UNIVERSIDADE CATOLICA DE PERNAMBUCO
PRO-REITORIA ACADEMICA

' lﬁ«.—.
e
X |
YERITATI
ET UITAE

COORDENAGAO GERAL DE POS-GRADUAGAO
MESTRADO EM DESENVOLVIMENTO DE PROCESSOS AMBIENTAIS

Rivaldo Cassimiro Junior

OTIMIZACAO USANDO ALGORITMOS GENETICOS
DE BIODEGRADACAO DE QUEROSENE EM AGUA
DO MAR POR Candida lipolytica UCP 0988

Recife
2012



Rivaldo Cassimiro Junior

OTIMIZACAO USANDO ALGORITMOS GENETICOS
DE BIODEGRADACAO DE QUEROSENE EM AGUA
DO MAR POR Candida lipolytica UCP 0988

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-Graduacgéo
em Desenvolvimento em  Processos Ambientais
Universidade Catdlica de Pernambuco como pré-requisito
para obtencdo do titulo de Mestre em Desenvolvimento

de Processos Ambientais

Area de Concentracdo: Desenvolvimento em Processos
Ambientais
Linha de Pesquisa: Modelagem, Simulacdo e Controle de

Processos em Biotecnologia e Meio Ambiente

Orientadora: Professora Dra. Clarissa Daisy da Costa Albugquerque

Recife
2012



CASSIMIRO JUNIOR, R.

Otimizacdo Usando Algoritmo Genético de Biodegradacéo de Querosene em Agua
do Mar por Candida lipolytica UCP 0988, Recife, 2012, 08.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Catdlica de Pernambuco. Proé-reitoria
Académica. Curso de Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais,
2012.

1. Biodegradacao. 2. Modelagem de processos. 3. Computacéo Bioinspirada.

Programa de Po6s-Graduacdo em Desenvolvimento de Processos Ambientais.



OTIMIZACAO USANDO ALGORITMOS GENETICOS DE
BIODEGRADACAO DE QUEROSENE EM AGUA DO MAR
POR Candida lipolytica UCP 0988

RIVALDO CASSIMIRO JUNIOR

Examinadores:

Professora Dra. Clarissa Daisy da Costa Albuquerque
(Orientadora)
Universidade Catélica de Pernambuco — UNICAP

Professor Dr. Francisco Madeiro Bernardino JUnior
(Membro Interno)
Universidade Catolica de Pernambuco — UNICAP

Professora Dra. Luciana de Oliveira Franco
(Membro Externo)
Universidade Federal Rural de Pernambuco — UFPE



Dedico este trabalho a Claudia, minha esposa,;
meus filhos Rafael, Rodrigo e Bruno, e aos meus

pais Janete e Rivaldo; pelo apoio constante.



AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus, meu sustentador, meu guia, minha inspiracdo. Em Quem
deposito minha fé e que, € acima de tudo principio, meio e fim de todas as coisas.

Aos meus familiares pela confianga constante, o incentivo imprescindivel, a
compreensao pelas auséncias, e em especial minha esposa, na disposicdo em suprir esta
auséncia perante os nossos filhos.

A minha orientadora, Professora Dra. Clarissa Daisy da Costa Albuquerque,
pela sua capacidade, disposicao, dedicacdo e paciéncia na transmissao dos conhecimentos
cientificos e orientacéo eficaz e estimulante; e ao crédito de confianca depositado a minha
pessoa.

A Professora Dra. Alexandra Amorim Salgueiro, coordenadora do Mestrado
em Desenvolvimento de Processos Ambientais, pelo apoio, presenca e confianca
permanentes.

Aos demais professores do Mestrado em Desenvolvimento de Processos
Ambientais pelo enriquecimento proporcionado em nossas vidas através do conhecimento
compartilhado através das aulas e reunides.

A Jupiranan Ferreira da Silva pelo grande apoio no desenvolvimento da parte
experimental deste trabalho.

Aos colegas do Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais pelo
companheirismo, amizade, e a troca salutar de conhecimentos e experiéncias.

Aos alunos de graduacdo da UNICAP, do mestrado e doutorandos da UFPE e
RENORBIO pelo apoio nas varias atividades durante nossa jornada no curso de Mestrado
em Desenvolvimento de Processos Ambientais.

Aos funcionarios da Universidade Catdlica de Pernambuco, em especial os da
secretaria e técnicos dos laboratérios, pela atencdo e gentileza no atendimento prestado em
nossas necessidades durante o curso.

A Universidade Catdélica de Pernambuco, na pessoa do Sr. Reitor Prof® Dr.
Pe. Pedro Rubens Ferreira Oliveira, S.J. pela oportunidade de participacdo, em toda
plenitude, no Curso de Mestrado em Desenvolvimento de Processos Ambientais.

A FACEPE, a CAPES e ao CNPq pelo suporte financeiro a projetos
desenvolvidos no Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais da UNICAP, que permitiram

a obtencéo dos dados experimentais usados neste trabalho.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS ..o e e \Y
LISTA DE FIGURAS ..ot e e e e e e e e e eeees viii
LISTA DE TABELAS ..o e e e e e e e e ennans X
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e et eeeeaans Xi
CAPITULO | ettt e et e e e e et e e e e et e e e e aaa e eeas 16
1. INTRODUGAO ...ttt ettt ettt s et s e eaennanas 16
2. OBUIETIVOS ...ttt e ettt e e e et e e e e e r e e e era s 20
2.1, ODJELVO GEIAI ... et 20
2.2. Objetivos ESPECITICOS  ..oiiiiiiiiiiieiee e 20
3. REVISAO DA LITERATURA ...oootiieiecee ettt ettt sttt 21
3.1. PetrOle0 € deriVadOS  ......ccoiiiiiiiiiiiiieii et 21
G B @ 11 1= o 1> T 22
3.2.1. Destilacdo, ComposSiCA0 € APlICACOES  oovvvevviiiiiie e 22
3.2.2. Caracterizacado do querosene iluminante .........ccccooeevvvveiiiiiiiiieeeeee e 23
TR T Yo [T W Lo 31 V= T 25
3.4. Poluicdo do Ambiente Marinho por Petréleo e De  rivados ...........ccccevvvvvnnnnn.. 26
3.5. Processos de REMEdIACA0  .......coooviiiiiiiiiiiii e 29
3.6. BIOIemMediaCai ......ccoooiiiiiiiiii e 30
3.7. BIodegradacCaio ........ccoooiiiiiiiiii i 31
3.8. BIOSSUIMACIANIES ... 32
3.9. Microrganismos Marinhos Degradadores de Hidro  carbonetos .................. 33
3.20. YarroWia P OIYTICA. ...uuue e 35

3.11. Otimizacao de Processos de Biodegradagao  ..........ccoevvviviiiiiiieeeiieeeiiiiinnnnnn. 37



3.12. Metodologia de Superficie de Resposta  .......cooeeeeeiiiiiii 38

3.13. AIgOritmos GENELICOS (AGS)  cooiiieeiiiieie e 39
3.13.1. CaracteristiCas GEIAUS ........cccovieiiiieeee e 39
700 G F07 i =11 211 9T ] (oo [ - WU 41
3.13.3. Representacao da POPUIACAD  ......coveeeiiiiiiiiiiiiiii e 42
00 I 20 S ¥ [ o= Lo T @] ] =1 1Y/ TP 43

G 00 G TR ST W[ o= T J0 AN o 1[0 - T LU 43
3.13.6. FIUXO DASICO ... 44
3.13.7. INICIANIZAGAD ....ceeeeeeeeeiiieie e e e e e e e e a e 45
NI 10 TV =T T L 46
NI JEe TR 1 <o > Lo 46
G001 700 0 O == ToTo] 0 1 o] = U= Lo PO a7
31311 MULAGAD ..o 48
3.13.12. Critério de parada ........ccooeeeiiiiiiiei 49
4, REFERENCIAS ..ottt ettt e st e st e s e e s 50
CAPITULO T 1ttt s e ee et een e eneeeene s 62
RESUIMO .o ettt e e et e e et e e et e e e e e eaa e e eraaaees 63

L. INEFOTUGED ... 64
2. MateriaiS € MELOUOS  ....cccoeeiiieiiieie e 66
2.1. Microrganismo € Mei0 d€ MaANULENGAD ......uuueeriiiiruiiiiiiiiieeiererrerteeeeeeeesssaessnerrereeseerrrereaaaaaeeaeesaesanaannns 66
F A @ 10 1= (o 1S o 1SRN 67
R I o U We [0 11V - OO OO 67
2.4. Ensaios de Biodegradacdo de Querosene e dacpimde Biossurfactante...............eeeeeeveeeieiiiiiiniiinns 67
2.5. Determinac@o da ConcentraGao da BiOMASSA . .. occcuuururiiiiiiiiiiiiieiae e e e e e e e e ettt e e e aaaaaaeeaaaeas 68
2.6. Determinag8o da TENSEAO SUPEITICIAL ... v eeeetiiiiiiiie ittt e e s e e e s anneaeeae s 68
2.7. Otimizacéo Unirresposta - Abordagem MSR-GD............ccooiiiiiiiiiiiiiiereee e e 69

