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Atividades de refinarias e acidentes com vazamentos de petróleo e derivados 

liberam no ambiente hidrocarbonetos altamente tóxicos que representam um 

grande perigo, especialmente, para as comunidades próximas ao local 

contaminado. Planejamento Composto Central - associado à Metodologia de 

Superfície de Resposta – foi realizado para otimizar a biodegradação de 

querosene  por Candida. lipolytica UCP 0988 em água do mar hipersalina  e 

extremamente alcalina. A água do mar foi coletada em praia próxima ao Porto 

de Suape, Pernambuco, Brasil. Querosene iluminante foi usado como única 

fonte de carbono, nos ensaios de biodegradação, realizados durante 15 dias, à 

temperatura de 28ºC, em frascos agitados a 200 rpm. Concentração mássica, 

tensão superficial, pH e salinidade foram usados como indicadores indiretos de 

biodegradação. A levedura C. lipolytica UCP 0988 mostrou ser capaz de 

crescer em água do mar usando querosene como única fonte de carbono em 

condições extremas de estresse salino e alcalino. Modelos preditivos para as 

variáveis respostas tensão superficial, pH e salinidade em função das 

concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio foram 

obtidos por análise de regressão. Análise de variância foi usada para avaliar as 

significâncias e precisões dos modelos.   Coeficientes de determinação iguais a 

91, 98 e 80% foram obtidos para os modelos da tensão superficial, pH e 

salinidade, respectivamente. As probabilidades dos resultados serem aleatórios 

(valores p) foram inferiores a 0,05 para tensão superficial e para o pH   e a 0,10 

para a salinidade. Os desvios relativos entre os resultados experimentais e as 

previsões dos modelos foram inferiores a 2,2% para tensão superficial e 

salinidade e inferior a 6% para o pH. Os resultados obtidos indicam que a 

levedura C.lipolytica UCP 0988 é halo-alcáli-tolerante e que ela e seus 

bioprodutos (biossurfactantes /bioemulsificantes) podem ser úteis para 

pesquisas teóricas e experimentais sobre mecanismos de múltipla tolerância e 

biorremediação de petróleo e derivados, como o querosene, em água do mar. 

 Palavras-Chave: Metodologia de Superfície de Resposta, Biodegradação, 

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 . Illuminating 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.lipolytica 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 Introdução 

As atividades petrolíferas são responsáveis por grande parte da economia 

mundial e trazem desenvolvimento local. Em contraste com esse 

desenvolvimento, vazamentos e derramamentos acidentais ocorrem regularmente 

durante a exploração, produção, refino, transporte e armazenamento de petróleo e 

derivados (DAS; CHANDRAN, 2011).  

O meio ambiente marinho atingido por um acidente de derramamento de 

petróleo pode levar de alguns dias a décadas para se recuperar (LIMA, 2003). Os 

processos de biodegradação do petróleo e seus derivados são baseados na 

capacidade de populações microbianas em modificar ou decompor determinados 

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

Muitos micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos (bactérias, 

leveduras, fungos filamentosos e algas) têm sido identificados e descritos na 

literatura (BINAZADEH et al., 2009). A levedura ascomiceta Yarrowia lipolytica 

(originalmente classificada como Candida lipolytica) é uma das espécies não 

convencionais mais estudadas (BARTH; GAILLARDIN, 1997) e tem sido usada 

com sucesso em diversas aplicações biotecnológicas, inclusive em biodegradação 

de hidrocarbonetos em água do mar.  

Na literatura não existem muitos trabalhos sobre biodegradação de 

hidrocarbonetos de petróleo e produção de biossurfactantes e bioemulsificantes 

por leveduras, em condições extremas de pH e salinidade.  Na última década, 

pesquisas sobre produção de biossurfactantes e bioemulsificantes e 

biodegradação de óleo diesel e querosene em água do mar, em condições 

ambientais normais e extremamente adversas vem sendo desenvolvidos no 

Núcleo de Pesquisas em Ciências Ambientais da Universidade Católica 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). 
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Os referidos trabalhos tem ratificado a capacidade de adaptação da levedura 

Candida lipolytica UCP 0988 em condições extremas de toxicidade, pH e 

salinidade.  A levedura C.lipolytica UCP 0988 tem mostrado potencial para 

degradar óleos vegetais, óleo diesel e querosene em água do mar natural ou 

hipersalina em condições extremas de pH (alcalinidade ou acidez extrema). Estas 

características revelam o comportamento halo-alcáli-tolerante desta levedura não 

convencional, tornando-a, junto com seus bioprodutos, importantes para 

pesquisas teóricas e aplicadas sobre mecanismos de múltipla tolerância de 

extremófilos e para o desenvolvimento de tecnologias de biorremediação de áreas 

impactadas com derramamentos de petróleo e derivados. 

Em programas de pesquisa com biorremediação ex-situ, é possível 

monitorar e aumentar significativamente a degradação microbiana de petróleo 

bruto e seus produtos refinados otimizando condições tais como pH, temperatura, 

nutrientes, presença de metais e substâncias tóxicas, taxas de transferência de 

oxigênio e número e estado fisiológico de micro-organismos degradadores de 

óleo, entre outros (KUMAR et al., 2011). 

O uso de Metodologia de Superfície de Resposta - MSR (FISHER, 1935, 

MONTEGOMERY, 2008) para otimização de processos é uma abordagem que 

vem sendo usada com sucesso, em diversas áreas, por permitir:  planejamento e 

redução do número de experimentos (reduzindo consequentemente tempo, custos 

e problemas).  desenvolvimento de modelos e avaliação de efeitos de variáveis 

independentes ou fatores e pesquisa de condições ótimas para as variáveis 

respostas de interesse. Nos últimos anos, a MSR vem sendo crescentemente 

aplicada em otimização de componentes nutrientes de meios para degradação de 

petróleo 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 concentrações ótimas de sulfato de amônio e 

fosfato monobásico de potássio em processos de biodegradação de querosene e 

de produção de bioemulsificantes/biossurfactantes por Candida lipolytica UCP 

0988 em água do mar hipersalina e extremamente alcalina. 
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1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

 

Otimização de biodegradação de querosene e de produção de 

biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988 em água do hipersalina e 

extremamente alcalina 

 

1.2.2 Objetivos Específicos 

 

 Desenvolver modelos polinomiais de segunda ordem para a tensão 

superficial, o pH, a salinidade e a concentração mássica total em função 

das concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio - 

com apoio de planejamento composto central rotacional associado a 

metodologia de superfície de resposta 

 Identificar as concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de 

potássio que otimizam a tensão superficial, o pH e a salinidade nos 

bioprocessos investigados 

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

concentração mássica total, durante um período de 15 dias 
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1.3 Revisão da literatura 

 

1.3.1 Petróleo 

 

O petróleo é originado a partir de matéria orgânica resultante de restos de 

animais depositados nos sedimentos, que ao longo do tempo passaram por 

reações químicas, bacteriológicas, pressão das camadas sobrepostas e calor. Os 

dados geológicos da matéria orgânica das bacias sedimentares e caracterização 

das rochas formadoras são analisados quanto à presença do petróleo. A partir das 

análises do local, o ponto é escolhido e é feita a perfuração e a extração 

(GONZÁLES, 2012; LIMA, 2003).  

Este recurso não-renovável é a principal fonte energética mundial e é, 

também, insumo básico para a produção de diversos produtos derivados do 

petróleo. Alguns estudos apontam um aumento de 24% na produção e no 

consumo de petróleo, assim como um aumento de 25% na demanda de 

combustíveis líquidos, entre 2010 e 2035, sugerindo a continuidade da 

dependência deste recurso nos próximos anos (COSTA, 2012). 

Após extração, para que o petróleo tenha seu potencial energético 

inteiramente aproveitado é necessário que seja desmembrado nos denominados 

cortes ou frações através de coluna de destilação. Neste processo, o petróleo cru 

é transformado obtendo-se desta forma a maior quantidade possível de produtos 

com alto valor agregado com redução daqueles de menor valor comercial 

(BUENO, 2003). Posteriormente, o óleo cru é convertido em produtos mais 

refinados, como o gás liquefeito de petróleo, gasolina, querosene iluminante, 

querosene de aviação, óleo diesel, óleos combustíveis, óleos lubrificantes e 

matérias-primas para a indústria petroquímica (HAMZA, 2012). 

Sua composição é descrita em termos de proporção de hidrocarbonetos 

saturados, aromáticos e não-hidrocarbonetos.  Os hidrocarbonetos saturados são 
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constituídos por carbono (C) e hidrogênio (H) unidos por ligação simples e são 

classificados como alcanos (parafinas normais ou n-alcanos), isoalcanos 

(isoparafinas ou alcanos ramificados) e os cicloalcanos (alcanos cíclicos ou 

naftenos). Os hidrocarbonetos aromáticos são constituídos por anel benzênico. O 

composto aromático mais frequente é 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 petróleo se destacam: querosene 

iluminante, querosene de aviação, óleo diesel e óleo combustível, os quais contêm 

parafinas, cicloparafinas, aromáticos e oleofinas com cadeias de 

aproximadamente 9 a 20 de átomos de carbono. As parafinas de cadeia normal, 

com número de átomos de carbono variando entre 11 e 12, são os constituintes 

em maior proporção no querosene (GOMES, 2004). 

O querosene, um dos produtos derivados do petróleo, é um líquido, incolor, 

inflamável, formado por uma mistura de hidrocarbonetos alifáticos, naftênicos e 

aromáticos, com faixa de destilação compreendida entre 190 e 290ºC e com 

cadeias com número de átomos de carbono variando predominantemente entre 9 

e 16 (AKPOVETA; EGHAREVBA; MEDJOR, 2011; Von MÜHLEN et al., 2006).  

Os principais componentes presentes no querosene são alcanos e 

cicloalcanos (68,6%); benzeno e benzeno substituído (13,7%) e naftaleno e 

naftaleno substituído (KALME et al., 2008). De acordo com suas propriedades, o 

querosene está classificado como Tipo II, juntamente com produtos semelhantes 

ao diesel e a produtos brutos leves, por possuírem as seguintes características: 

moderadamente volátil; evaporação das frações leves, peso específico de 0,80 - 

0,85; toxicidade aguda moderada a elevada para a biota; toxicidade específica do 

produto diretamente relacionada com o tipo e concentração dos compostos 
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aromáticos na fração solúvel na água (KOLESNIKOVAS; OLIVEIRA; DUARTE, 

2009).  

Em decorrência de suas características pode apresentar muitos efeitos 

tóxicos sobre plantas, animais e seres humanos (SONG; BARTHA, 1990). 

Segundo a Ficha de Informação de Segurança de Produto Químico (FISPQ, 2011) 

da Petrobras os principais componentes do querosene iluminante não devem 

ultrapassar os limites de concentração estabelecidos na Tabela 1. 

  

Tabela 1- Composição Química do Querosene Iluminante 

Componentes      Concentração (%) 

Benzeno Max. 0,10 (%vol.) 

