of the models, and the
results showed that the predicted values are according to the experimental results. The
minimum values for the surface tension and pH and the maximum value for the salinity and
the corresponding optimized compositions of biodegradation media (ammonium sulfate and
potassium phosphate monobasic concentrations) predicted from the models are presented in
Table 4. Experiments were performed to verify the predicted optimum conditions. The

optimal ammonium sulfate and potassium phosphate monobasic concentrations obtained by
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the three different models investigated were very similar to each other. The surface tension,
pH and salinity values obtained from experiments were very close to the actual responses
predicted by the regression models, which proved the validities of the models. According to
the results obtained, the errors between the calculated values and the experimental values
were less than 6%. It is concluded from the table 4 that the kerosene biodegradation
(reduction of surface tension and pH and increase of salinity and total massic
concentration) is favored at low ammonium sulfate concentration and high concentration of

potassium phosphate monobasic.

3.3. Kerosene Biodegradation Control in the Optimized Conditions

Control assays of kerosene biodegradation in seawater in optimized conditions

For the assay with 360 h of kerosene biodegradation carried out in optimized conditions
(AMQ-PC) - consisting of sea water, kerosene, additional nutrient salts and inoculum
(Fig. 3b) - were performed the following control assays: AMQ-CESS- abiotic control
without additional nutrient salts consisting of sea water and kerosene (Fig.3a), AMQ-
CECS- abiotic control consisting of sea water, kerosene and additional nutrient salts (Fig.
3c), ADQ-CESS - biotic control without additional nutrient salts consisting of distilled
water and kerosene (Fig. 3d), ADQ-PC- biotic control consisting of distilled water,
kerosene, additional nutrient salts and inoculum (Fig. 3e) and ADQ-CECS- sterile control
consisting of distilled water, kerosene and additional nutrient salts (Fig. 4f). The controls

without salts served as a point of reference for reproducible biodegradation under sub-
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optimal (nutrient limitation) conditions. The sterile control served to measure abiotic losses
(i.e. losses through volatilization and additional dissolution). Controls using distilled water
in place of sea water have also been made to monitor and control the salt effect on

biodegradation of kerosene.

The effect of the presence of kerosene degrader microorganism and the nutrients salts are
visible. In the abiotic experiments carried out with distilled water no emulsion formation
occurred. Nutrient salts in low concentrations favor and high concentration disfavor the
emulsion formation between kerosene and seawater. Adequated concentrations of initial
inoculum and nutrient salts favored the emulsion formation and the utilization of kerosene
by C.lipolytica UCP 0988. Therefore, the control experiments carried out in the optimized
conditions, utilizing kerosene as sole carbon, suggested that the C.lipolytica UCP 0988 is
capable of degrade kerosene and produce biosurfactant in seawater hypersaline and

extremely alkaline.

3.4 Kinetics profile of different expressions of kerosene biodegradation in optimized

conditions

The kinetic profiles of the surface tension, pH , salinity and biomass concentration for the
experiment carried out with experiment in optimized conditions (AMQ-PC) and in
conditions of sterile control experiment consisting of sea water, kerosene and additional
nutrient salts (AMQ-CECS) are ilustrated in Fig.4. The results in Fig 4a suggests that,

initially, the biosurfactant is produced as primary metabolite - with surface tension and pH
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reductions- accompanying cellular biomass formation (growth-associated kinetics) and
indirectly the kerosene degradation in sea water by C.lipolytica UCP 0988. According to
Rigas et al. (2005), the decrease of pH is a biological characteristic of fungi as an effort
to enhance low pH favored catalytic oxidation of substrates and as a reaction to
environmental stress caused by the presence of toxic compounds. The increase in
surface tension and pH, after 96h, indicate inhibition of the biosurfactant production,
probably due to the production of secondary metabolites.

The yeast could tolerate higher levels of salinity under conditions of high alkalinity and
high kerosene contents during 360 h. The results obtained suggest that the level of
salinity that can be tolerated by C.lipolytica UCP 0988 in the seawater will depend not
only on the initial concentration and distribution of salinity in the seawater but will depend
on the concentrations and distributions of inoculum, kerosene and hydrogen ions (pH) in
the seawater.

The comparison of Fig 4a and 4b allows the observation of the differences between the
behavior of the microbial and chemical mass produced during the kerosene biodegradation
in seawater hypersaline and extremely alkaline. The results of the purification and
identification of the chemical products formed during the kerosene biodegradation in

seawater extremely alkaline and hypersaline will be published in future work.

Conclusion

The yeast C. lipolytica UCP 0988 was able to grow in seawater using kerosene as the

only carbon source and produce BE/BS under effect of various salt-alkaline mixed stress
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conditions. Response Surface Methodology showed to be a useful approach  for
simultaneous modeling and optimization of surface tension, pH and salinty in kerosene
biodegradation process in seawater. The haloalkalitolerant yeast C.lipolytica UCP 0988
and its BE/BS could be useful to theoretical and empirical researches about multiple
tolerance mechanisms and to bioremediation of petroleum and derivatives in hypersaline

and extremely seawater.
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Table 1 Levels and

composite design
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experimental ranges of the independent variables of the central