2.8. Otimizacao Unirresposta — Abordagem MSR-AG...........cooo oot e e e e e s s errnereeeee e 70



2.9. Otimizacdo multirresposta — Abordagens MSREFDSR-FD-AG ..........uueiiiiiiiiiiiaiieiaaee e 70

2.10. Ambientes Técnico-Cientificos de DesenvoIVitnENtEGrado ...........occvverrreeeinirercmmee e 72
3. Resultados € diSCUSSEO  ....cooooiiiiiiiiieeie e 72

3.1. Otimizacao Unirresposta — Abordagem MSR-GD...........cccooiiiiiiiiiiiiiieeee e e e e e eee e 72
3.1.1. Modelos para concentracdo de biomassa @ASUPErfICIal ............cceeeeiiiiiiiiiicemermeee e 72
3.1.2. Andlise e identificacdo de condicao Otimamaoducao de biomassa .........cc.vvvvvvvmemmmmmneeeeeeieeeeeeeeen 74

3.1.3. Andlise e identificacdo de condicao otimagaoducdo de biossurfactante. ...........cummmmneeeeeeeeereennnn. 15

3.2. Otimizacao Unirresposta - Abordagem MSR-AG.......... ittt 76
3.2.1. Otimizacao da conCeNtraGao Ae DIOMASSA. .eeceuuuurruriiiiiiiiieii e e e e ettt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaanes 77
3.2.2. Otimizacao da teNSA0 SUPEITICIAL ........ueeiiiiiiiiiieie et 78
3.3. Otimizacao multirresposta — Abordagens MSREADSR-AG-FD .........cccccoiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 80
4. DISCUSSEO  ...uttreeeiieeeaaiaaiit ettt e e e e et et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et et e e e e e e e e e ee s 82

5. Conclusoes

REFERENCIAS ..o oo ettt 87



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO |

Figura 1. Exemplo de crossover no Algoritmo GenétiCo .........cccccvvevvvvieeeeeeennnnns
Figura 2. Exemplos de métodos de operagbes de Mutacdo no Algoritmo
Genético (WEISE, 2009) ......c.ueiiiiiiiiieeeiiiee et

CAPITULO Il

Figural (a) Gréfico de Superficie de resposta da concentracdo de biomassa do
modelo ajustado aos dados do planejamento composto central
apresentando Interacdo da concentracdo de sulfato de aménio e
fosfato monobasico de PotassSio .........ccceveveveiiiiii

Figural (b) Grafico de Superficie de resposta da concentracdo de biomassa do
modelo ajustado aos dados do planejamento composto central

apresentando Interacdo da concentracdo de sulfato de aménio e do

Figural(c) Grafico de Superficie de resposta da concentracdo de biomassa do
modelo ajustado aos dados do planejamento composto central
apresentando Interacdo da concentracdo de fosfato monobésico de
1] 7= 11 [ = o PR

Figura2 (a) Gréfico de superficies de resposta da tensédo superficial do modelo
ajustado aos dados do planejamento composto central apresentando
Interacdo da concentragdo de sulfato de amoénio e fosfato
MONODASICO AE POLASSIO ...vvvvvreeeeeiiiiiiiiiiieee e e e e ettt e e e e e e s e e e e e e e nnnes

Figura 2 (b) Gréfico de superficies de resposta da tensdo superficial do modelo
ajustado aos dados do planejamento composto central apresentando
Interacdo da concentracao de sulfato de amonio e do pH ...................

Figura 2 (c) Grafico de superficies de resposta da tensdo superficial do modelo
ajustado aos dados do planejamento composto central apresentando
Interacdo da concentracdo de fosfato monobéasico de potassio e pH ...

Figura 3 (a) Melhores valores de Biomassa (aptiddo) em cada geracdo e (b)
melhor condicdo operacional (solu¢do) na geracéo atual .....................

Figura 4 (a) Melhores valores de tensado superficial (aptiddo) em cada geracao

e (b) melhor condi¢édo operacional (solucdo) nageracéo atual .............

48

100

101

102

103

104

105

106

107



Figura 5

Figura 6

Figura 7

Perfis para os valores previsto da biomassa e desejabilidade: (a)
fatores definidos no ponto 6timo, (b) fatores definidos no ponto central
(ValOres) MEIOS. ....uvvvieiiiiieee it e e e e s eeaeens
Perfis para os valores previsto da tenséo superficial e desejabilidade:
(a) fatores definidos no ponto 6timo identificados por AG para
biomassa, (b) fatores definidos no vos valores étimos identificados
por AG para a tensdo superficial. .........ccccccuvuiiiiiiiiiiiiiii e
Compromisso entre producdo de biomassa e reducdo de tensédo

superficial obtido usando abordagem MSR-FD-AG. ............ccccoeveeen.

108

109

110



LISTA DE TABELAS

CAPITULO |

Tabela 1.
Tabela 2.

CAPITULO Il

Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Propriedades fisico-quimicas do Querosene lluminante........
Terminologia aplicada em Algoritmo Genético X Linguagem

(NN =100 [ = TR

Niveis e valores dos fatores do planejamento composto
(02T 0L - | PP TPPPPPPRPRP
Matriz  codificada das variaveis independentes do
planejamento central composto e valores observados
experimentalmente e previstos por MSR para a
concentragao de biomassa e a tenséo superficial (TS) .........

Parametros especificos usados nas otimizacdes baseadas

Concentracbes de biomassa previstas e validadas
experimentalmente em condi¢cdes operacionais Otimas
determinadas usando abordagem hibrida MSR — AG ............
Condicbes de meios para degradacdo de querosene e
producdo de biossurfactantes por Candida lipolytica UCP
0988 otimizadas para minima Tensdo Superficial (TS)
usando abordagem hibrida RMS — AG ..........cccccvvvvvvviinnnnnn.
Condicbes de meios para degradacdo de querosene e
producdo de biossurfactantes em agua do mar por
C.lipolytica UCP 0988 usando diferentes técnicas de

(0111 141 772= o= T L PP

24

41

93

94

95

96

97

98



LISTA DE ABREVIATURAS

AEs
AGs
CONAMA
DNAr
FISPQ
HAPs
IC
ICGA
LSE
LSI
NBIC

NP
POP
Ql
RNAs
SH
SIAs
SNC
TCC

Algoritmos Evolucionarios
Algoritmos Genéticos

Conselho Nacional de Meio Ambiente

DNA recombinante

Ficha de Informacado de Seguranca de Produto Quimico (BR Distribuidora)
Hidrocarbonetos Policiclicos Aroméaticos

Inteligéncia Coletiva

Conferéncia internacional de Algoritmos Genéticos

Limite Superior de Ignicdo

Limite Inferior de Ignicéo

Sigla atribuida & convergéncia tecnoldgico (nanotecnologia, biotecnologia,
tecnologia da informacdo e comunicacdo, e ciéncia cognitiva) no ambiente
cientifico.

Nuvem de Particulas

Poluentes organicos persistentes

Querosene lluminante

Redes Neurais Atrtificiais

Substratos Hidrofobicos

Sistemas de Inteligéncia Artificial

Sistema Nervoso Central

Temperatura critica de combustdo (Ponto de Fulgor)



RESUMO

Estudos tém comprovado a capacidade de varios microrganismos degradarem petréleo e
derivados. Existe um consenso de que este € o principal mecanismo para regeneracado do
meio ambiente. O processo de biodegradacdo natural € reconhecido como lento e
dependente de condi¢cdes como pH, temperatura, oxigénio e fontes de carbono, nitrogénio e
fésforo. Neste estudo, a biodegradagédo de querosene e a producdo de biossurfactante por
Candida lipolytica UCP 0988 foi investigada. Metodologia de superficie de resposta foi
utilizada para obter modelos quadraticos para concentragdo de biomassa e tenséo
superficial, usando dados de planejamento composto central tendo o pH e as concentragdes
de sulfato de aménio e fosfato monobdsico de potassio como variaveis independentes e a
concentracdo de biomassa e a tensdo superficial como variaveis respostas. Otimizacao uni
e multirresposta baseadas em diferentes abordagens hibridas usando metodologia de
superficie de resposta, funcdes de desejabilidade e algoritmos genéticos foram
implementadas para maximizar a concentragdo de biomassa e/ou minimizar a tensdo
superficial dos liquidos metabdlicos livres de células de levedura. Os resultados obtidos
foram validados experimentalmente e mostram que - respeitadas as especificidades e
limitacBes de cada método - as diferentes abordagens podem ser usadas com sucesso para
otimizar condicfes operacionais de meios de biodegradacao e producéo de biossurfactantes

em agua do mar, conduzindo a processos de biorremediacdo mais rapidos e custo-efetivos.

Palavras-Chave: querosene, 4gua do mar, Candida lipolytica, biodegradacéo, otimizacao,

algoritmos genéticos.