Hidrocarbonetos parafínicos Min. 70% 

Hidrocarbonetos aromáticos Max. 20% 

Hidrocarbonetos olefínicos Max. 5% 

Fonte: FISPQ, 2011 (modificado). 

  

 

1.3.3 Poluição por hidrocarbonetos do petróleo em ambiente 

marinho 

 

No Brasil, a perspectiva de exploração de petróleo é de cerca de 50 bilhões 

de barris de óleo na área do pré-sal. Com isso há uma tendência de aumento dos 

acidentes envolvendo derramamento de óleo. Estes eventos provocam grandes 
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perdas nos serviços prestados pelos ecossistemas, desvalorizando os recursos 

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

Dentre as principais fontes de contaminação com petróleo no mar 

destacam-se: exsudação natural, extração, transporte e consumo de petróleo 

(NAS, 2003). A exsudação natural é a principal fonte de petróleo para o mar 

(46%), seguida das atividades relacionadas ao consumo (37%), ao transporte 

(12%) e à extração (3%). A contribuição 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 

petróleo pode levar de alguns dias a décadas para se recuperar (LIMA, 2003). A 

intensa manipulação e o transporte de substâncias químicas em regiões 

portuárias, indústrias, terminais de armazenamentos, dutos, postos de 

combustíveis 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 petróleo altamente tóxicos e 

representam um grande perigo, especialmente para as comunidades próximas a 

refinarias (HAMZA, 2012). O efluente líquido de refinarias de petróleo contém: 

óleos separados, emulsificados ou dissolvidos; produtos químicos, inclusive 

ácidos, álcalis, sulfetos, amônia e fenóis; e também sólidos em suspensão. A 

toxicidade dos sais presentes nos efluentes de refinarias para os organismos 

aquáticos pode variar de baixa, como no caso dos cloretos, até alta, no caso dos 

cianetos (POMBO, 2011). 

 Os hidrocarbonetos aromáticos, usualmente presentes em menor 

quantidade, são encontrados em todos os tipos de petróleo, apresentam uma 

maior toxicidade e uma biodegradação lenta e estão associados a efeitos crônicos 

e carcinogênicos. São classificados em: hidrocarbonetos monoaromáticos, como 

benzeno, tolueno, etilbenzeno, e os isômeros do xileno (comumente denominados 

de BTEX); os policíclicos, com dois ou mais anéis aromáticos, denominados 

hidrocarbonetos policíclicos aromáticos. Naftalenos aromáticos apresentam 
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estruturas cíclicas saturadas e aromáticas ao mesmo tempo (KOLESNIKOVAS; 

OLIVEIRA; DUARTE, 2009). 

Frações de hidrocarbonetos alifáticos, de pequenas e longas cadeias, 

resultantes da quebra de petróleo bruto incorporado a água do mar artificial, 

podem ser facilmente biodegradadas por micro-organismos, e é uma das 

alternativas usadas na biorremediação da poluição do óleo em ambientes 

marinhos (HYDAYAT; TACHIBANA, 2012). Hidrocarbonetos presentes no efluente 

apresentam características parafínicas, o que confere biodegrabilidade e, portanto 

menor impacto ao meio ambiente, exceto o fitano e o pristano que são mais 

resistentes à degradação (RAMALHO, 2008). 

Para evitar ou minimizar os impactos causados por possíveis vazamentos, 

é necessário a implantação de medidas de prevenção e controle, através 

principalmente da adoção de convenções ou pela criação de planos de 

contingência. O planejamento é fundamental para que as operações que visam 

controlar uma emergência obtenham êxito. Na sua elaboração é possível definir os 

métodos de atuação, reduzindo o número de decisões a serem tomadas em um 

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

No Brasil são legalmente previstos três tipos de planos para o combate as 

poluições causadas por lançamento de óleo em águas brasileiras, que se 

complementam quanto ao tipo de acidente ocorrido. O Plano de Emergência 

Individual (PEI) que é obrigatório para cada instalação e é exigido e aprovado no 

âmbito Licenciamento Ambiental do empreendimento, o Plano de Área (PA) 

constituído por diversos planos de emergência individuais, aprovado pelo órgão de 

licenciamento ambiental, e o Plano Nacional de Contingência (PNC) adotado em 

acidentes de maiores proporções, nos quais a ação individualizada dos agentes 

não se mostram suficientes para a solução do problema. 

O PNC para incidentes de poluição por óleo em águas, decreto Nº 8.127, 

de 22 de outubro de 2013, fixa as responsabilidades, estabelece estrutura 

organizacional e define diretrizes, procedimentos e ações, com o objetivo de 

permitir as atuações coordenadas de órgãos da administração pública e entidades 
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públicas e privadas para ampliar a capacidade de resposta em incidentes de 

poluição por óleo que possam afetar as águas sob jurisdição nacional, e minimizar 

danos ambientais e evitar prejuízos para a saúde pública (BRASIL, 2013). 

 

1.3.4 Remoção de hidrocarbonetos do petróleo em ambiente 

marinho  

 

Para redução dos danos causados por derramamento de óleos, diversos 

métodos de remediação utilizados internacionalmente podem ser aplicados. Para 

isso várias técnicas são avaliadas e a opção pelo método a ser aplicado vincula-se 

fortemente ao tipo de ecossistema atingido (CANTAGALLO; MILANELLI; DIAS-

BRITO, 2007). 

Entre as opções de técnicas de limpeza utilizadas frequentemente em 

zonas costeiras, destacam-se: limpeza natural, remoção manual, uso de materiais 

absorventes, bombeamento a vácuo, “skimmers” (equipamento desenvolvido para 

remover o óleo da superfície da água, utilizando discos giratórios e cordas 

absorventes) jateamento com água a diferentes pressões, jateamento com areia, 

corte de vegetação, queima in situ, trincheiras, remoção de sedimentos, 

biorremediação e produtos dispersantes (CANTAGALLO; MILANELLI; DIAS-

BRITO, 2007). 

Muitos processos importantes influenciam o destino de hidrocarbonetos no 

meio ambiente. Entre estes estão adsorção, volatilização, transformações 

abióticas (química ou fotoquímica) e a biotransformação (KORDA, et al.,1997). 

Adsorção e volatilização não destroem os contaminantes, mas, em vez disso, 

acumulam ou os transportam para outros locais. Transformações químicas 

abióticas envolvendo contaminantes orgânicos são geralmente lentas, enquanto 

que as reações fotoquímicas são insuficientes na maioria dos ambientes 

(SANTOS, et al., 2011).  
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Pesquisas baseadas na transformação de materiais poliméricos para a 

absorção de petróleo derramado na água do mar, a partir do desenvolvido de 

macromoléculas de cardanol-furfural, denominadas de resinas verdes magnéticas, 

estão sendo estudadas por possuírem a capacidade de remover o petróleo 

derramado e recuperá-lo em um novo fracionamento através da aplicação desta 

nova técnica de limpeza (VARELA et al., 2013). 

As técnicas convencionais de limpeza usada em áreas contaminadas com 

petróleo e seus derivados podem ser complementadas com a remediação, pelo 

uso de dispersantes químicos ou de biossurfactantes. A biorremediação diminui o 

impacto de substâncias recalcitrantes no ambiente e o dispersante químico pode 

promover a degradação mais rápida do óleo. Sua aplicação deve ser sempre 

avaliada por profissionais especializados em meio ambiente, já que ela pode ser 

vista como uma introdução deliberada de um contaminante (BENTO, 2005) e deve 

seguir normas de procedimentos, segundo Instrução Normativa n° 5, de 17 de 

maio de 2010, junto ao IBAMA (IBAMA, 2010). 

O tratamento de ambientes contaminados com produtos leves de petróleo, 

como gasolina, é realizada de forma eficaz por processos físico-químicos naturais. 

Entretanto, combustíveis mais pesados como diesel e o querosene, levam meses 

para completa remediação natural devido as suas baixas volatilidades (PAVITRAN 

et al., 2006). Por esta razão, pesquisas tem sido realizadas na busca da 

biodegradabilidade de alguns produtos petrolíferos comerciais (SUGIURA et al., 

1997), tais como querosene (NOCENTINI et al.,1997; GOUDA et al., 2007). 

 Métodos de biorremediação ambiental são métodos relativamente baratos 

e menos invasivos em relação aos processos físico-químicos de remediação. 

Estes métodos têm focado, por exemplo, o uso conjunto de biossurfactantes e 

enzimas produzidas a partir de recursos renováveis, como subprodutos agrícolas 

e ou resíduos agro-industrial.  (AMODU; OJUMU; NTWAMPE, 2013). 
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1.3.5 Biorremediação 

 

A biorremediação é definida como um processo que utiliza micro-

organismos, plantas ou enzimas para transformar contaminantes em compostos 

menos tóxicos. O componente mais importante na biorremediação é a utilização 

de micro-organismos, que produzem compostos envolvidos nas reações de 

degradação e levam à eliminação ou desintoxicação do poluente químico. A 

biorremediação vem sendo cada vez mais aplicada, devido aos seus custos e 

benefícios e a sua finalidade de mineralizar o poluente (OKOH; TREJO-

HERNANDEZ, 2006; CERQUEIRA et al., 2012). 

As técnicas de biorremediação podem ser classificadas - segundo o local 

de aplicação – em técnicas in situ ou ex situ (JACQUES  et al., 2005). A 

biorremediação in situ permite a descontaminação no próprio local, evitando os 

custos de remoção e posterior tratamento e a ex situ requer a remoção do 

poluente para tratamento em outro local permitindo o monitoramento efetivo do 

processo e maior controle das variáveis (pH, temperatura, umidade, etc.) 

(MENEGHETTI, 2007). 

Técnicas de biorremediação geralmente envolvem: (1) a adição de 

nutrientes ou bioestimulação, que aumenta a atividade microbiana nativa, (2) 

adição de linhagens microbianas exógenas degradadoras ou bioaumentação e (3) 

adição de surfactantes, que auxiliam a metabolização dos compostos poluentes, 

facilitando o transporte destes substratos orgânicos para o interior das células 

microbianas ou diminuindo as interações superficiais do contaminante, ou ainda 

(4) a adição de enzimas comerciais, que favorecem a oxidação de moléculas de 

difícil degradação em moléculas de fácil assimilação pelos micro-organismos 

(MENEGHETTI, 2007). 

No Brasil, a remediação de ecossistemas contaminados por substâncias 

potencialmente poluidoras, incluindo petróleo e seus derivados, decorrente de 

acidentes de vazamentos é considerada uma opção viável, nas ações específicas 
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de recuperação destes locais, como também no tratamento de resíduos e 

efluentes, na desobstrução de dutos e equipamentos, sendo regulamentada pelo 

CONAMA 314 de 29 de outubro de 2002 (CONAMA, 2002).   