Independent Level

Variable -1.41 -1 0 1 141
(NH4),S04 (g/L) 1.554 1.8 2.4 3.0 3.246
KH,PO, (g/L) 23.995 242 24.7 252 25.405
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Table 2 Central composite design matrix of independent variables with corresponding

experimental results for response variables with 360 h of biodegradation

Run (NH4),SOs  KH,PO4 | pH ApH Sal ASal MC TS AST EAM EAH
(€19) (gh) (%) | (%o) (%) (glL) (mN/m) (%) (UEA)  (UEA)
1 1.8 242 12.88 220 | 9500 1.06 37.70 39.50 -2.95 5.82 1.23
2 3.0 242 1276~ -2.00 | 90.00  0.00 33.32 41.20 -1.20 4.76 4.93
3 1.8 252 12.85 -191 | 9500 5.56 47.50 39.40 -2.48 0.69 2.05
4 3.0 252 1248 -1.73 | 9500 2.15 42.30 38.20 -4.98 6.00 5.36
5 1.554 24.7 12.9 -220 | 95.00 1.06 40.78 37.60 -0.27 5.35 3.08
6 3.246 24.7 1253 287 | 95.00 0.00 53.62 38.20 -1.29 4.93 4.99
7 24 23.995 12.86 -2.13 | 93.00 -2.11 46.36 40.90 12.67 6.00 1.96
8 24 25.405 1261  -3.07 | 95.00 0.00 51.20 38.30 -13.93 6.00 3.30
9 24 24.7 1256 087 | 9500 4.40 45.04 35.30 0.28 4.89 2.30
10 24 24.7 1255 -339 | 96.00 2.13 49.44 36.30 -9.93 4.89 1.00
11 2.4 24.7 1263 285 | 9500 3.26 42.96 37.10 -5.36 5.18 3.19
MCP 2.4 24.7 1258 -2.37 | 9533 326 45.81 36.23 -4.99 4.99 2.88
SDCP 0.0 0.0 0.04 1.33 0.58 1.13 3.31 0.90 5.11 0.17 1.93

(NH4),SO4 - Ammonium Sulfate KH,PO,- Potassium Phosphate Monobasic pH - Hidrogenionic Potential
Salinity TS - Surface Tension MC - Massic Concentration EAC, EAH e EAK - Emulsification Actitivities for water-in-corn

A- change in Sal —

oil, water-in-n-hexadecane and water-in-kerosene MCP-Mean of Center point SDCP-Standard Deviation of Center Point
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Table 3 - ANOVA results for the two factor composite central design

Response  Fpoa  Fror  pam PLOF Fiod/Fuo  Fror/Fuw  R* Rz, VE cv
?1 9.95 0.56 0.0123824  0.6922496 1.97 19.16 0.9087 0.8173 0.9562 0.0058
?2 52.86 0.17 0.0002502 09106616 10.47 0.01 09814 09629 0.9962 0.0016
?3 3.89 4.80 0.0812558 0.1771603  0.77 0.25 0.7954 0.5908 0.8157 0.0020
?4_ 0.39 7.15 0.836246 0.1251381 0.08 0.37 0.2818  0.000 0.3001 0.0092

}71—Surface Tension ?z—pH 173—Salinity 174—Massic Concentration Fmod‘ Model F value Fjop- Lack of Fit F Value For/Fp-Ratio

R? -Determination Coefficient R, j-Adjusted Determination Coefficient VE-Variability Explained CV-Coefficeient of variation



121

Table 4 - Critical (maximum or minimum) response variables values identified by

quadratic polynomial models and the corresponding optima of the ammonium sulfate and

potassium phosphate monobasic concentrations.

Predicted Experimental Error Predicted Optimal Composition
Response Variable Optimal Optimal (%) X,: (NH,),SO, X,: KH,PO,
] Values Values (g/L) (g/L)
Y, : Surface Tension (mN/m)  36.13536 35.36+0.37 2.19 2.39791 24.81136
Y, : pH 12.45478 13.24+0.93 593 3.18901 25.20270
Y, : Salinity (%o) 95.59697 97.67£3.29 2.12 2.13647 24.82548
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Caption Figures

Fig.1. Time course profiles of the surface tension, pH , salinity and total massic
concentration for the 8 runs (# Run 1, c Run2, ¥ Run 3, ARun4, m Run 5, o0 Run 6, ¢
Run 7 and ¢ Run 8) and the mean of the triplicate of the center point (A Mean of the runs
9,10¢e 11) of the CCD.

Fig.2. Response surfaces plots showing - with 360 h- the effects of the ammonium sulfate
and potassium phosphate monobasic concentrations on : (a) Surface tension, (b) pH, (c)
Salinity and (d) Total Massic Concentration.

Fig.3. Kerosene Biodegradation in sea water with 360 h: AMQ-CESS- abiotic control,
without additional nutrient salts, consisting of sea water and kerosene (Fig.3b), (b) AMQ-
PC- biotic assay carried out in optimized conditions, consisting of inoculum, sea water,
kerosene and additional nutrient salts, (c) AMQ-CECS- abiotic control consisting of sea
water, kerosene and additional nutrient salts, (d) ADQ-CESS- abiotic control, without
additional nutrient salts, consisting of distilled water and kerosene (e) ADQ-PC- biotic
control, consisting of inoculum, distilled water, kerosene and additional nutrient salts and
(f) ADQ-CECS - abiotic control consisting of distilled water, kerosene and additional
nutrient salts.

Fig.4. Kinetic profiles of assay in optimized conditions and sterile control: (a) Time
course profiles of the surface tension (A), pH (¢), salinity (0) and total massic
concentration (o) for the experiment carried out in optimized conditions (AMQ-PC), (b)
Time course profiles of the surface tension (A), pH (0) , salinity (O0) and total massic
concentration(o) for the sterile control consisting of sea water, kerosene and additional

nutrient salts (AMQ-CECS).
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