ABSTRACT

Studies have proven the ability of various microorganisms degrade petroleum and
derivatives. There is a consensus that this is the main mechanism for regeneration of the
environment. The natural process of biodegradation is recognized as slow and dependent on
conditions such as pH, temperature, oxygen and carbon, nitrogen and phosphorus sources.
In this study, the kerosene biodegradation and the biosurfactant production by Candida
lipolytica UCP 0988 were investigated. Response surface methodology was used to obtain
gquadratic models for biomass concentration and surface tension, using data of central
composite design having pH and concentrations of ammonium sulfate and potassium
phosphate monobasic as independent variables and the biomass concentration and surface
tension as response variables. Uniresponse and multiresponse optimization based on
different hybrid approaches using response surface methodology, desirability functions and
genetic algorithms have been implemented to maximize the concentration of biomass and/or
minimize the surface tension of the yeast cell-free metabolic liquid. The results were
validated experimentally and show that - while complying with the characteristics and
limitations of each method - the different approaches can be used successfully to optimize
operational conditions of media for kerosene biodegradation and biosurfactant production in
seawater, leading to bioremediation processes more fast and cost-effective.

. The results were validated experimentally and shown that this approach can be used
successfully to optimize operating conditions and biodegradation and biosurfactant
production medium in seawater, leading to faster and more cost-effective bioremediation

processes.

Key Words : kerosene, sea water, Candida lipolytica, biodegradation, optimization, genetic

algorithm.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A aplicacdo e combinacdo sinérgica entre Nanotecnologia, Biotecnologia,
Tecnologia da Informacdo e Comunicacdo e Ciéncias Cognitivas originou o que é
denominado no meio cientifico por Convergéncia Tecnolégica, e conhecido,
principalmente no ambiente americano, pelo acrénimo NBIC, propiciando novas
dimensdes na compreensdo e entendimento das ciéncias e tecnologias existentes, e
produzindo cada vez mais, novos conhecimentos, materiais, aplicagdes e tecnologias
(SAENZ; SOUZA-PAULA, 2008).

Nas industrias petroliferas e biotecnologicas, esta convergéncia ja € uma
realidade e tem contribuido - através de técnicas computacionais inspiradas na
natureza - para otimizacdo de diversos processos, inclusive de biorremediacao de

areas contaminadas por petroleo e derivados.

O petroleo e seus derivados tém sido utilizados como principal fonte de
propulsdo ao desenvolvimento da sociedade contemporanea, sendo um elemento
chave para as atividades humanas como fonte de energia e como materia prima para
producéo de diversos compostos (RAIGER LUSTMAN; LOPES, 2009).

Embora extremamente util a sociedade, estudos indicam ser o petréleo
elemento altamente poluidor e nocivo ao meio ambiente, sendo 0 seu manuseio e
beneficiamento considerados como atividades de risco ao meio ambiente, visto que,
desde o processo de extracdo até a sua utilizacdo final, existe a possibilidade de
contaminacdao residual ou acidental do ambiente (RAIGER LUSTMAN; LOPES, 2009).
Os recursos hidricos encontram-se, portanto, em constante exposicdo a riscos de
contaminacgao por petrdleo e derivados, o que é preocupante, visto ser a agua um bem
fundamental e necessario a vida (LEME; MARIN-MORALES, 2007).

A enorme complexidade das composicdes de petréleo encontrados, aliada a
falta de valores de referéncia sobre sua toxicidade torna abordagens de limpeza e de
estratégias de biorremediacdo de areas contaminados uma tarefa onerosa (BACOSA et
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al., 2010). Dependendo dos objetivos e dos recursos financeiros e tecnolégicos
disponiveis, o0s processos fisicos e quimicos de limpeza utilizados para
descontaminacdo do Oleo em areas poluidas possuem uma aplicacao limitada ou
restrita (PERFUMO et al., 2010a; THAVASI et al., 2011).

Com aplicacdes importantes para as atividades humanas (combustivel para
aviacdo, iluminacdo e aquecimento, solvente etc.), pela similaridade de sua estrutura
guimica com a do petréleo, o querosene possui caracteristicas poluentes acentuadas,

colocando em risco o meio ambiente e seres humanos (BR DISTRIBUIDORA, 2010).

O rigor das novas regulamentacdes e a maior conscientizacdo ambiental
vem gerando estudos em busca de procedimentos para sanar ou minimizar o problema
da contaminacdo por petréleo e derivados. Entretanto, a crescente demanda por
petréleo e seus derivados direciona a maioria das solucbes de recuperacdo de
ambientes contaminados por derrames ao uso de métodos fisicos, como lancgas,
escumadeiras e adsorventes, objetivando recuperar e devolver a cadeia produtiva parte
do produto derramado, finalizando com a aplicacdo de métodos quimicos e biolégicos
que possibilitem a degradagao dos contaminantes persistentes no meio. (PERFUMO et
al., 2010b).

O uso de biossurfactantes, devido a maior biodegrabilidade, baixa toxicidade
e compatibilidade ambiental, sdo preferiveis aos surfactantes sintéticos. No entanto,
ainda existe muito a estudar sobre biossurfactantes produzidos por microrganismos
marinhos ou ativos em agua do mar (MANEERAT, 2005).

Processos de biodegradacéo e biorremediacdo dependem de varios fatores
como: tipo, composicdo e concentracdo do poluente; temperatura; pressao;
caracteristicas fisicas do ambiente ou meio; tamanho da populagdo de microrganismos
presentes; disponibilidade de oxigénio e nutrientes etc. Em muitos casos, a adicdo de
insumos se faz necessario para criar as condicdes que possibilitam o aumento da
populacdo de microrganismo capaz de produzir a biodegradacdo (SONG et al., 1990;
AELION; BRADLEY, 1991; RAZA et al., 2007ab; SHABIR et al., 2008).

Devido aos varios fatores envolvidos nos processos de biodegradacéo, sdo
importantes as investigacbes em busca das condicdes que propiciem melhores

resultados no processo. Técnicas estatisticas univariadas ("um-fator-em-um-tempo")
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aplicadas em otimizagdo, requerem muito trabalho e muito tempo, ndo garantindo
necessariamente a determinacdo das condi¢cdes ideais, e ndo conseguem detectar
interacdes sinérgicas entre dois ou mais fatores (McCARTY et al., 1998).

Técnicas de otimizacdo multivariada séo aplicadas a situacdes, nas quais se
desejem maximizar ou minimizar uma fun¢cdo numérica de uma ou mais variaveis, num
contexto em que podem existir restricdes. Técnicas classicas de otimizacdo, baseadas
em equacdes diferenciais e calculo variacional, sdo confiaveis e possuem aplicacbes
nos mais diferentes campos de engenharia e de outras ciéncias. Porém, estas técnicas
podem apresentar algumas dificuldades numéricas e problemas de robustez
relacionados com fatores como a falta de continuidade das fungfes a serem otimizadas
ou de suas restricdes; fungcdes ndo convexas; multimodalidade; existéncia de ruidos
nas funcdes etc. O avanco tecnologico e dos recursos computacionais propiciaram o
ressurgimento de otimizacdo utilizando métodos heuristicos com busca randdémica
controlada por critérios probabilisticos, que necessitam de um numero elevado de
avaliacdes da sua funcédo objetivo (SCHWEFEL; TAYLOR, 1994; SARAMAGO, 2013;
PRADO; SARAMAGO, 2005).

A maioria dos problemas de otimizacdo do mundo real envolve multiplos
objetivos, e a ndo obrigatoriedade de uma Unica mellhor solugdo (minimo ou maximo
global) em relacdo a todos os objetivos. Pesquisas anteriores de otimizacao
multiobjetivo com algoritmos evolucionarios tém demonstrado serem capazes de
encontrar tais solu¢cdes multiplas e diversas que permitem ao usuario escolher entre
muitos individuos (solu¢des). Mas a obtencdo de uma solucéo particular que atenda as
necessidades do usuério dentre estes individuos em um problema multiobjetivo € uma
questdo complexa, especialmente quando os objetivos sdo conflitantes (WANG; TAl,
2010). Muitos métodos de otimizacdo global tém sido propostos, como Algoritmos
Genéticos (AGs) (HOLLAND, 1975; MICHEL, 1996) e de Inteligéncia Coletiva (IC)
(DORIGO et al., 1996) que diferem de outros métodos de busca tradicionais na medida
em que utilizam uma populacdo de possiveis solucdes e regras probabilisticas, ao
invés de uma solucdo e regras de transicdo deterministicas (BATACHARIA et al.,
2009). Atividades ligadas a industria de petréleo geram problemas matematicos
complexos, multimodais e com espac¢o de busca de solugdes praticamente infinito, para
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0s quais 0os AGs apresentam-se como ferramenta alternativa para encontrar solugdes
eficientes (LINDEN, 2008Db).

O inicio das atividades produtivas da Refinaria de Petréleo Abreu e Lima, no
Complexo Industrial Portuario de Suape, entre os municipios de Cabo de Santo
Agostinho e Ipojuca, no estado de Pernambuco, estava previsto para ocorrer em 2011
(GURGEL et al., 2009). Em um novo cronograma, a Petrobras informou que os
primeiros produtos s6 devem sair da refinaria no segundo semestre de 2014
(PETROBRAS, 2012). Esta refinaria tem para o Brasil objetivos estratégicos dentre os
quais: a garantia da autossuficiéncia de produtos derivados do petroleo dentro do
mercado nacional; a reducdo da importacdo de Oleo diesel e petréleo leve.
Regionalmente, existem interesses sociais e econdmicos com a geragao de empregos
e desenvolvimento da regido (GURGEL et al., 2009).