Nesta resolução fica determinado que “... os remediadores devem ser 

registrados junto ao IBAMA, para fins de produção, importação, comercialização e 

utilização, bem como, obter anuência prévia para a pesquisa e experimentação” 

(CONAMA, 2002). A Instrução Normativa IBAMA nº 5, estabelece os 

procedimentos e exigências a serem adotados para efeito de registro, renovação 

de registro e anuência prévia para a realização de pesquisa e experimentação 

com produtos remediadores (IBAMA, 2010). 

Produtos para biorremediação registrados pelo IBAMA vêm sendo 

comercializados para aplicação em estações de tratamento, industriais (têxteis, 

químicas, farmacêuticas, petroquímicas) e efluentes em geral para remoção de 

cargas de lipídios, proteínas, celulose e amidos, entre outras. A aplicação varia de 

acordo com a especificidade de cada produto. As empresas registradas estão 

concentradas nos Estados de Rio Grande do Sul, São 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 indústria. A demanda mundial por surfactantes ultrapassou 7,5 

milhões de toneladas em 2010 e está projetada para gerar mais de US $ 41 

bilhões em receita em 2018. São utilizados como detergentes, na indústria têxtil, 

produtos de higiene pessoal, produtos farmacêuticos, agricultura, tintas, plásticos, 

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

 Também denominados tensoativos ou agentes de superfície ativa, os 

surfactantes são moléculas ativas em interfaces e possuem característica polar 
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(hidrofílica) e apolar (hidrofóbica) em sua constituição (SEKHON, 2013). Os 

grupos hidrofóbicos, que constituem a parte apolar da molécula (denominado 

cauda), são insolúveis em água e podem ter uma cadeia longa de ácidos graxos, e 

hidroxilo α-alquil-hidroxi-β ácidos. Os grupos hidrofílicos que constituem a parte 

polar da molécula (denominada cabeça), podem ser constituídos por carboidrato, 

aminoácido, peptídeo cíclico, fosfato, ácidos carboxílico ou álcool (CHIOMA et al., 

2013).  

De acordo com a carga elétrica do composto químico presente em sua 

extremidade polar, os surfactantes  podem ser classificados em quatro grupos, 

ilustrados na Figura 1: catiônicos, aniônicos, anfotéricos e não-iônicos.  

 

Figura 1 - Classificação geral dos surfactantes baseada na carga presente nas 

extremidades dos surfactantes. Não-iônico (ex: Polioxietileno sorbitano), catiônico 

(cetiltrimethil amoniam brometo, CTAB), aniônico (dodecil sulfato de sódio, SDS) e 

anfotérico (Cocoamidopropil betaína). Fonte: Soemo, 2013 (modificado). 
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Na extremidade polar, os tensoativos catiônicos têm uma carga positiva, os 

aniônicos têm uma carga negativa e os anfotéricos têm o potencial de possuir 

cargas positivas ou negativas, dependendo do ambiente em que são colocados. 

Surfactantes não-iônicos não têm carga na extremidade polar (SEKHON, 2013).  

Esta natureza anfifílica faz com que as moléculas surfactantes se 

posicionem entre a interface de duas camadas imiscíveis, orientando a cauda para 

o meio não-polar, e a cabeça hidrofílica para o solvente polar (SOEMO, 2013). 

Esta afinidade faz com que ocorra a redução da energia livre do sistema, pela 

substituição das moléculas de mais alta energia situada nas interfaces, alterando 

as propriedades de fases superficiais, entre um líquido e um gás, e interfaciais, 

entre dois líquidos imiscíveis. A distribuição nas interfaces ocorre entre as fases 

fluidas com diferentes graus de polaridade (água/óleo, óleo/água) (MULLIGAN, 

2005; BARBOSA, 2011). 

Entre as características funcionais prioritárias para a aplicação dos 

surfactantes na indústria merecem destaque (SOEMO, 2013): 

 Redução da tensão da superfície entre duas fases; 

 Capacidade para formar estruturas agregadas em solução quando a 

superfície estiver saturada. O exemplo clássico de um agregado de 

surfactante é uma micela. 

A tensão superficial é a propriedade que um líquido possui em manter as 

moléculas unidas em sua superfície (forças intermoleculares). Definida como a 

força que atua sobre a superfície por unidade de comprimento de área 

perpendicular a força (BARBOSA, 2011). Quanto maior a tensão superficial inicial 

mais eficaz é o surfactante na redução da tensão superficial na interface (SOEMO, 

2013). 

 Na Figura 2 é apresentado um gráfico da tensão superficial em função da 

concentração do surfactante, no qual quatro regiões distintas para a tensão 

superficial podem ser observadas. Na região 1, antes da adição do surfactante, a 

tensão superficial é da água pura, 72 mN/m. Na região 2, a medida que a 
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concentração do surfactante aumenta, os monômeros na solução  migram para  a 

superfície,  e a tensão superficial diminui. Um equilíbrio  é estabelecido  entre  os 

monômeros na solução e  aqueles localizados  na superfície. Em determinada 

concentração do surfactante, denominada Concentração Micelar Crítica (CMC) - 

marcada por uma inflexão no gráfico da tensão superficial (Ponto 3) – todos os 

locais da superfície  ficam ocupados pelos monômeros e a tensão superficial 

atinge seu valor  mínimo (ɣCMC). Depois deste ponto, na região 4, qualquer 

surfactante adicionado, ficará  abaixo da superfície, saturando a solução e 

forçando a formação de agregados moleculares de dimensões coloidais, 

denominados micelas. Na região 4  não há alteração da tensão superficial, pois o 

número de moléculas sobre a superfície  é  constante, já que atingiu seu valor 

máximo. Dependendo das condições da solução, as micelas podem tomar várias 

formas, resultantes da força dirigida das moléculas de surfactantes individuais  

para minimizar a interação de suas caudas hidrofóbicas com o meio aquoso 

(SOEMO, 2003).  

 

Figura 2 - Resposta da tensão superficial na interface ar-água com o aumento da 

concentração de surfactante. Fonte: Soemo, 2013 (modificado). 
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No derramamento de óleo 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 acúmulo de óleo na superfície. O 

surfactante auxiliou na emulsificação do óleo em gotículas pequenas, com maior 

disponibilidade para degradação por micro-organismos. A preocupação, no 

entanto, é que surfactantes sintéticos podem ter impacto ambiental em longo 

prazo, fazendo com que as Agências de Proteção Ambiental, explorem outros 

dispersantes alternativos como biossurfactantes (SOEMO, 2013). 

 

1.3.7 Biossurfactantes 

 

Os surfactantes sintéticos são produzidos por reações químicas a partir de 

compostos petroquímicos. Os biossurfactantes são produzidos por ação biológica 

no meio extracelular por micro-organismos tais como, bactérias, fungos 

filamentosos e leveduras. Comparado com os surfactantes sintéticos, os 

biossurfactantes possuem várias vantagens, incluindo:  alta biodegradabilidade, 

baixa toxicidade, aceitabilidade ecológica, biocompatibilidade (que permite sua 

utilização em cosméticos, produtos farmacêuticos e aditivos de alimentos 

funcionais) e capacidade de ser produzido a partir de substratos renováveis 

(BANAT, 1995; CHIOMA et al., 2013; KAPADIA; YAGNIK, 2013). Entretanto, o 

custo final de um biossurfactantes, muitas vezes, inviabiliza sua produção. 

Esforços para aplicação de recursos renováveis vêm sendo feitos, como uma 

estratégia econômica. A escolha de um substrato de baixo custo é importante para 

a economia global do processo, porque eles são responsáveis 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 

gêneros: Pseudomonas  sp.,  Acinetobacter  sp.,  Bacillus  sp.  e Arthrobacter sp. 

(FONTES, et al., 2008). As leveduras também são conhecidas por produzir 
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biossurfactantes em concentrações elevadas, o que é uma vantagem em relação 

a esses micro-organismos (ACCORSINI, 2012). Diversas espécies de Candida 

têm sido largamente estudadas e empregadas com sucesso na produção 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 Referência 

Manoproteína Kluyveromyces marxianus;  

Saccharomyces cerevisiae 

 

Lukondeh; Ashbolt; Rogers, 2003 

Cameron; Cooper; Neufeld, 1988 

Soforolipídeos Wickerhamiella domercqiae 

Candida bombicola 

Torulopis petrophilum 

Candida bogorienses 

 

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 

Manosileritritol- 

Lipídeos 

Candida antarctica 

Candida sp. SY16 

Kurtzmanomyces sp. I-11 

Pseudozyma fusifornata, 

P. parantarctica,  

P. tsukubabaensis 

P. rugulosa 

P. aphidis 

 

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 

Complexo carboidrato –   

proteína- lipídeo 

Yarrowia lipolytica IMUFRJ  

50682 

Yarrowia lipolytica NCIM 3589 

Debaryomyces polymorphus 

Candida tropicalis 

Candida lipolytica IA 1055 

 

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 

 

Complexo carboidrato -   
proteína  
Ácido graxo 

Candida lipolytica ATCC 8662 
Candida ingens 

Candida utilis 
Candida valida 
Candida boleticola 

 

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

 

Amézcua-Veja et al., 2007 

Sheperd, R. et al., 1995 

Moussa, T. A. A., 2006 

Polióis – lipídeos Rhodotorula glutinis, 

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

Fonte: Fontes, 2008. 
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Tecnologias baseadas em aplicações de iossurfactantes e micro-

organismos produtores de biossurfactantes vem sendo usadas com sucesso na 

recuperação de ambientes contaminados com compostos orgânicos e inorgânicos, 

tais como hidrocarbonetos e metais.   A diversidade de biossurfactantes torna 

estes compostos     em um grupo potencialmente atrativo para uma grande 

variedade de aplicações industriais e biotecnológicas (PACWA-PŁOCINICZAK et 

al., 2011). 

  

1.3.8 Biodegradação de hidrocarbonetos do petróleo 

 

A biodegradação é a forma pela qual a natureza recicla os resíduos, 

quebrando os compostos orgânicos em moléculas menores e disponibilizando os 

nutrientes. É definida como a capacidade biológica de transformar compostos 

quimicamente, reduzindo sua complexidade (JOUTEY et al., 2013). A matéria 

biodegradável, em geral, é formada de material orgânico: vegetal, animal e outras 

substâncias de origem orgânica ou material artificial compatível que possa ser 

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

Os micro-organismos estão por toda parte e colonizam diversos ambientes 

a milhares de anos. Eles são os principais componentes das cadeias alimentares 

e ciclos biogeoquímicos e atuam na manutenção e sobrevivência de plantas, 

animais e outros organismos através de relações simbióticas. São os únicos 

agentes biológicos capazes de regenerar os elementos necessários para outros 

organismos (PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011). 