Embora sejam muitos os beneficios, empreendimentos deste vulto, relacionados
a industria de petréleo em suas atividades de refino e transporte, inevitavelmente
concorrem ao aumento de riscos ao meio ambiente e a populacédo da regido, através
da exposicdo a poluicao cronica e intermitente, geralmente com efeitos em longo prazo,
convivem com a expectativa e ao risco de um eminente derrame acidental de agentes
poluidores que podem ser altamente comprometedores as condi¢coes da vida e as
diversas atividades econémicas na regiao.

Para evitar ou reduzir riscos de contaminacdes ao meio ambiente, importa que a
refinaria trabalhe sob condi¢cdes de seguranca adequadas, bem como o estado e a
comunidade técnico-cientifica encontrem-se preparados e comprometidos a responder
a uma eventual necessidade de implementar processos de remediacdo. Diante destas
necessidades, universidades, institutos e empresas da regido se mobilizam na
realizacdo de pesquisas que possibilitem direcionar acdes de combates aos
contaminantes de forma segura e eficaz sem maiores comprometimentos ao meio
ambiente.

Neste contexto, este trabalho apresenta diferentes abordagens hibridas
capazes de identificar condicdes ambientais (pH e nutrientes) para otimizacdo
individual ou simultanea dos processos de biodegradacéo de querosene e de producao
de biossurfactantes em dgua do mar por Candida lipolytica UCP 0988.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Otimizar o processo de biodegradacdo de querosene e/ou o de producdo de
biossurfactante em agua do mar por Candida lipolytica UCP 0988 usando abordagens
hibridas uni e multirresposta baseadas em metodologia de superficie de resposta
(MSR), métodos gradientes (GD) fungBes de desejabilidade e algoritmos genéticos
(AG).

2.2. Objetivos Especificos

* Analisar os processos de biodegradacdo de querosene e de producdo de
biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988, em agua do mar suplementada

com fontes de nitrogénio e fésforo.

» Desenvolver modelos de segunda ordem para concentracao de biomassa e para
a tensao superficial, a partir de dados de planejamento composto central tendo
como variaveis independentes o pH e as concentracdes de sulfato de amonio e

fosfato de potassio.

» Identificar condicdes ambientais (pH e concentracbes de sulfato de amoénio e
fosfato monobasico de potassio) 6timas ou que representem o melhor
compromisso entre maximizacao da concentracdo de biomassa e a minimizacao
da tenséo superficial usando abordagens hibridas baseadas em MSR, GD, FD e
AG.

» Validar experimentalmente as condi¢des previstas pelas diversas abordagens.

» Comparar os resultados obtidos pelas diversas abordagens.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Petrbleo e derivados

O petroleo € uma mistura complexa formada por 200 a 300 compostos,
inflamavel, em geral menos densa que a agua, com odor caracteristico e cor variando,
conforme as condi¢cdes e historico geoldgico do depodsito fonte, entre 0 negro e o
castanho escuro. Dependendo das condicbes de sua formacdo, sua composicédo é
variavel, incluindo compostos onde se destacam hidrocarbonetos (50 a 98%),
nitrogénio (0 a 0,5%), enxofre (0 a 6%), oxigénio (0 a 3,5%) e alguns metais em
concentragbes tracos (especialmente niquel e vanadio). Os hidrocarbonetos séo
formados por atomos de carbono e hidrogénio, sendo classificados segundo sua
composicdo em alifaticos (alcanos ou parafinas, alcenos ou olefinas, alcadienos e
alcadinos); ciclicos (cicloalcanos ou naftenos, cicloalcenos e cicloalcinos) e aromaticos;
cada qual com suas especificidades relacionadas as caracteristicas fisicas, quimicas e
seus niveis de toxicidade, biodegradabilidade, entre outras, de importancia ao ambiente
e saude dos seres humanos. O petroleo € formado principalmente por hidrocarbonetos
parafinicos (15 a 60%), nafténicos (30 a 75%) e aromaticos (6 a 30%)

(KOLESNIKOVAS, 2006; LEME; MARIM-MORALES, 2007; SANTOS, 2009).

O petréleo é um elemento chave para as atividades humanas, utilizado como
fontes de energia ou matéria prima para producdo de diversos compostos (RAIGER
LUSTMAN; LOPES, 2009). Independente de sua composi¢do, o petroleo apresenta
diversos efeitos deletérios aos organismos, causando, mesmo em concentragdes muito
baixas, problemas relacionados a toxicidade, como a reducdo ou inibicdo da
capacidade reprodutiva, até efeitos genotdéxicos e mutagénicos. (LEME; MARIM-
MORALES, 2007).

O petroleo por si s6 tem pouquissimas aplicagbes praticas, servindo quase
qgue exclusivamente como Oleo combustivel. Para que ele tenha seu potencial
energético plenamente aproveitado, bem como sua utilizacdo como fonte de matérias
primas, é importante que seja realizado seu fracionamento em cortes, com padrées
pré-estabelecidos para determinados objetivos, que s&o denominadas de fracOes

(ABADIE, 2003). O objetivo da destilacdo € o desmembramento nas fragdes basicas do
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refino, a saber: gas combustivel, gas liquefeito, nafta, querosene, gaséleo atmosférico,
gasoleo de vacuo e residuo de vacuo. Seus rendimentos sdo variaveis, em funcdo do
Oleo processado (MOREIRA, 2008).

3.2. Querosene

3.2.1. Destilacdo, Composicao e Aplicacdes

O querosene é uma mistura de hidrocarbonetos, resultante da destilacdo
fracionada do petréleo, em temperaturas de ebulicdo entre 150 e 300°C. A composi¢ao
guimica depende de sua fonte, mas ele usualmente consiste de aproximadamente dez
diferentes hidrocarbonetos, cada um contendo de 10 a 16 atomos de carbono por
molécula; os constituintes incluem n-dodecanos, alquil-benzenos e naftalenos e seus
derivados (SPEIGHT, 2011).

Encontrado em algumas variagbes de sua composicdo quimica ou
caracteristicas fisicas, 0 querosene caracteriza-se por possuir diversas aplicacdes.
Inicialmente destinado a iluminacdo residencial, foi o derivado de petroleo mais
importante até 1911, quando ocorreu a popularizacdo dos automéveis com motores a
gasolina. Somente em 1939, com o desenvolvimento dos avides de propulsdo a jato, o
guerosene voltou a ser amplamente utilizado, desta feita como combustivel. No
entanto, pode ser empregado ainda como solvente, produto de limpeza, Oleo de
aguecimento e 6leo em spray para combater insetos em plantas citricas, entre outros
Durante a Segunda Guerra, devido a maior disponibilidade do querosene em relacao a
gasolina, o querosene foi escolhido como o combustivel para os avides com motores a
jato. Consequentemente, ap0s a guerra, 0s avides militares e comerciais, passaram a
usa-lo como combustivel (IRWIN et al., 1997, FRANCISCO, 2011).
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3.2.2. Caracterizagao do querosene iluminante

A Ficha de Informacéo de Seguranca de Produto Quimico (FISPQ) - (BR
DISTRIBUIDORA, 2010), apresenta as seguintes informacfes gerais sobre o

guerosene iluminante:

a. Denominacgéo / sigla: Querosene lluminante/ Ql,

b. Codigo do Produto: 01.000.102 (Petrobras Distribuidora S.A);

c. Composicao Quimica: Minimo de 70% em Hidrocarbonetos parafinicos, maximo de
20% em Hidrocarbonetos arométicos, maximo de 5% em Hidrocarbonetos
oleofinicos e maximo de 0,10 (% vol.) de Benzeno [CAS 71-43-2].

d. Riscos: Liguido combustivel, inflamavel e nocivo ao ser humano e ao meio
ambiente. Exige cuidados no manuseio e armazenagem.

e. Toxidade: Se inalado ou ingerido atua como depressor no sistema nervoso central
(SNC).

f. Limites de exposicdo humana: 14 ppm ou 100 mg/m? para 10 horas de exposicao.

As principais propriedades fisico-quimicas do QlI, fornecidas pela FISQP da
BR sdo apresentadas na Tabela 1. Segundo a FISPQ da BR, em relacdo a capacidade
de combustdo, o QI é estdvel em condicbes ambientais normais, mas possui
caracteristicas comuns aos derivados de Petroleo apresentando-se como elemento
poluidor do meio ambiente (BR DISTRIBUIDORA, 2010).

Atividades de transporte, armazenamento ou manuseio do querosene estao
sujeitos a Resolucdo 420 de 12 de fevereiro de 2004 do Regulamento do Transporte
Terrestre de Produtos Perigosos do Ministério do Transporte, objetivando-se minimizar

riscos de acidentes.
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Tabelal. Propriedades Fisico-Quimicas do Querosene lluminante

24

Aspecto

Estado Fisico

Liquido limpido (isento de agua e material em

suspensao).
Cor Claro
Odor Caracteristico e desagradavel
pH N&o disponivel

Temperaturas especificas

Ponto de Fusao

N&o disponivel

Ponto de Ebulicdo

N&o disponivel

Faixa de destilagédo

150 — 300 °C a 101,325 kPa (760mmHg)

Ponto de
(TCO)

Fulgor

40 °C (vaso fechado)

Taxa de Evaporacao

N&o disponivel

Inflamabilidade

N&o disponivel

Temperatura de auto-ignicéo 238 °C
Limites de explosividade no ar | Superior (LSE) 0,5%
Inferior (LIE) 0,7%

Presséo de vapor

1,4 Pa (10,5 mmHg a 38 °C

Densidade de vapor (ar = 1) 4,5

Densidade <1

Solubilidade Na agua Levemente soluvel (<5)
Em solventes | Soluvel
organicos

Limite de odor 1ppm

Viscosidade

2,7 cSta 20 °C, método: MB 293

Coeficiente de particao

N&o disponivel

Fonte: Ficha de Informagcdo de Seguranca de Produto

lluminante (BR DISTRIBUIDORA, 2010)

Quimico (FISPQ) para o Querosene
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3.3. Agua do Mar

A agua é um dos recursos mais valiosos e importantes a sobrevivéncia do
ser humano e muitos outros seres, devendo estar presente na natureza em condicdes
adequadas a vida (DREW, 1998).

Muito embora a superficie de nosso planeta seja constituida em grande
parte por agua, constata-se que apenas uma pequena por¢do apresenta-se
naturalmente adequada ao consumo humano, haja vista que 97,5% da agua do planeta
estdo concentradas nos oceanos com altas proporgdes de sais e 1,8% nas geleiras. A
agua doce é fundamental & vida nos ecossistemas terrestres, essencial a agricultura,
responsavel pelo povoamento de vastas regifes e importante no desenvolvimento
industrial (BONACELLA; MAGOSSI, 1990).

A agua do mar, em relacdo a sua composi¢cdo quimica, torna os mares e
oceanos um sistema Unico se comparado com outros sistemas aquosos naturais,
sendo a alta concentracdo de solutos e a baixa flutuacdo geografica da concentracdo
dos mares e oceanos os fatores que o diferencia dos demais sistemas. Embora os
mares e oceanos estejam sujeitos aos movimentos oriundos dos ciclos hidrolégicos
gue promovem precipitacdes e dissolucdes de diferentes solutos em diferentes tempos,
a agua do mar apresenta caracteristicas de concentracdo consideravelmente
constantes tanto em sua profundidade quanto em sua extenséo (LIBES, 1992; SOUZA,
2009).

A 4gua do mar é constituida por quase todos os elementos, do hidrogénio ao
uranio, e € composta por 96,7% de agua e 3,3% de sais dissolvidos (Tabela 2), sendo
que 7 elementos (Cl 54%, Na 31%, SO, 8%, Mg 4%, Ca 1%, P 1%, Outros 1%),
respondem por cerca de 93,5% destes sais dissolvidos, todos em sua forma ibnica. A
superficie do mar apresenta a agua com densidade entre 1020 e 1029 Kg m®,
dependendo da temperatura e da salinidade. Em oceano profundo, sob alta presséo, a
densidade pode chegar a 1050 Kg m™ ou mais. O pH da agua do mar se mantém
geralmente entre 7,5 e 8,4 (MATSUURA, 2001; SOUZA, 2009).
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3.4. Poluicdo do Ambiente Marinho por Petroleo e De  rivados

A quantidade de petroleo e derivados lancada anualmente nos mares e
oceanos € de dificil estimativa, tendo em vista a omissdo de informacdes reais dos
poluidores ou pela incapacidade dos sistemas fiscalizadores governamentais (ALEIXO
et al., 2007).

Séo diversas as fontes de poluicdo do ambiente marinho. Destacam-se entre
elas, as seguintes: acidentes com vazamento de grandes quantidades de petréleo de
navios e plataformas maritimas, vazamentos espontaneos de gas e 6leo do fundo do
mar, agua de lastro de navio e descargas urbanas residenciais e industriais, sendo que
estas ultimas representam um percentual aproximado de 37% de todo petréleo lancado
ao mar (ALEIXO et al., 2007; CARDOSO, 2007).

Estima-se que as contaminacdes cronicas, relacionadas a derramamentos
em proporgdes pequenas — que ocorrem de forma constante ou intermitente e sem a
mesma repercussao nos meios de comunicacao que os grandes acidentes - sejam a
principal forma de contaminacdo do ambiente marinho, especialmente em areas
urbanas, devido a forma sutil como se estabelecem (ZIOLLI, 2002; SILVA, 2004). A
Resolucdo CONAMA n°. 20 de 1986, que classifica os diferentes corpos de agua e
estabelece limites de langcamentos, institui um teor maximo de 6leo e graxa de 20 ppm

em aguas a serem lancadas no ambiente (SILVA, 2004).

Os acidentes de grandes proporgcdes com petrdleo e derivados em ambiente
marinho despertam grande atencdo do publico, em geral, devido as imagens
divulgadas apresentarem alto grau de dramaticidade (CARAPETO, 2010; CARDOSO,
2007; SILVA, 2004).

Contaminacdes agudas decorrentes de grandes derramamentos originados
por acidentes destacam-se por causar s€rios danos ao meio ambiente e ao sistema
costeiro. Exemplos deste tipo de contaminacdo sao os acidentes com 0s petroleiros
Amoco-Cadiz (Costa da Franca, 16 de marco de 1978), Exxon Véaldez (Alasca, 24 de
marco de 1989) e Torrey Canyon (Costa da Inglaterra, 1967) (ZIOLLI, 2002; SILVA,
2004). Acrescente-se a estes e outros nao citados, o acidente ocorrido no dia 22 de

abril de 2010 com a plataforma Deep Water Horizon operada pela BP no golfo do
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México, ja considerado o maior desastre ambiental por vazamento de Petroleo até
entdo registrado; e em solo brasileiro o acidente ocorrido em novembro de 2011 com a
plataforma de petréleo administrada pela Chevron na Bacia de Campos, no litoral norte

do Estado do Rio de Janeiro.

Com caracteristicas quimicas similares ao petrdleo e outros derivados,
estudos apresentam o querosene como elemento poluidor em ambiente marinho,
inserido, em grande parte, em processos de transporte e/ou manuseio do proprio
querosene em atividades no mar ou nas regides costeiras, dentre as quais se
destacam: despejos das refinarias costeiras; acidentes envolvendo navios petroleiros e
outros tipos de navios, operacdo dos petroleiros nos terminais; dguas de lavagem de
tanques dos petroleiros; aguas de lastro. As operacdes em terra e descartes de
combustivel por aeronaves também atingem os ecossistemas aquaticos (CARAPETO,
2010; CARDOSO, 2007; ALEIXO et al., 2007; SILVA, 2004; ZIOLLI, 2002).

De acordo com o Sistema de Notificagcdo de Resposta a Emergéncias da
Guarda Costeira dos EUA, querosene é um dos produtos petroliferos mais comumente
derramados. Ele contém parafinas (alcanos), cicloparafinas (cicloalcanos), aromaticos
e olefinas de aproximadamente nove a vinte atomos de carbono (GOUDA et al., 2007,
IRWIN et al., 1997).

Poluentes organicos derivados de petréleo sdo geralmente de dificil
biodegradacado. Justamente por essa caracteristica, seu principal impacto na agua nao
€ 0 consumo de oxigénio e sim a sua toxicidade a biota. Os hidrocarbonetos de
petréleo e derivados espalham-se sobre a superficie da agua, formam um filme
superficial que impede a difusdo do oxigénio e reduzem a capacidade de reoxigenacao
da 4gua (STRUJAK;VIDAL, 2007).

A toxidade dos hidrocarbonetos esta diretamente relacionada a sua
resisténcia a degradagdo e com a sua tendéncia e facilidade de incorporacdo nos
diversos compartimentos do ecossistema. Os compostos de cadeia linear ou
ramificada, sdo os que se degradam mais depressa, ao contrario dos compostos
ciclicos. Compostos de elevado peso molecular tendem a formar residuos que, por
apresentarem uma pequena superficie em relagdo ao volume, sofrem uma degradacéo
extremamente lenta (CARAPETO, 2010).
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Apds um derrame de petréleo na agua, 0os primeiros organismos a sofrerem
os efeitos toxicos sdo aqueles que compdem o fitoplancton e o zooplancton.
(CARAPETO, 2010; CARDOSO, 2007; SILVA, 2004).

Os efeitos bioldgicos dos hidrocarbonetos do petroleo sobre os organismos
marinhos dependem de sua persisténcia e biodisponibilidade, da capacidade dos
organismos de acumular e metabolizar diversos hidrocarbonetos, do destino dos
produtos metabolizados, e da interferéncia dos hidrocarbonetos sobre os processos
metabdlicos normais que podem alterar as chances de sobrevivéncia e reproducao de
um organismo (SILVA, 2004).