Alguns micro-organismos degradadores possuem capacidade de 

desintoxicar ou remover poluentes, devido às suas diversas capacidades 

metabólicas. Bactérias, fungos filamentosos e leveduras são utilizados para 

remoção e degradação de diversos poluentes ambientais, incluindo os produtos da 

indústria petrolífera (DAS; CHANDRAN, 2011). Eles são capazes de degradar 
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catabólitos e transformar ou acumular uma enorme gama de compostos, incluindo 

hidrocarbonetos, como, bifenilos policlorados (PCBs), hidrocarbonetos policíclicos 

aromáticos (HPAs), radionuclídeos e metais (LEITÃO, 2009). O uso de 

petroderivados como fonte de carbono para o crescimento fúngico tem sido 

realizado de forma eficaz utilizando micro-organismos em processos industriais e 

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

Os mecanismos para degradação de hidrocarbonetos de petróleo têm sido 

extensivamente estudado e um número de micro-organismos, incluindo bactérias, 

fungos e leveduras têm sido isolados e caracterizados por sua habilidade para 

degradar  hidrocarbonetos de petróleos (HARAYAMA et al., 2004; HARWATI et 

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

de petróleo. 

 

Tabela 3 - Micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos do petróleo 

Composto Micro-organismo Referências  

Alcano Pseudomonas sp.  
Bacillus sp.  
Acinetobacter calcoaceticus,  

Micrococcus sp.  
Candida antarctica  
Nocardia erythropolis  

Ochrobactrum sp.  
Acinetobacter sp.  
Serratia marcescens e  

Candida tropicalis  
Alcaligenes odorans  
Brevibacillus sp. 

 

Herman  et  al. (1997);  Churchill  et  
al.;  
Grishchenkov et al (2000); 
Cybulski et al. (2003); 
Rosenberg et al. (2002); Lal & 
Khanna (2006); 
Das et al.(1998);  
Hua et al.(2003);  
Park et al.;  
Burry & Miller;  
Suguira et al.;  
Ijah (1998); 
Lal & Khanna  (1996); 
Grishchenkov et al.;  

Monoaromático Pseudomonas sp.  

Alcaligenes odorans  
Sphingomonas paucimobolis 
 

Churchill et al.;  
Lal & Khanna (1996); 
Willumsen & Arvin (1999); 

Poliaromáticos Achromobacter sp.,  
Mycobacterium sp.  
Pseudomonas sp.  

  
 
Mycobacterium flavescens,  

Rhodococcus sp. 

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. 
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Os processos de biodegradação do petróleo são baseados na capacidade 

de populações microbianas em modificar ou decompor determinados poluentes, 

através de processos metabólicos e enzimáticos, utilizando os hidrocarbonetos de 

petróleo como fonte de carbono (C) e energia para o seu crescimento. A 

degradação completa destes hidrocarbonetos resulta em produtos finais menos 

tóxicos como dióxido de carbono (CO2), água (H2O) e biomassa celular 

(MENEGHETTI, 2007). 

Biodegradação de hidrocarbonetos, tanto em compostos alifáticos quanto 

em aromáticos, pode ocorrer em condições anaeróbias ou aeróbias (HAMM; 

SINGH; WARD, 2003). A degradação anaeróbia é catalisada por bactérias 

anaeróbias, tais como as bactérias redutoras de sulfato, utilizando diferentes 

aceptores de elétrons terminais (PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011). A 

condição de degradação aeróbia ocorre pela incorporação de oxigênio intracelular 

através de reações enzimáticas catalisadas por oxigenases e peroxidases (DAS; 

CHANDRAN, 2011).  

Consórcios microbianos com alta capacidade enzimática são mais eficazes 

em biodegradar hidrocarbonetos no solo que em ambientes aquáticos 

(BARNABAS, 2013). Uma das formas de se utilizar a capacidade degradativa das 

enzimas é aplicá-la diretamente no local contaminado. A utilização de enzimas 

livres evita o uso de organismos exógenos ou geneticamente modificados no 

ambiente (PEIXOTO; VERMELHO; ROSADO, 2011).  

O potencial genético e fatores ambientais tais como temperatura, pH e 

fontes disponíveis de  nitrogênio e fósforo (FRITSCHE; HOFRICHTER, 2000), e 

salinidade (CHANDANKERE et al., 2014) – exercem forte influência sobre a taxa e 

a extensão da biodegradação. 

Estudos de aplicações de engenharia genética de micro-organismos em 

biorremediação têm recebido muita atenção. Estes micro-organismos 

geneticamente modificados têm capacidade degradativa superior e demonstram 

sucesso na degradação de diversos poluentes em condições definidas. No 

entanto, preocupações ambientais e restrições regulatórias são os principais 



22 

 

 

obstáculos para ação de testes com micro-organismos geneticamente modificados 

em campo (MENN, EASTER e SAYLER, 2008; JOUTEY et al., 2013). 

A velocidade e a extensão com que os componentes do petróleo são 

degradados dependem da existência de, pelo menos, quatro fatores principais 

(BAIRD et al., 2002; PEDROTI et al., 2007): (i) Umidade, para facilitar as reações; 

(ii) Oxigênio, para rápida oxidação dos hidrocarbonetos e outros compostos do 

petróleo, já que sob condições anaeróbicas, a biodegradação é mais lenta e 

normalmente efetuada por bactérias sulfato-redutoras; (iii) Contato óleo-agua, 

devido a relativa insolubilidade do óleo na agua, tal contato controla a velocidade 

de oxidação e da degradação; (iv) Presença de nutrientes (fosfatos, sulfatos, 

nitratos, etc) para o desenvolvimento microbiano. 

 

1.3.9 Leveduras Ascomicetas utilizadas em Biotecnologia  

 

Os ascomicetos são um grupo de leveduras produtoras de vários produtos 

biotecnológicos. A levedura Saccharomyces cerevisiae é a mais utilizada em todo 

o mundo na produção de alimentos fermentados, como cervejas, sidras, vinhos, 

bebidas destiladas, produtos de panificação, além de outros processos industriais 

como, na produção de etanol, proteína unicelular, rações e forragens, enzimas 

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

Outras leveduras não-convencionais vêm sendo cada vez mais utilizadas 

na produção de biocatalisadores e em rotas multi-enzimáticas para a síntese 

química de pequenos compostos com baixo peso molecular, com importância 

medicinal e nutricional. Também possuem papel na agricultura como agentes de 

controle biológico, biorremediação 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 é um microrganismo aeróbio, eucariótico, do reino Fungi, 

pertencente à 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 aeróbia, dimórfica, não patogênica 

(GROENEWALD et al., 2013), apresenta uma vasta aplicação biotecnológica por 

sua capacidade de metabolizar lipídeos e hidrocarbonetos e de excretar diversos 

metabólitos em grande quantidade como ácidos orgânicos e proteínas 

extracelulares, sendo muito usada para expressão e secreção de proteínas 

específicas (BARTH; GAILLARDIN, 1997; NUNES et al., 2011; NUNES et al., 

2013). 

Tradicionalmente, as leveduras são classificadas de acordo com sua 

capacidade de utilizar determinadas fontes de carbono e nitrogênio em 

temperaturas específicas. Na 5ª edição da The Yeasts: a Taxonomic Study, uma 

chave de identificação com base em tais características pode ser utilizada na 

identificação da Yarrowia lipolytica. Em alguns casos, no entanto, não é possível 

devido a características relacionadas com Candida deformante. As análises das 

sequências das regiões ITS e domínios D1/D2 são confiáveis para a identificação 

de espécies de Yarrowia. Recentemente, a região ITS foi escolhida como o código 
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de barras de fungos, mas, para as leveduras, o uso de ambas as regiões DNAr é 

recomendada (GROENEWALD, 2013, apud KURTZMAN et al., 2011). 

A levedura Yarrowia lipolytica teve seu genoma sequenciado há 10 anos. 

Entre as características mais importantes desse genoma se destacam: o tamanho, 

teor das estruturas dos centrômeros dos cromossomos e elevada quantidade de 

genes. Entre os genes codificados, predominam genes codificadores de enzimas 

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

Este organismo vem sendo utilizado como modelo em estudos de 

dimorfismo, tolerância ao sal, expressão de proteínas, acúmulo de lipídeos e 

aplicação em biorremediação de poluentes como hidrocarbonetos alifáticos e 

aromáticos (BANKAR; KUMAR; ZINJARDE, 2009). Y. lipolytica degrada vários 

substratos hidrofóbicos eficientemente e é considerada uma levedura oleaginosa 

pela habilidade de acumular uma larga quantidade de lipídeos, potencial na 

bioconversão de ácidos graxos, produção de biodiesel, hidrólise e a incorporação 

de substratos de petróleo (BEOPOULOS et al., 2009). Devido às suas 

capacidades, têm sido o foco de estudos em biorremediação, sendo utilizado 

como agente promissor para o tratamento de áreas contaminadas (MARTINS et 

al., 2012). 

O acúmulo de lipídeos requer estratégias de adaptação elaboradas de 

utilização de substratos hidrofóbicos, tais como o n-alcanos, ácidos graxos e de 

triacilgliceróis. A adesão das gotas hidrofóbicas se dá por adaptação de genes ao 

utilizar estes substratos, modificando a superfície celular maximizando assim o 

contato do substrato celular e por mecanismos de transporte complexos para a 

incorporação destes compostos dentro da célula. Yarrowia lipolytica tem pelo 

menos 13 famílias de genes envolvidos na utilização de substratos hidrofóbicos 

(BEOPOULOS et al., 2009).  

Yarrowia lipolytica vem sendo usada com modelo para estudos por 

apresentar fases morfológicas (hifa, pseudohifa e levedura) bem definidas e não 

ser patogênica. Estes estudos utilizam o N-acetilglicosamina e soro fetal bovino na 

indução de hifas para testes com o farnesol, um inibidor de biofilme. O 



25 

 

 

conhecimento dos mecanismos que o regulam pode auxiliar na terapia de doenças 

causadas por fungos dimórficos, através do desenvolvimento de novos fármacos 

(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, ácido cítrico e proteínas 

unicelulares, além de várias 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 óleo de soja e resíduo de refinaria 

(RUFINO et al., 2011). 

Estudos de produção de bioemulsificantes/biossurfactantes (VANCE-

HARROP et al., 2003, ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2006) e de 

biodegradação de  óleo diesel (SOUZA, 2009, SOUZA et al., 2012, HENRIQUES 

et al, 2011, HENRIQUES, 2013) e querosene (SILVA et al, 2011, SILVA, 2012),   

em água do mar  tem ratificado  a  extrema tolerância desta levedura a diversas 

situações de  estresse múltiplo, envolvendo  estresses  salino, tóxico  e ácido ou 

alcalino. 