Ecossistemas inteiros podem ser afetados em casos de contaminag&o por
petréleo ou derivados. A extensdo e os efeitos sobre os organismos dependem de
varios fatores como a composi¢do do elemento poluidor e suas modificacbes quando
do desgaste, concentracdo de poluentes, geografia, condicdes ambientais, tipo de
ambiente contaminado e a energia disposta no ambiente. Os organismos podem sofrer
intoxicacdes simples, morte direta ou prematura, ou ainda sofrer anomalias em
organismos e suas geracdes. Como consequéncia de polui¢cdes, populacdes inteiras
podem ser eliminadas de uma regido, ou ocorréncia de grande fluxo migratério para
outras areas. As recuperacdes das éareas, além de acbes de descontaminacao,
necessitam em muitos casos da adogdo de processos de recolonizacdes através da
transferéncia de sementes de plantas e da fauna, e de processo migratério das regides
nao afetadas para a regido recuperada. Prever ou avaliar extensao dos efeitos de um
agente contaminante sobre o ecossistema nao é facil, devido as muitas variaveis e o

tempo que as mesmas se perpetuam (CARAPETO, 2010).

A avaliacdo do impacto e a gravidade da contaminacdo por petréleo e
derivados em ambiente marinho devem levar em consideracéo: (i) a extensao da area
atingida, onde derrames em mar aberto podem ser considerados mais graves que 0S
em areas confinadas, quando considerada a extensdo da area de combate e os
possiveis fatores a considerar; (ii) as caracteristicas de preservacdo da area atingida,
que considera menos graves derrames em areas ja contaminadas (areas portuarias,

urbanas etc.) comparados aos derrames ocorridos em areas preservadas, onde o
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ecossistema € geralmente mais sensivel e os danos ecoldgicos podem se tornar mais
criticos (ZIOLLI, 2002).

3.5. Processos de Remediacgao

Lancamentos de petr6leo ou derivados no ecossistema aquatico, sejam
acidentais ou intencionais, geram uma série de processos relacionados aos poluentes
denominados de intemperismo. O intemperismo pode ocorrer através dos processos de
espalhamento, evaporacgédo, dissolugéo, dispersdo, oxidacao fotoquimica, emulsificacéo
de agua no petroleo, degradacdo microbiana, adsorcdo a material particulado em
suspensao, ingestdo por organismos e sedimentacdo, e dependem de fatores como
temperatura, presséo, velocidade dos ventos e correntes, salinidade, entre outros
(CARAPETO, 2010; CARDOSO, 2007; SILVA, 2004). Durante o processo da
degradacédo do oOleo ha formacédo de novos compostos, por vezes com propriedades

toxicas aumentadas e consequéncias ambientais diversas (CARAPETO, 2010).

Operacdes de limpeza e descontaminagcéo devem ter em pauta uma gestéo
que observe a destinacdo de residuos e materiais contaminados, considerando seu
acondicionamento, segregacao e identificacdo de acordo com suas caracteristicas. O
gerenciamento dos residuos inclui a adocdo de técnicas que minimizem a sua
producdo, procedimentos adequados para armazenamento temporario, consideracdes
sobre o transporte, tratamento e destinacdo (CARDOSO, 2007; COUTINHO; GOMES,
2007).

As acdes de combate aos contaminantes incluem a contencao e remocao do
produto do mar e a limpeza dos ambientes costeiros atingidos por meio de técnicas
apropriadas. Para que as acOes de combate sejam adequadamente escolhidas,
objetivando minimizar os danos provocados pelos derramamentos de 6leo no meio
ambiente, sdo necessarios procedimentos iniciais no sentido de se conhecer o cenario
envolvido no acidente, quando entdo se pode definir as estratégias de combate e

dimensionar 0s recursos necessarios para uma resposta efetiva. Devido aos varios
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fatores as condi¢bes podem se modificar rapidamente. Por isto, as condicdes devem
ser reavaliadas periodicamente, possibilitando a orientacdo das acbes (CARDOSO,
2007; COUTINHO; GOMES, 2007).

As principais técnicas de combate a incidentes de derramamento de 6leo
incluem: métodos fisicos como o uso de barreiras de contengéo, materiais absorventes,
remocdo através de algum processo de arrasto (rodos, pas, latas etc.) e ainda a
utilizacdo de jatos de agua; métodos quimicos como utilizacdo de dispersantes de
origem organica, cuja aplicacdo no Brasil encontra-se regulamentada na Resolucdo
CONAMA n° 269, de 2000; e métodos bioldégicos como a utilizagdo de surfactantes de
origem microbiana (CARDOSO, 2007).

Processos fisicos e quimicos de limpeza utilizados para a descontaminacao
do Oleo de areas poluidas possuem uma eficiéncia limitada em sua aplicacdo
(PERFUMO et al., 2010a). Métodos de coleta fisica utilizando-se lancas, escumadeiras,
e adsorventes geralmente recuperam de 10-15% do 6leo derramado e o uso de
surfactantes quimicos como agente de remediacdo ndo é favoravel devido aos seus

efeitos tdxicos sobre a biota presente na area (PERFUMO et al., 2010b).

3.6. Biorremediacéo

A biorremediacdo € um conjunto de técnicas biotecnologicas em que se
utilizam microrganismos ou produtos e processos microbianos para a redugéo de
impactos causados ao meio ambiente por contaminantes (ATLAS,1995). E uma
alternativa ecologicamente adequada e eficaz para o tratamento de ambientes
aguaticos ou terrestres contaminados por moléculas organicas recalcitrantes e metais
(GAYLARDE et al., 2005; ABOUSEOUD et al., 2010).

Estratégias de biorremediacdo incluem a utilizacdo de microrganismos
autoctones, ou seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas
de remediacdo (biorremediacdo intrinseca ou natural); a adicdo de agentes

estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (processo de
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bioestimulacdo); e a inoculacdo de consorcios microbianos enriquecidos (bioaumento)
(BENTO et al., 2003).

A biorremediacao in situ é realizada no proéprio local, sem que haja remocéo
de material contaminado. Isto evita custos e distirbios ambientais associados com o
movimento de solos e aguas de um local contaminado para outros locais destinados ao
tratamento. Os produtos finais de uma biorremediacdo efetiva sdo agua e gas
carbbnico (processo denominado mineralizagcdo), compostos estes, que nao
apresentam toxicidade e que podem ser incorporados ao ambiente sem prejuizo aos
organismos vivos (MARIANO, 2006).

Quando ha a necessidade de retirada de solo ou efluente do local
contaminado para que 0S mesmos sejam tratados em outro local, o processo &
chamado de biorremediacdo ex situ. A remocdo pode ser necessaria quando héa
possibilidade de contaminacdo de pessoas e do ambiente proximo do solo a ser
biorremediado, ou quando a presenca de altas concentracdes de contaminantes
demandam a utilizacdo de técnicas como compostagem, biorreatores, entre outras
(JACQUES et al., 2007).

3.7. Biodegradagéao

Biodegradacdo por populacdes nativas de microrganismos representa um
dos mecanismos primarios pelos quais 0os compostos poluentes sdo eliminados do
meio ambiente. Alguns compostos do petréleo séo facilmente evaporados ou
biodegradados, enquanto outros persistem recalcitrantes na natureza (LEE e LEVY,
1988).

Petréleo bruto, bem como outros hidrocarbonetos comerciais, pode
apresentar diferentes graus de degradacdo, em solos e 4guas, dependendo do tipo e
da concentracao total de hidrocarbonetos e da disponibilidade de oxigénio e nutrientes.
Os hidrocarbonetos presentes no querosene, por exemplo, geralmente ndo sao
inibidores da atividade microbiana (SONG et al.,, 1990; AELION; BRADLEY, 1991) e
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sdo significativamente biodegradaveis em condi¢des aerbbias, desde que quantidades
suficientes de nutrientes essenciais estejam presentes (RAZA et al., 2007a; SHABIR et
al., 2008).

A biodegradacdo vem sendo empregada com sucesso na limpeza de agua
do mar e solos contaminados por petréleo bruto. Pesquisadores tém sugerido a adi¢éo
de degradadores de hidrocarbonetos especificos para aumentar a taxa de
biodegradacao no processo (ATLAS; BARTHA, 1972).

3.8. Biossurfactantes

Surfactantes sdo compostos anfifilicos contendo uma porcéao hidrofilica e
outra hidrofébica e, portanto, capazes de exibir uma variedade de atividades
superficiais que permitem solubilizacdo de substratos hidrofébicos. Objetos de
pesquisas como possiveis substitutos para os surfactantes sintéticos, os surfactantes
de origem microbiana ou biossurfactantes tem sido usado com sucesso em diversas
aplicacdes industriais e ambientais, relacionadas com a emulsificacdo, formacao de
espuma, detergéncia, umectacédo, dispersao e solubilizacdo de compostos hidrofébicos
(DESAI E BANAT, 1997, SATPUTE et al., 2010).

O maior mercado para os biossurfactantes € a industria petrolifera, onde séo
utilizados na producdo de petroleo ou incorporados em formulagcbes de Oleos
lubrificantes. Outras aplicagdes incluem biorremediacdo e dispersdo no derramamento
de 6leos, remocdo e mobilizagdo de residuos de 6leo em tanques de estocagem, e a
melhor recuperacao de petrdleo. Porém, suas aplicacbes se distribuem entre os mais
diversos setores industriais (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

A biodegradacdo de petréleo e derivados € bastante limitada pela baixa
biodisponibilidade e natureza pouco soluvel dos hidrocarbonetos arométicos policiclicos
(HAPs). Mediada por surfactante, biodegradacdo € uma alternativa promissora. A

presenca de surfactantes pode aumentar a solubilidade de HAPs e, portanto,
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potencialmente aumentar sua biodisponibilidade (GAYLARDE et al., 2005;
ABOUSEOQOUD et al., 2010; KACZOREK et al., 2010).

Os surfactantes sintéticos tém sido utilizados na industria do petroleo,
ajudando na limpeza de derramamentos e na recuperacdo de petroleo em
reservatorios. Entretanto, estes produtos podem ser toxicos ao ambiente e ndo sao
biodegradaveis. Por outro lado, os biossurfactantes apresentam vantagens como baixa
toxicidade, natureza biodegradavel e eficacia em espectro amplo de variacdes de
temperatura, pH e salinidade, além da facilidade de sintese (TABATABAEE et al.,
2005; ABOUSEOUD et al., 2010).

3.9. Microrganismos Marinhos Degradadores de Hidro  carbonetos

Biorremediacdo de petréleo é realizada por microrganismos tais como
bactérias, fungos, leveduras e microalgas capazes de utilizar hidrocarbonetos como
Unica fonte de energia (REISFELDT et al., 1972; SOKOLQV et al., 2008).

A presenca de hidrocarbonetos em toda a biosfera pode explicar a
capacidade de muitas espécies microbianas em utilizar estes compostos como
substrato de crescimento, degradando poluentes do petroleo e utilizando-os como fonte
de carbono e energia (WETLER-TONINI et. al., 2010)

A habilidade em degradar hidrocarbonetos nao € restrita apenas a géneros
especificos de microrganismos, pois, varios grupos de bactérias, fungos, algas e
algumas cianobacterias tém mostrado possuir essa capacidade (MARIANO, 2006). Em
ambientes naturais ou em laboratorio, a biodegradacdo do petréleo ndo pode ser
realizada por uma Unica espécie microbiana, uma vez que este poluente é constituido
por varios tipos de hidrocarbonetos e nenhum microrganismo é capaz de degradar
sozinho todos os compostos ali presentes. A complexidade dos processos metabdlicos
necessarios a essa degradacao leva a formacao de consoércios, com microrganismos
de diferentes géneros e espécies, cada um especializado em degradar uma ou varias
fracOes do 6leo (CRAPEZ et al., 2002; TIBURTIUS et al., 2004; JACQUES et al., 2007).
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Os oceanos representam uma vasta e exaustiva fonte de produtos
naturais, abrigando os mais variados grupos da flora e da fauna. Os microrganismos
marinhos desenvolveram capacidades metabdlicas e fisiologicas Unicas para prosperar
em ambientes extremos e produzir metabdlitos novos que nao estdo frequentemente
presentes em microrganismos de origem terrestre. Este ambiente oferece uma
oportunidade magnifica para descoberta de novos compostos (antibioticos, enzimas,
vitaminas, medicamentos, biossurfactante, bioemulsificantes etc.) que podem

apresentar alguma importancia a sociedade (SATPUTE, et al., 2010).

Vérios tipos de microrganismos marinhos podem degradar o0s
hidrocarbonetos constituintes do petrdleo. Aproximadamente 200 espécies identificadas
podem metabolizar desde metano (C;) até compostos mais pesados (Cs). Porém,
nenhuma das espécies tem apresentado a capacidade de degradar completamente um
dado 6leo. Por serem seletivos, € necessario empregar diferentes espécies em uma
associacao de culturas para apresentar uma mineralizacdo significativa (LEE e LEVY,
1988).

A atividade microbiana em ambientes marinhos € considerada de forma
geral limitada pelos baixos niveis de nutrientes organicos como nitrogénio (N), fosforo
(P) e potassio (K), que sdo essenciais ao crescimento da colénia de microrganismos
em ambientes contaminados por hidrocarbonetos. Assim, a biodegradacao de 6leo em
ambiente marinho é tipicamente limitada pelo fornecimento destes nutrientes. A adicao
de nutrientes organicos com N, P, K para minimizar parcialmente esta limitacdo tem
mostrado ser uma forma econdmica e ambientalmente aceitavel para estimular a
biodegradacao (PRINCE; BRAG, 1997; VIAS; DAVE, 2010).

Leveduras das espécies Candida lipolytica, Rhodotorula mucilaginosa,
Geotrichum sp, e Trichosporon mucoides isoladas de &agua contaminada foram
identificadas como tendo potencial para degradar compostos de petréleo
(BOGUSLAWSKA-WAS; DABROWSKI, 2001).

Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos podem produzir
biossurfactantes e emulsificar misturas de hidrocarbonetos em agua, propriedades
potencialmente importantes em aplicacdes para controle de poluicdo por derramamento
de Oleo em solos e aguas (SATPUTE et al., 2010).
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Foram relatados que comunidades microbianas como Acinetobacter,
Arthrobacter, Pseudomonas, Halomonas, Bacillus, Rhodococcus, Enterobacter, e
leveduras tem sido capazes de produzir biossurfactantes/bioemulsificantes (SCHULZ et
al., 1991; PASSERI et al., 1992; BANAT, 1993; ABRAHAM et al., 1998, MANEERAT et
al., 2006; PERFUMO et al., 2006; DAS et al., 2008a,b).

Poucos artigos de revisdo estdo disponiveis sobre produgcdo de
biossurfactantes/bioemulsificantes e exopolissacarideos de microrganismos marinhos
(SAPUTE et al., 2010; NERURKAR et al., 2009; CHI et al., 2005; MANEERAT, 2005;
WEINER, 1997; WEINER et al., 1985; BERTRAND et al., 1993).

Trabalhos também tém sido publicados na literatura sobre biossurfactantes
ativos, produzidos em agua do mar por Candida lipolytica UCP 0988 usando como
substrato 6leo diesel (SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2012) e/ou Oleos vegetais
(HARRORP et al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2006; SOUZA et al., 2012).

3.10. Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica € um microrganismo estritamente aerdbio, eucariético, do
reino Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomycetos. Esta
levedura, que originalmente era chamada Candida lipolytica, € uma espécie das
chamadas leveduras nao-convencionais e seu estudo tem atraido grande interesse,
pois apresenta uma grande aplicacdo biotecnolégica por sua capacidade de
metabolizar lipideos e hidrocarbonetos e de excretar diversos metabdlitos em grande
quantidade — &cidos organicos e proteinas extracelulares — sendo muito usada para
expressao e secrecao de proteinas especificas (BARTH; GAILLARDIN, 1997).

Linhagens de Y. lipolytica tém sido isoladas de ambientes marinhos e
hipersalinos implicando que este fungo pode desempenhar um papel significante em
tais ambientes (BUTINAR et al., 2005; KIM et al., 2007; ZINJARDE et al., 2008).

Andlise de 20 amostras de sedimentos marinhos e de agua em torno de

Mumbai resultou no isolamento de 17 linhagens de bactérias e de 6 linhagens de
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leveduras. Todos os isolados foram capazes de degradar mais do que 10% do
petréleo bruto fornecido. As linhagens de levedura foram degradadores importantes da
fracdo alifatica do petroleo bruto. Todas as leveduras isoladas pertenciam ao género
Candida. Usando testes bioquimicos as leveduras identificadas foram Candida
parapsilosis, C. albicans, C. guilliermondii, Y. lipolytica, C. tropicalise C. intermedia. O
isolado de Y. lipolytica foi o melhor degradador, utilizando 78% da fracao alifatica
petréleo bruto de Bombay High, dentro de 5 dias com agitacdo em 200 rpm. Nenhum
destes isolados degradou as fragcdes aromaticas ou asfalténicas. Para a degradacao
Otima, todos os isolados necessitaram de aeragdo, suplementacdo com nitrogénio e
fosfato (ZINJARDE; PANT, 2002).

Entre seis linhagens de leveduras isoladas de area contaminada por petréleo
no Golfo Pérsico, duas linhagens, identificadas como estirpes de Y. lipolytica PG-20 e
PG-32, mostraram alta atividade de degradacdo hidrocarbonetos alifaticos, 68 e 58%
respectivamente. Os resultados sugerem que as estirpes da Y. lipolytica PG-20 e PG-
32 tém alta atividade de degradacdo em oleo bruto, devido a sua elevada atividade
emulsionante e hidrofobicidade celular (HASSANSHAHIAN et al., 2012).