 

1.3.11 Otimização de Processos de Biodegradação 

 

Vários fatores abióticos podem influenciar o crescimento e a quebra de 

hidrocarbonetos por populações microbianas. Os nutrientes constituem um fator 

predominante na biodegradação, em especial o nitrogênio e o fósforo. Em grandes 

derramamentos de óleo ocorridos em ambientes marinhos e de água doce, nos 

quais a oferta de carbono é significativamente aumentada, a necessidade de 

nitrogênio e fósforo, em geral torna-se um fator limitante na degradação do 

petróleo (ATLAS, 1991). 
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 A utilização de planejamentos fatoriais associados a Metodologia de 

Superfície de Resposta permite determinar experimentalmente, níveis “ótimos” de 

nutrientes, contribuindo assim para o desenvolvimento de  melhores métodos de 

remediação, para a minimização do número de experimentos e para a aquisição 

de informações sobre os  principais efeitos das variáveis independentes ou fatores 

e  de suas interações sobre as variáveis dependentes ou variáveis resposta do 

planejamento. Esta técnica estatística vem sendo aplicada com sucesso em 

muitos campos. A utilização da técnica permite selecionar os melhores materiais, 

equipamentos, processo e condições para obter as variáveis e intervalos corretos 

para estudo posteriores (MYER; MONTGOMERY,2009). 

O planejamento de meios de fermentação é uma tarefa que consume 

tempo, mas permite alcançar desempenho satisfatório em bioprocessos 

(KENNEDY et al., 1992). Planejamento de meios para produção de  

bioemulsificantes/biossurfactantes e para biodegradação de petróleo e derivados 

permite reduzir tempo e custo e aumentar a produtividade e o desempenho nestes 

bioprocessos Metodologia de superfície de resposta associada a planejamento 

composto central vem sendo aplicada com sucesso na otimização de variáveis de 

estado e parâmetros  operacionais - como concentração de nutriente  volume e 

concentração de inóculo, pH, temperatura, velocidade de agitação,  tempo de 

produção -  em   processos  de produção de  bioemulsificante/biossurfactante 

(ALBUQUERQUE et al., 2006; FONTES  et al, 2010; MELO, 2011; LUNA et al, 

2011)  e de biodegradação  de   petróleo (MOHAJERI et al., 2010), óleo diesel 

(HUANG et al, 2008; HENRIQUES, 2013; MALIJI, et al, 2013), querosene 

(AGARRY et al., 2010; AGARRY et al., 2012;), óleo motor (SU et al., 2011),  entre 

outros (CHANDANKERE, et al., 2014) 

Técnicas de Computação Bioinspirada como redes neurais artificiais e 

algoritmos genéticos também tem apresentado resultados satisfatórios em  

modelagem e otimização  empíricas de  processos de  produção de  

biossurfactantes (MELO,  2011) e de biodegradação de óleo diesel (GARCIA, 

2009);  querosene (CASSIMIRO, Jr., 2012). 
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Com a validação experimental e a aplicação adequada dos resultados 

obtidos a partir da modelagem e otimização, os processos de produção de 

biossurfactantes e de biodegradação de petróleo e derivados podem ser 

implementados em biorreatores, permitindo dessa forma, controlar as variáveis do 

processo com máxima eficiência.  
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Resumo 

 

Existem relativamente poucos relatos na literatura sobre degradação de hidrocarbonetos por 

micro-organismos halo-álcali-tolerantes. Neste trabalho, biodegradação de querosene e 

produção de bioemulsificantes/biossurfactantes (BE/BS) por Candida lipolytica UCP 0988 

em água do mar hipersalina e extremamente alcalina, suplementada com fontes de 

nitrogênio e fósforo foi investigada.   Metodologia de Superfície de Resposta foi aplicada 

para avaliar os efeitos das concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de 

potássio sobre a concentração mássica total, a tensão superficial, o pH e a salinidade. Altos 

coeficientes de determinação (respectivamente iguais a 091; 0,98 e 0,80) e baixos valores p 

(menores que 0.05 para a tensão superficial e o pH e menor que 0,10 para a salinidade) 

mostram a significância dos modelos quadráticos desenvolvidos para tensão superficial, pH 

e salinidade. A proximidade entre os resultados experimentais e as previsões dos modelos 

(desvio relativos inferiores a 2,2% para tensão superficial e salinidade e inferiores a 6% 

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

 

Palavras chaves: Metodologia de Superfície de Resposta, biodegradação, querosene, 

biossurfactante, extremo tolerância. 





 

 

 

Introdução 

O querosene é um dos produtos de petróleo mais comumente derramados no meio 

ambiente. Ele contém parafinas (alcanos), cicloparafinas (cicloalcanos), aromáticos e 

olefinas (Irwin et al., 1997). Além dos riscos de inalação, seu vazamento pode provocar 

toxicidade aguda tanto para a vida aquática quanto para a terrestre (Saratale et al. 2007). 

Apesar dos avanços tecnológicos, os derrames acidentais de petróleo e seus produtos 

refinados ocorrem com frequência durante a extração, armazenamento, transporte, 

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

 

A biorremediação natural de oceanos e mares contaminados por hidrocarbonetos é 

geralmente um processo muito lento. As tentativas para limpar vazamentos de petróleo, 

com o auxílio de micro-organismos devem levar em consideração as deficiências 

nutricionais da água do mar, já que a disponibilidade de nitrogênio e de fósforo limita a 

degradação microbiana de hidrocarbonetos em água do mar (Agarry et al., 2010). 

Frequentemente, a eficácia da biorremediação é uma função da população microbiana e de 

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

 

As tecnologias de biorremediação podem ser classificadas como ex situ e in situ. 

Tecnologias ex situ envolvem a remoção física 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 biorremediação ex-situ, é 

possível monitorar e aumentar significativamente a degradação microbiana de petróleo
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 bruto e seus produtos refinados otimizando condições tais como pH, temperatura, 

nutrientes, presença de metais e substâncias tóxicas, taxas de transferência de oxigênio e 

número e estado fisiológico de micro-organismos degradadores de óleo, entre outros 

(Kumar et al., 2011). A capacidade de várias espécies de Yarrowia lipolytica na degradação 

de diversos compostos orgânicos, incluindo hidrocarbonetos alifáticos e aromáticos, é 

muitas vezes acompanhado por produção biossurfactantes (Coelho et al 2010). Y.lipolytica  

(classificada originalmente  como Candida) não é apenas de interesse para  pesquisa 

fundamental, mas também para aplicações biotecnológicas. Ela secreta vários metabólitos – 

entre eles, ácidos orgânicos e proteínas extracelulares - em grandes quantidades (Barth e 

Gaillardin, 1997) e é uma das bem mais relatadas leveduras para a produção de 

bioemulsificantes baseados em lipídios-carboidratos-proteína (Sapute et al., 2010). 

Linhagens tolerantes a sal de Y. lipolytica têm 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 é muitas vezes acompanhado pela 

emulsificação da fonte de carbono insolúvel no meio de cultura. Na maioria dos casos, este 

achado tem sido associado à produção de agentes emulsionantes extracelulares ou 

biossurfactantes (Parra, 1990). Geralmente, os compostos tensoativos podem influenciar a 

biodegradação de hidrocarboneto através do aumento da solubilidade dos hidrocarbonetos 

ou podem interferir nas paredes celulares de micro-organismos (Chrzanowski et al., 2006). 

A formação de emulsões através da produção microbiana e liberação de biossurfactantes é 

um processo importante na absorção de hidrocarbonetos por bactérias e fungos (Wongsa et 
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al., 2004).  A adição de biossurfactantes aumenta a disponibilidade de hidrocarbonetos de 

cadeia longa para micro-organismos e os torna mais acessíveis para utilização pelos 

sistemas enzimáticos microbianos (Atlas e Bartha, 1972; Coelho et al, 2010). Pesquisas são 

necessárias para desenvolvimento de modelos quantitativos que descrevam 

simultaneamente processos de biodegradação de hidrocarbonetos e de produção de 

biossurfactantes em um intervalo amplo de condições ambientais.  

 

Metodologia de Superfície de Resposta (RSM) baseada em planejamento composto central 

rotacional tem sido usada com sucesso em modelagem e otimização de processos de 

biodegradação (Huang et al, 2008; Mohajeri et al., 2010, Zahed et al., 2010) e processos de 

produção 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 biodegradação de hidrocarbonetos 

e produção de biossurfactante por leveduras em condições extremas de pH e salinidade 

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

 

No desenvolvimento de processos de biorremediação ex-situ de água do mar contaminada 

por petróleo e derivados, como querosene, o planejamento e a otimização das condições 

operacionais e  de componentes limitantes dos meios de biodegradação de hidrocarbonetos 

são de importância crítica. Neste trabalho, Metodologia de Superfície de Resposta (RSM) 

associada a planejamento composto central (PCC) foi utilizada para otimizar as 

concentrações de sulfato de amônio e de fosfato monobásico de potássio em processos de 
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biodegradação de querosene e de produção de bioemulsificantes/biossurfactantes (BE/BS) 

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

 

1. Materiais e Métodos 

 

1.1. Micro-organismo  

 
Candida lipolytica UCP 0998 foi obtida da coleção de culturas da Universidade Católica de 

Pernambuco, Brasil. O micro-organismo foi mantido a 4º 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 ágar. O pH foi ajustado 

para 5,0 com HCl. Transferências para novas placas com ágar, foram realizadas 

mensalmente para assegurar a viabilidade celular.  

 

2.2. Querosene 

Querosene comercializado em postos de gasolina da Companhia de Distribuição Petrobrás 

(BR), em Recife, Pernambuco, Brasil com as seguintes especificações: máximo de 0.1% de 

benzeno, mínimo de 70% de hidrocarbonetos parafínicos, máximos de hidrocarbonetos 

olefínicos e aromáticos, respectivamente iguais a 5 e 20%.  
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2.3. Água do Mar  

 

As amostras de água do mar para os experimentos de biodegradação  foram coletadas  no 

Porto de Suape (8° 22' 32,42" S; 34° 57' 11,38" W)  a 0,5 m  de profundidade da superfície 

do mar, usando recipientes plásticos de 5L, que foram pré-lavados com água, água destilada 

e também com água do mar da própria amostra coletada.  As amostras foram 

imediatamente transportadas para o laboratório e filtradas para remover sólidos em 

suspensão. Sua composição foi Ca++ 0,48%; Mg++ 1,36%; Na+ 11,20%, K+ 0,55%, Cl- 

20,00%, SO4
—3,27%. A salinidade, a gravidade específica, o pH e a tensão superficial 

foram iguais a 37‰; 1026 kg/m-3, 8,22 e 53,43 mN/m, respectivamente.  

 

2.4. Determinações Analíticas 

 

Amostras foram coletadas com 0h, 96h e 360 h e determinações de pH, salinidade, 

gravidade específica, tensão superficial, concentração mássica total e atividades de 

emulsificação foram realizadas. O pH foi determinado por potenciometria. A salinidade e a 

gravidade específica por refratometria.   A tensão superficial foi determinada pelo método 

do anel de Dy Noüy (Singh and Cameotra, 2004).  A concentração mássica total e a 

concentração de biomassa foram determinadas por gravimetria. A viabilidade celular    foi 

determinada por contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) de acordo com 

Souza et al. (2012). A atividade de emulsificação foi medida pelo método de Cirigliano e 

Carman (1984).  O método define uma unidade de atividade de emulsificação (UAE) como 

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

degradação calculada conforme Gouda et al. (2007). 

 

2.5. Otimização de Biodegradação de Querosene e de Produção de Biossurfactante por 

Candida lipolytica UCP 0988 em Água do Mar usando Metodologia de Superfície de 

Resposta (MSR) 

 

Abordagem baseada em MSR (Myers et al., 2009) foi usada para identificar as 

concentrações ótimas de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio em processo 

de biodegradação de querosene 30% (v/v) por Candida lipolytica UCP 0988, em água do 

mar hipersalina (salinidade superior a 35‰) e extremamente alcalina (pH 14).  

 

Um PCC tendo as concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio 

como fatores ou variáveis independentes, foi delineado com 4 pontos lineares, 4 pontos 

axiais e 3 repetições no ponto central – totalizando 11 ensaios. Os valores das 

concentrações iniciais de sulfato de amônio e de fosfato monobásico de potássio e seus 

intervalos de variação (Tabela 1) basearam-se em resultados de trabalhos anteriores 

desenvolvidos por Silva (2011) e Cassimiro Júnior (2011). As variáveis respostas avaliadas 

foram tensão superficial, pH, salinidade, concentração mássica total e atividades de 

emulsificação para emulsões água-em-óleo-de-milho e água-em-n-hexadecano - 

selecionadas por serem consideradas indicadores indiretos ou expressões da biodegradação 

de hidrocarbonetos. 
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Os componentes dos meios de biodegradação foram pesados, conforme as especificações 

do PCC (Tabela 1). Após a dissolução dos componentes em água do mar esterilizada, o  pH 

de cada meio foi ajustado para 14. Os meios foram autoclavados a 120o C por 20 minutos, 

em frascos de Erlenmeyer de 1000 mL, com volume útil de 750 mL.  O inóculo foi obtido a 

partir de cultura pura de C. lipolytica UCP 0988, mantida em 28o C por 48 h. A inoculação 

foi realizada, em câmara de fluxo laminar, usando 1,33 g/L de biomassa. O querosene foi 

autoclavado em vapor fluente e adicionado aos meios de biodegradação, na proporção de 

30% do volume útil. Os frascos contendo os meios de biodegradação foram incubados em 

agitador rotatório, durante 15 dias com a temperatura controlada em 28ºC e a agitação em 

200 rpm. Amostras foram coletadas com 0, 96 e 360 h para determinações de pH, 

salinidade, biomassa, tensão superficial e atividades de emulsificação para emulsões água-

em-n-hexadecano e água-em-óleo-de-milho e para construção  dos correspondentes perfis  

cinéticos.  

 

Modelos empíricos de segunda ordem foram obtidos relacionando as variáveis respostas 

(parâmetros da otimização) com as variáveis independentes do planejamento de acordo 

com a equação abaixo:  

                                                                                 (1) 

 

onde     são as variáveis respostas previstas,    e    são as variáveis independentes,   ,   ,      and     são os coeficientes de regressão referentes ao intercepto e aos termos linear, 

quadrático e de interação e    é o erro randômico.  
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As análises estatísticas dos resultados - análises de regressão, de variância e de superfície 

de resposta - foram realizadas usando o software Statistica versão 8.0 (Statsoft.Inc.,USA).  

Os valores ótimos das variáveis independentes foram obtidos pela resolução de equações de 

regressão e também pela análise dos gráficos de superfície de resposta. Os valores previstos 

foram calculados através das derivadas dos modelos matemáticos obtidos.  Os gráficos de 

linha e de superfície de resposta foram construídos com o apoio do programa SigmaPlot 

versão 10.0 (Systat software, Inc, Germany) 

 

3. Resultados e Discussão 

 

Nas últimas décadas, vários estudos sobre  a influência de nitrogênio e fósforo na 

biorremediação de ambientes marinhos contaminados com petróleo (Ruiz et al. 2006; 

Zahed et al, 2010) e sobre biodegradação de querosene em solo, em condições moderadas 

de pH e salinidade (Agarry et al, 2010; Gouda et al, 2007; Shabir et al, 2008) têm sido 

desenvolvidos.  Entretanto, pouco se sabe sobre a influência de fontes de nitrogênio e 

fósforo sobre a tensão superficial, o pH, a salinidade e as concentrações   mássica total e de 

biomassa em processos de biodegradação de querosene produção de 

biossurfactante/bioemulsificante em água do mar hipersalina e extremamente alcalina. A 

seguir, são apresentados os resultados obtidos no presente trabalho, sobre biodegradação de 

querosene em água do mar em condições extremas de pH e salinidade.  

 

3.1. Perfis cinéticos de tensão superficial, pH, salinidade e concentração mássica total   
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Os perfis cinéticos das variáveis resposta tensão superficial, pH, salinidade e concentração 

mássica total - associadas aos oito ensaios e a média da triplicata do ponto central do 

planejamento estão ilustrados na Figura 1. Eles mostram a forte influência das fontes de   

nitrogênio e fósforo sobre o comportamento não linear das variáveis respostas durante o 

processo de biodegradação de querosene em água do mar   hipersalina e extremamente 

alcalina. 

 

 3.2. Modelagem Empírica e Análise Estatística 

 

A matriz do PCC tendo como fatores as concentrações iniciais de sulfato de amônio e de 

fosfato monobásico de potássio, e os valores das variáveis respostas correspondentes 

obtidas com 360 h estão 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 água do mar  suplementada  com  sulfato de  amônio e 

fosfato monobásico de potássio, em condições de alta salinidade e extrema alcalinidade. Os 

líquidos metabólicos livres de células obtidos produziram atividade de emulsificação para 

emulsões água-em-óleo de milho variando entre 4.76 e 6.0 UEA, valores comparáveis aos 

obtidos por Souza et al. (2012), usando óleo diesel a 1%, 3% e 5%, e cujos líquidos 

metabólicos livres de células obtidos após 168 h produziram atividade de emulsificação 

para emulsões óleo de milho-em água variando entre 5.45 e 6.0 UAE.  Nas condições 
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investigadas nesse trabalho, a tensão superficial dos líquidos metabólicos livres de células 

variou entre 35,30 e 41,20 mN/m e a salinidade entre 90 e 95 ‰, enquanto no trabalho de 

Souza et al (2012) os valores das tensões variaram entre 43,48 e 53,61 mN/m   e as 

salinidades entre 42 e 65 ‰.  De acordo com Hagler e Ahearn (1987) muitas leveduras 

aquáticas são capazes de crescer em concentrações de NaCl excedendo   o intervalo 

normalmente encontrado na água do mar.  Estes achados mostram que no presente trabalho, 

mesmo em condições 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 tensão   superficial para valores inferiores a 40mN/M.  

 

Os resultados obtidos no PCC para a tensão superficial (   ), pH (   ), salinidade (   ) e 

concentração mássica total (   ), foram ajustados as seguintes equações polinomiais de 

segunda ordem para investigar suas relações com as concentrações de sulfato de amônio (  ) e 

fosfato monobásico de potássio (   :  
 

                                                                  (1) 

                                                                      (2) 

                                                                    (3) 

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

 

A significância de cada coeficiente nas equações foi determinada pelo teste t de Student e 

valores p.  Coeficientes em negrito são estatisticamente significantes no nível de confiança 



54 

 

 

de 95% (p<0,05).  Coeficientes positivos representam  efeitos  que favorecem  a variável 

resposta  investigada, enquanto coeficientes negativos  representam efeitos antagônicos.  

Nos modelos propostos para a tensão superficial (   ) e pH (   ), pode ser visto que a 

concentração de fosfato monobásico de potássio (    exerce efeito mais significativo que a 

concentração de sulfato de amônio (  ).  Esta influência   também pode ser observada nos 

resultados   do ensaio 8 - que apresentou as maiores reduções percentuais de tensão 

superficial e pH - e do   ponto central do planejamento que apresentou valores finais de 

tensão superficial (36.23) e pH (12.58) próximos aos obtidos no ensaio 8 (Fig.1 e Tabela 2). 

Outros estudos, entretanto, indicam que nitrogênio exerce um efeito mais   significativo que 

fósforo na biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo (Huang et al, 2008; Vieira et al, 

2009; Zahed et al.; 2010). Por outro lado, no modelo proposto para a salinidade (   ), a 

interação do fósforo com o nitrogênio exerce um efeito inibitório. Possíveis razões para este 

efeito incluem a inibição direta da atividade metabólica, devido ao alto potencial osmótico 

desfavorável do ambiente do micro-organismo (Amatya et al., 2002), e a solubilidade 

alterada ou sorção de íons essenciais ou tóxicos (Ulrich et al., 2009). 

 

As análises de variância mostram que os dois primeiros modelos são significat ivos para um 

nível de confiança de 95% (p< 0,05), enquanto o terceiro modelo é significativo para um 

nível de confiança de 90% (p<0,10), como fica evidente dos resultados apresentados na 

Tabela 3. Os valores-F e os pequenos valores-p dos modelos    ,     e     (menores que 0,05 

para os modelos     e     e menores que 0,10 para o modelo 3)  indicam as significâncias 

estatísticas (adequações)  dos modelos     e    ,  no nível de confiança de  95%  e   a do 

modelo      no  nível de confiança de 90%. Os valores-F da falta de ajuste dos modelos    , 
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     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 quadráticos representam 

adequadamente os dados e que as faltas de ajuste não são significativas em relação ao erro 

puro.  Para testar a qualidade do ajuste dos modelos polinomiais quadráticos, os 

coeficientes de determinação (R2) foram avaliados. Quanto mais próximo de 1 é o valor de 

R
2, melhor é a correlação entre os valores observados e preditos.  O valor R

2 indica a 

porcentagem da variabilidade (VE) na resposta que pode ser explicada por uma equação de 

previsão polinomial de segunda ordem.  O valor do coeficiente de determinação ajustado 

(Radj
2) também indica a significância do modelo. Os excelentes (superiores a 0,90 e 0,98 

para os modelos     e    ) e bom (superior a 0,79 para o modelo    ) valores de R2 estão em 

razoável acordo com os coeficientes de determinação ajustáveis Radj
2.  A precisão estatística 

adequada mede relação sinal-ruído, comparando o intervalo dos valores preditos nos pontos 

do planejamento com o erro de predição médio. Uma relação maior que 4 é desejável.  Os 

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

pequena variabilidade residual e uma confiabilidade maior dos experimentos realizados.  

 

As relações entre as variáveis independentes e as variáveis respostas podem ser 

entendidas pelo exame das superfícies de respostas (Fig. 2).  Entre os modelos propostos, 

apenas o modelo da concentração mássica total (modelo    ) não pode ser considerado como 

uma função quadrática das concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de 

potássio. Uma possível explicação para este resultado pode ser a alta não linearidade do 

modelo no espaço investigado (Fig.2d) e a consequente inadequação do modelo de segunda 

ordem proposto.  
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A construção de modelos empíricos baseada na abordagem padrão de MSR 

frequentemente usa modelos quadráticos derivados de planejamento experimental 

estatístico.   Em alguns casos, a capacidade de um polinômio quadrático aproximar a 

superfície de resposta verdadeira de um processo pode não ser adequada. Ocasionalmente, 

para construir um bom modelo de superfície de resposta, polinômios de ordem superior ou 

outros modelos como redes neurais artificiais são requeridos (Nagata e Chu, 2003).  No 

presente trabalho, o modelo polinomial de segunda ordem para aproximar a superfície de 

resposta da concentração mássica total foi descartado (Fig. 2d), para evitar entrar em 

condições sub-ótimas.  Entretanto, modelos baseados em   redes neurais artificiais podem 

ser usados futuramente para ajustar os dados experimentais da concentração mássica total. 

 

3.2. Validação dos Modelos e Condições Ótimas  

 

Experimentos de validação foram realizados para verificar a precisão dos modelos     ,      e    , e os resultados mostram que os valores preditos estão de acordo com os resultados 

experimentais. Os valores mínimos para a tensão superficial e para o pH e o valor máximo 

para a salinidade e as correspondentes composições otimizadas dos meios de biodegradação 

(concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio) previstas dos 

modelos estão apresentadas na Tabela 4. Experimentos foram realizados para verificar as 

condições ótimas previstas. Os resultados da tensão 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 tensão 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 condições investigadas nos 

ensaios de biodegradação de querosene do planejamento experimental, a redução da tensão 

superficial, a redução do pH e o aumento da salinidade (e da concentração mássica total) 

são favorecidos por concentrações de fosfato monobásico de amônio aproximadamente 10 

vezes maiores que as concentrações de sulfato de amônio.   

   

3.3. Ensaios Controle de Biodegradação de Querosen em Água do Mar 

 

Para o ensaio com 360 horas de biodegradação de querosene em água do mar,  em 

condições  otimizadas (AMQ-PC)  - consistindo de água do mar, querosene, sais nutrientes 

adicionais e inóculo (Fig. 3b)  -   foram  realizados  os seguintes  ensaios controles:  AMQ-

CESS - controle abiótico,  sem sais  nutrientes  adicionais, consistindo de água do mar e 

querosene (Fig. 3a),  AMQ-CECS -   controle abiótico  consistindo de água do mar, 

querosene e sais nutrientes adicionas (Fig. 3c),  ADQ-CESS - controle abiótico,  sem sais  

nutrientes  adicionais, consistindo de água destilada e querosene (Fig.3d),  ADQ-PC – 

controle biótico, consistindo de água destilada, querosene, sais nutrientes adicionais e 

inóculo (Fig. 3e) e  ADQ-CECS - controle abiótico,  consistindo de água destilada, 

querosene e sais nutrientes adicionais (Fig. 3f).  Os controles sem sais nutrientes adicionais 

servem com ponto de referência para biodegradação sob condições sub-ótimas (limitação 

de nutrientes).  Os controles abióticos servem para medir as perdas abióticas (i.e. perdas 

através de volatização e dissolução adicional). Os controles usando água destilada no lugar 

de água do mar servem para monitorar o efeito da salinidade sobre a biodegradação do 

querosene.   
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Os efeitos da presença de micro-organismos degradadores de querosene e de sais nutrientes 

são visíveis nos seis ensaios controles realizados (Fig. 3). Nos ensaios abióticos ADQ-

CESS e ADQ-CECS (Fig. 3d e 3f) não ocorreu formação de emulsão entre a água destilada 

e o querosene, mesmo suplementando a água destilada com sais de N e P.  Se por uma lado, 

a observação do ensaio abiótico AMQ-CESS (Fig. 3a) sugere que os sais de N e P e outros 

sais existentes  em baixas concentrações na água do mar  favorecem a  formação de 

emulsões do  tipo água do mar-em-querosene, por outro lado, a observação do ensaio  

abiótico AMQ-CECS (Fig.3c) sugere que a suplementação adequada de sais de N e  P  aos 

sais existentes na água do mar, favorece a formação tanto  de  emulsão do  tipo água do 

mar-em-querosene quanto de emulsão do  tipo  querosene-em-água do mar.   Finalmente, a 

observação dos  ensaios bióticos AMQ-PC e ADQ-PC (Fig. 3b e 3e) sugere que a 

utilização de concentrações iniciais adequadas de inóculo, a suplementação  adequada  de 

sais  de N e P - à  água do mar  ou água  destilada - e  a  formação tanto  de  emulsão do  

tipo água do mar-em-querosene quanto do  tipo  querosene-em-água do mar favorecem a 

adaptação  de C. lipolytica UCP 0988  em condições  extremas de  pH e salinidade  e 

facilitam a utilização de querosene e a produção de emulsificantes e  surfactantes  pela 

levedura. 

 

3.4 Perfis Cinéticos de diferentes expressões de biodegradação de querosene em condições 

otimizadas 

 

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

salinidade e concentração mássica (microbiana ou química) determinados em condições 
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otimizadas. A concentração da biomassa foi obtida como a diferença entre a concentração 

mássica total do ensaio biótico AMQ_PC e a concentração mássica de ensaio controle 

abiótico (AMQ_CECS). Os perfis cinéticos da Fig. 4a sugerem que, inicialmente, 

biossurfactante é produzido como metabólito primário – com reduções de tensão superficial 

e pH – acompanhando a formação de biomassa (cinética associada ao crescimento) e 

indiretamente a degradação de querosene em água do mar por C.lipolytica UCP 0988.  De 

acordo com   Rigas et al. (2005), a redução do pH   é uma característica biológica de fungos 

como um esforço para favorecer a oxidação catalítica de substratos e como uma reação ao 

estresse ambiental causado pela presença de compostos tóxicos.  O aumento da tensão 

superficial e do pH, após 96 h, indicam a inibição de produção de biossurfactante, 

provavelmente devido a produção de metabólitos secundários.    

 

A levedura pode tolerar níveis elevados de salinidade sob condições de alta alcalinidade e 

alto teor de querosene durante 360 h.  Os resultados sugerem que o nível de salinidade que 

pode ser tolerado por C.lipolytica UCP 0988 em água do mar dependerá  não apenas  da 

concentração inicial  e da distribuição dos sais nutrientes na água do mar, mas também  

dependerá das concentrações e distribuições de inóculo,  querosene  e íons de hidrogênio 

(pH) na água do mar.  

 

Conclusão 

A levedura C. lipolytica UCP 0988 mostrou ser capaz de crescer em água do mar usando 

querosene como única fonte de carbono e de produzir   bioemulsificantes/biossurfactantes 

em condições extremas de estresse salino e alcalino. Metodologia baseada em Superfície de 
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Resposta mostrou ser uma abordagem útil para modelagem e otimização de tensão 

superficial, pH e salinidade   em processo de degradação microbiana de querosene em água 

do mar. A levedura halo-alcáli-tolerante C.lipolytica UCP 0988 e seus  bioprodutos 

(bioemulsificantes/biossurfactantes) podem ser úteis  para pesquisas teóricas e  

experimentais  sobre mecanismos de múltipla tolerância  e biorremediação de petróleo e 

derivados em água do mar hipersalina e extremamente alcalina.    
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Tabela 1 - Níveis e intervalos experimentais das variáveis independentes do planejamento 

composto central 

Variável 
independente 

Níveis 
-1.41 -1 0 1 1.41 

(NH4)2SO4 (g/L) 1.554 1.8 2.4 3.0 3.246 
KH2PO4 (g/L) 23.995 24.2 24.7 25.2 25.405 
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Tabela 2 - Matriz das variáveis independentes do planejamento composto central com os 

resultados experimentais correspondentes  para as variáveis resposta com 360h   

Ensaios (NH4)2SO4  
(g/L) 

KH2PO4 
(g/L) 

pH ∆pH 
(%) 

Sal 
(‰) 

∆Sal   
(%) 

CMT     
(g/L) 

TS 
(mN/m) 

∆TS  
(%) 

EAM 
(UEA) 

EAH 
(UEA) 

1 1.8 24.2 12.88 -2.20 95.00 1.06 37.70 39.50 -2.95 5.82 1.23 
2 3.0 24.2 12.76 -2.00 90.00 0.00 33.32 41.20 -1.20 4.76 4.93 
3 1.8 25.2 12.85 -1.91 95.00 5.56 47.50 39.40 -2.48 0.69 2.05 
4 3.0 25.2 12.48 -1.73 95.00 2.15 42.30 38.20 -4.98 6.00 5.36 
5 1.554 24.7 12.9 -2.20 95.00 1.06 40.78 37.60 -0.27 5.35 3.08 
6 3.246 24.7 12.53 -2.87 95.00 0.00 53.62 38.20 -1.29 4.93 4.99 
7 2.4 23.995 12.86 -2.13 93.00 -2.11 46.36 40.90  12.67 6.00 1.96 
8 2.4 25.405 12.61 -3.07 95.00 0.00 51.20 38.30 -13.93 6.00 3.30 
9 2.4 24.7 12.56 -0.87 95.00 4.40 45.04 35.30   0.28 4.89 2.30 
10 2.4 24.7 12.55 -3.39 96.00 2.13 49.44 36.30 -9.93 4.89 1.00 
11 2.4 24.7 12.63 -2.85 95.00 3.26 42.96 37.10 -5.36 5.18 3.19 
MPC 2.4 24.7 12.58 -2.37 95.33 3.26 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)2SO4  - Sulfato de Amônio   KH2PO4-  Fosfato Monobásico de Potássio  pH - Potencial Hidrogeniônico  ∆- Mudança em  Sal 
– Salinidade   TS – Tensão Superficial  CMT -   Concentração  Mássica Total  AEM, AEH  - Atividade de Emulsificação para 
emulsões  água em óleo de milho e água em n-hexadecano  MPC-Média  do Ponto Central   DPPC- Desvio Padrão  do Ponto 
Central   
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Tabela 3 -Resultados de Análises de Variâncias para o planejamento Composto Central  

Resposta Fmod  FFAN pAM PFAN Fmod/Ftab FFAN/FTAB           VE CV     9.95 0.56 0.0123824 0.6922496 1.97 19.16 0.9087 0.8173 0.9562 0.0058     52.86 0.17 0.0002502 0.9106616 10.47 0.01 0.9814 0.9629 0.9962 0.0016     3.89 4.80 0.0812558 0.1771603 0.77 0.25 0.7954 0.5908 0.8157 0.0020     0.39 7.15 0.836246 0.1251381 0.08 0.37 0.2818 0.000 0.3001 0.0092    -Tensão Superficial     -pH     -Salinidade     - Concentração  Mássica Total Fmod-Valor  F  do Modelo  FFAN- Valor F da Falta de 
Ajuste FFAN/FTAB-Relação Valor F do Modelo/Valor F da Falta de Ajuste    - Coeficiente   de Determinação          - Coeficiente   de 
Determinação Ajustado   VE-Variabilidade  Explicada CV-Coeficiente de Variação 
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Tabela 4 – Valores críticos (máximo ou mínimo) das variáveis respostas previstas pelos 

modelos polinomiais quadráticos e as correspondentes concentrações ótimas  de sulfato de 

amônio e de fosfato monobásico de potássio 

 

Variável Resposta 
 
 

Valores 
Ótimos 
Previstos 

Valores 
Ótimos 
Experimental 

Desvio 
Relativo 

Composição Ótima Prevista 

   (%)      (NH4)2SO4 

(g/L) 
    KH2PO4 

    (g/L)      TensãoSuperficial (mN/m)   36.13536 35.36±0.37 2.19 2.39791 24.81136     : pH 12.45478  13.24±0.93   5.93 3.18901 25.20270     : Salinidade ( ) 95.59697  97.67±3.29 2.12 2.13647 24.82548 
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Legendas das Figuras 

Fig.1.  Perfis cinéticos de tensão superficial, pH, salinidade e concentração mássica total 

para os 8 ensaios (● Ensaio 1, ○ Ensaio 2, ▼ Ensaio 3,  ∆ Ensaio 4, ■ Ensaio 5,  □ Ensaio 

6, ♦ Ensaio 7  e  ◊ Ensaio 8)  e a média da triplicata  do ponto central (▲ Média dos 

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

Fig.2. Gráficos de Superfícies de Resposta mostrando - com 360 h- os efeitos das 

concentrações de sulfato de amônio e  fosfato monobásico de potássio  sobre:  (a) Tensão 

Superficial, (b) pH, (c) Salinidade  e  (d)  Concentração Mássica Total.  

Fig.3. Biodegradação de Querosene em Água do Mar com 360 h: (a) AMQ-CESS- controle 

abiótico, sem sais nutrientes adicionais, consistindo de água do mar  e querosene,  (b) 

AMQ-PC- ensaio  biótico, realizado em  condições otimizadas, consistindo de inóculo, 

água do mar, querosene e sais nutrientes adicionais, (c) AMQ-CECS- controle abiótico  

consistindo de água do mar, querosene e sais nutrientes adicionais, (d) ADQ-CESS- 

controle abiótico, sem  sais nutrientes adicionais,  consistindo de água destilada e 

querosene, e) ADQ-PC  controle biótico, consistindo de inóculo, água destilada, querosene 

e sais nutrientes adicionais e (f) ADQ-CECS- controle abiótico  consistindo de água 

destilada, querosene e sais nutrientes adicionais. 

Fig.4. Biodegradação de Querosene em Água do Mar: (a) Perfis cinéticos do pH (◊), da 

tensão superficial (∆), da salinidade (□) e   da concentração mássica total (○) para  o ensaio 

realizado em condições otimizadas (AMQ-PC),  (b) Perfil cinético da tensão superficial (∆), 

pH (◊), salinidade (□) e   concentração mássica total (○) para  o controle estéril consistindo 

de água do mar, querosene e sais nutrientes adicionais (AMQ-CECS). 



73 

 

 

(a)

Tempo (h)

0 100 200 300 400

T
e

n
s
ã

o
 S

u
p

e
rf

ic
ia

l 
(m

N
/m

)

34

36

38

40

42

44

46

 

(b)

Tempo (h)

0 100 200 300 400

p
H

12.4

12.6

12.8

13.0

13.2

13.4

 

 

(c)

Tempo (h)

0 100 200 300 400

S
a

li
n

id
a

d
e

 (
p

p
t)

89

90

91

92

93

94

95

96

 

(d)

Tempo (h)

0 100 200 300 400

L
n

 (
C

o
n

c
e
n

tr
a
ç
ã
o
 M

á
s
s
ic

a
 T

o
ta

l 
(g

/L
))

0

1

2

3

4

5

 

Fig. 1. 



74 

 

 

 
 

  

  

 
Fig. 2. 
 
 
 



75 

 

 

(a) (b) (c) 

   (d) (e) (f) 
 

 
Fig. 3.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



76 

 

 

Tempo(h)

0 72 96 360

B
io

m
as

sa
 (

g/
L)

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Te
ns

ão
 S

up
er

fic
ia

l (
m

N
/m

)

34

36

38

40

42

44

pH

13.0

13.2

13.4

13.6

13.8

14.0

14.2

S
al

in
id

ad
e 

(p
pt

)

99.0

99.5

100.0

100.5

101.0

 
 

 
 

 
  

Fig. 4   

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 

 

 

Considerações Finais 
 

 

 

 A levedura Candida lipolytica é capaz de degradar querosene em água do mar 

suplementada com sulfato de amônio e fosfato de potássio e produzir BE/BS 

com potencial de uso em biorremediação. 

 

 A água do mar suplementada com fontes de nitrogênio e fósforo é um meio 

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

 
 A abordagem baseada em MSR adotada para otimização da tensão superficial, 

pH e salinidade do processo de biodegradação de querosene e produção de 

BE/BS em água do mar hipersalina e  extremamente alcalina  é eficiente, 

simples e econômica.  

 

 Como trabalhos futuros são sugeridos a realização da purificação e 

identificação dos produtos microbianos e químicos formados durante a 

biodegradação de querosene por Candida. lipolytica UCP 0988 em água do 

mar hipersalina e extremamente alcalina e a aplicação de redes neurais 

artificiais para modelar o processo de biodegradação de querosene por 

Candida lipolytica UCP 0988 em água do mar. 
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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-situ  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-situ  

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 ºC on Yeast Mold Agar (YMA) slants containing 

(w/v): yeast extract (3g), malt extract (3g), tryptone (5g), D-glucose (10g) and agar (5g), 

pH5. 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%, Cl- 20.00%, SO4
—3.27%. The salinity, specific gravity, pH and surface tension were 

equal to 37‰; 1026 kg/m-3, 8.22 and 53.43 mN/m, respectively.  

 

2.4. Analytical determinations 

 

Samples were taken every 0h, 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 Noüy (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‰) 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: 

                                                                                 (1)                                   

 

where    are the predicted responses variables,    and    are the coded  independent 

variables,   ,   ,      and     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 120ºC 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 (   ),  pH (   ), salinity    ) and  massic concentration 

(   ), were fitted to the following second order polynomial equations to investigate their  

dependences  on the ammonium sulfate (  ) and potassium phosphate monobasic (    
concentrations:  
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                                                             (1)                                                                             (2)                                                                                   (3)                                                                       (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  

(p<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 (    exerts a more significant effect than ammonium sulfate (  ). 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 (   ). 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     and     and 
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less than 0.10 to model    )  indicate that  the three first models are  statistically significant 

(adequate)  at the  95%  (models    and    ) and 90% level confidence (model    ). 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 (R2) were evaluated. The closer the value of  R2  is to 1, the better 

is the correlation between the observed and predicted values. The R
2 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  (Radj
2) 

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    ) R
2  values are in reasonable 

agreement  with the adjusted determination coefficient Radj
2. 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    )  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   experimental ranges  of  the independent variables of the central 

composite design 

Independent 
Variable 

Level 
-1.41 -1 0 1 1.41 

(NH4)2SO4 (g/L) 1.554 1.8 2.4 3.0 3.246 
KH2PO4 (g/L) 23.995 24.2 24.7 25.2 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)2SO4  
(g/L) 

KH2PO4 
(g/L) 

pH   ∆pH 
 (%) 

Sal 
(‰) 

∆Sal   
(%) 

MC     
(g/L) 

TS 
(mN/m) 

∆ST  
(%)  

EAM 
(UEA) 

EAH 
(UEA) 

1 1.8 24.2 12.88 -2.20 95.00 1.06 37.70 39.50 -2.95 5.82 1.23 
2 3.0 24.2 12.76 -2.00 90.00 0.00 33.32 41.20 -1.20 4.76 4.93 
3 1.8 25.2 12.85 -1.91 95.00 5.56 47.50 39.40 -2.48 0.69 2.05 
4 3.0 25.2 12.48 -1.73 95.00 2.15 42.30 38.20 -4.98 6.00 5.36 
5 1.554 24.7 12.9 -2.20 95.00 1.06 40.78 37.60 -0.27 5.35 3.08 
6 3.246 24.7 12.53 -2.87 95.00 0.00 53.62 38.20 -1.29 4.93 4.99 
7 2.4 23.995 12.86 -2.13 93.00 -2.11 46.36 40.90 12.67 6.00 1.96 
8 2.4 25.405 12.61 -3.07 95.00 0.00 51.20 38.30 -13.93 6.00 3.30 
9 2.4 24.7 12.56 -0.87 95.00 4.40 45.04 35.30 0.28 4.89 2.30 
10 2.4 24.7 12.55 -3.39 96.00 2.13 49.44 36.30 -9.93 4.89 1.00 
11 2.4 24.7 12.63 -2.85 95.00 3.26 42.96 37.10 -5.36 5.18 3.19 
MCP 2.4 24.7 12.58 -2.37 95.33 3.26 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)2SO4  - Ammonium Sulfate   KH2PO4- Potassium  Phosphate  Monobasic pH - Hidrogenionic Potential   ∆- change in  Sal – 
Salinity   TS - Surface Tension  MC - Massic   Concentration  EAC, EAH e EAK  -  Emulsification Actitivities for  water-in-corn 
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  Fmod  FLOF pAM pLOF  Fmod/Ftab FLOF/Ftab           VE CV     9.95 0.56 0.0123824 0.6922496 1.97 19.16 0.9087 0.8173 0.9562 0.0058     52.86 0.17 0.0002502 0.9106616 10.47 0.01 0.9814 0.9629 0.9962 0.0016     3.89 4.80 0.0812558 0.1771603 0.77 0.25 0.7954 0.5908 0.8157 0.0020     0.39 7.15 0.836246 0.1251381 0.08 0.37 0.2818 0.000 0.3001 0.0092    -Surface Tension     -pH     -Salinity     -Massic Concentration  Fmod- Model F value  FLOF- Lack of Fit  F Value FLOF/Ftab-Ratio   -Determination Coefficient        -Adjusted  Determination Coefficient VE-Variability Explained CV-Coefficeient of variation 
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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. 

Response Variable 

Predicted  
Optimal 
Values  

Experimental 
Optimal 
Values 

 Error Predicted Optimal  Composition 

(%)      (NH4)2SO4 
(g/L) 

    KH2PO4 

(g/L)      Surface Tension  (mN/m) 36.13536 35.36±0.37 2.19 2.39791 24.81136     : pH 12.45478  13.24±0.93   5.93 3.18901 25.20270     : Salinity ( ) 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, ○ Run 2, ▼ Run 3,  ∆ Run 4, ■ Run 5,  □ Run 6, ♦ 

Run 7 and ◊ Run 8) and the mean of the triplicate of the center point (▲ 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 (∆), pH (◊), salinity (□) and total massic 

concentration (○) for the  experiment  carried out in optimized  conditions (AMQ-PC),  (b) 

Time course profiles of the  surface tension (∆), pH (◊) , salinity (□) and total massic 

concentration(○) for the sterile control consisting of sea water, kerosene and additional  

nutrient salts (AMQ-CECS). 
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