Este organismo tem sido usado como sistema modelo para estudar os
mecanismos envolvidos na degradacdo de substratos hidrofébicos (SH). Entre as
varias leveduras que sédo capazes de assimilar SH, Y. lipolytica apresenta as seguintes
vantagens (THEVENIEAU et al., 2010): (1) a sequéncia completa de seis cromossomos
ja foi determinada (DUJON et al., 2004); (2) esta espécie é hapldide, o que nédo é o
caso de muitas leveduras degradando SH, como Candida tropicalis; (3) muitas
ferramentas genéticas sdo disponiveis para manipulacdo de genes em Y. lipolytica
(BARTH; GAILLARDIN, 1996). Diversos outros trabalhos também ratificam a eficiéncia
da levedura Y. lipolytica como degradadora de substratos hidrofébicos, inclusive
hidrocarbonetos (BANKAR et al., 2009; COELHO et al., 2010).
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3.11. Otimizag&o de Processos de Biodegradacédo

Devido a complexidade metabdlica dos microrganismos e ao grande nimero
de variaveis envolvidas, o desenvolvimento de modelos rigorosos para um dado
sistema de reacOes bioldgicas sobre bases fisicas e quimicas € ainda um desafio
critico. Isto ocorre principalmente em decorréncia da natureza néo linear das interagfes
das redes bioquimicas, e em alguns casos, do conhecimento incompleto sobre as
cinéticas envolvidas em tais sistemas (FRANCO-LARA et al., 2006). Em geral, ndo &
necessario nem desejavel construir modelos de bioprocessos descrevendo o sistema
em todas as condicbes possiveis com alta precisdo. A modelagem deve ser
considerada como um passo para alcancar mais facilmente o objetivo final — a
otimizacdo do processo biotecnolégico. O modelo tem que descrever aqueles aspectos

que afetam significativamente o desempenho do processo (ROEVA, 2006).

Vérias tecnologias e procedimentos de biorremediacdo estdo sendo usados
e um numero de abordagens promissoras tém sido propostas. Algumas destas
tecnologias aplicadas para biodegradacdo in situ, nas quais a poluicdo em
subsuperficie € degradada, sdo baseadas na estimulacdo de crescimento de
microrganismos enddgenos na subsuperficie. O crescimento e a eficiéncia de
biodegradacdo por microrganismos precisa ser otimizado através de simulacéo
adicional de condi¢des in situ. Pelo fornecimento de oxigénio (ou de qualquer aceptor
de elétrons) e nutrientes, microrganismos podem acelerar a biodegradacdo de
Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP) de agua subterranea ou coluna de agua
submersa. Adicao de uma fonte de carbono como nutriente aumenta a biomassa de
microrganismos do solo, mas pode inibir a biodegradacdo de contaminantes com

crescimento diauxico (LEE et al., 2003). Assim é importante adicionar quantidades
Otimas de nutrientes que podem acelerar a biodegradacéao in situ (ZAFAR et al., 2010).

Condi¢des ambientais podem ser alteradas ou controladas para otimizar o
crescimento e as atividades metabdlicas dos microrganismos. Algumas dessas
condicbes sao: presenca de oxigénio e de nutrientes contendo compostos de nitrogénio
e fésforo, e pH (ADAMASSU E KORUS, 1996).
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A reducéo do tempo e do custo e o aumento da eficiéncia de biodegradacéao
sdo objetivos fundamentais em processos de biorremediagdo ambiental. Nesta
aplicacdo especifica, o objetivo da otimizacdo € determinar as condi¢cdes de
biorremediacdo mais adequadas, tais como pH, temperatura e concentracbes de

nutrientes que maximizam a eficiéncia de biodegradacao (ZAFAR et al., 2010).

Nas duas Ultimas décadas, Metodologia de Superficie de Resposta
(MOHAJERI et al, 2010; ZAHED et al, 2010) e algoritmos genéticos
(BHATTACHAYRA et al, 2009; ZAFAR et al, 2010) vem se destacando,
acentuadamente, em relacdo a outras técnicas usadas para otimizagdo de processos

de biodegradacao devido a eficacia e bons resultados obtidos.

3.12. Metodologia de Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta (MSR) consiste em uma colecdo de
técnicas estatisticas e matematicas Uteis para desenvolvimento, melhoria e otimizac&o
de processos, nos quais a variavel dependente, resposta ou de interesse é influenciada
por varias variaveis independentes e o objetivo é otimizar esta variavel resposta. A
MSR tem aplicacdes importantes em planejamentos, desenvolvimento e formulacao de
novos produtos, e também na melhoria de projetos e produtos existentes. Ela define os
efeitos e interacdes das variaveis independentes no processo. Além da analise dos
efeitos das variaveis independentes, esta metodologia experimental gera um modelo
matematico, que descreve o bioprocesso (MYERS E MONTGOMERY, 1995).

Algumas etapas da aplicacdo da MSR como uma técnica de otimizacao sao
as sequintes: (1) a selecdo de variaveis independentes com efeitos significativos sobre
0 sistema por meio de experimentos preliminares e a delimitacdo da regido
experimental, de acordo com o objetivo do estudo e da experiéncia do pesquisador; (2)
a escolha do planejamento experimental e realizacdo de ensaios de acordo com a
matriz experimental selecionada; (3) o tratamento matematico-estatistico dos dados
experimentais obtidos através do ajuste de uma funcdo polinomial; (4) a avaliagdo da
adequacao do modelo; (5) a verificagdo da necessidade e da possibilidade de
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realizacdo de um deslocamento em dire¢cdo a regido otima; e (6) a obtencdo dos
valores ideais para cada variavel estudada (BEZERRA et al., 2008). A validacédo do

modelo com dados experimentais € outra etapa importante da MSR.

3.13. Algoritmos Genéticos (AGS)

3.13.1. Caracteristicas Gerais

Algoritmos Genéticos (AGs) podem ser definidos como técnicas de busca
baseadas numa metafora do processo bioldégico de evolugdo natural, ou seja; sao
algoritmos de busca cujos processos sao baseados em mecanismos de sele¢céo natural
e genético. Pertencem a classe dos métodos probabilisticos de busca e otimizagao,
embora ndo sejam aleatérios; ou seja, usa-se 0 conceito de probabilidade, mas AGs
nao sao simplesmente processos de buscas aleatérias. Os AGs atraveés das técnicas
que os caracterizam, dirigem a busca para regides de espaco onde € “provavel” que os

pontos 6timos possam ocorrer (LINDEN, 2008a).

Em AGs, uma populacéo de possiveis solu¢des para o problema em questédo
evolui de acordo com operadores probabilisticos concebidos a partir de metéaforas
biologicas, de modo que ha uma tendéncia de que, na média, os individuos
representem solucéo cada vez melhores a medida que o processo evolutivo continua
(TANOMARU, 1995; LINDEN, 2008a).

AGs utilizam-se de técnicas heuristicas de otimizacdo global, que
representam uma oposicdo aos métodos gradientes (Hill Climbing) que perseguem a
solucéo através da derivada de uma funcdo com o proposito de encontrar o0 maximo de
uma funcgdo, que faz com que o processo fique retido em maximos locais (LINDEN,
2008a).
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Os AGs apresentam a vantagem de permitir a simplificacdo na formulacao e
solugdo de problemas de otimizagdo. AGs simples normalmente trabalham com
descricOes de entrada formadas por cadeias de bits de tamanho fixo. Outros tipos de
AGs podem trabalhar com cadeias de bits de tamanho variavel, como por exemplo,
AGs usados para Programacdo Genética. AGs possuem um paralelismo implicito
decorrente da avaliacado independente de cada uma dessas cadeias de bits, ou seja,
pode-se avaliar a viabilidade de um conjunto de parametros para a solucdo do
problema de otimizacdo em questdo. AGs sao indicados para a solucédo de problemas
de otimizagc&o complexos, NP-Completos, como o "caixeiro viajante", que envolvem um
grande numero de variaveis e, consequentemente, espacos de solu¢des de dimensdes
elevadas. Além disso, em muitos casos onde outras estratégias de otimizacdo falham
na busca de uma solucédo, os AGs convergem. Os AGs sao numericamente robustos,
ou seja, ndo sao sensiveis a erros de arredondamento no que se refere aos seus
resultados finais (MIRANDA, 2011).

Um algoritmo desenvolvido como solucdo especifica para um determinado
problema que incorpore caracteristicas especificas relacionadas a este problema, em
geral, proporciona melhores resultados na resolugcdo do problema que um AG bésico.
AGs devem ser aplicados para problemas considerados sem solu¢cbes conhecidas ou
com solugdes de maior grau de complexidade. Uma das principais aplicacdes dos AGs

estdo nas otimizacdes de processos (LINDEN, 2008a).

AGs sao considerados métodos robustos, utilizados basicamente para
resolver problemas em pesquisas numéricas, otimiza¢do de fungcbes e aprendizagem
de maquina, dentre outras areas (GROSKO et al., 2006). AGs apresentam-se como
uma técnica de busca extremamente eficiente no seu objetivo de varrer o espaco de
solugbes proximas a solucdo Otima, quase sem necessitar interferéncia humana
(LINDEN, 2008a).

Existem quatro diferencas basicas entre os AGs e os métodos tradicionais
de busca e otimizacado: (1) AGs empregam uma codificacdo do conjunto de parametros
e Nao os proprios parametros; (2) AGs operam em uma populacdo e ndo em um unico

ponto; (3) AGs utilizam informag¢des do valor da funcao custo e ndo informagdes sobre
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derivadas da funcdo de otimizacao; (4) AGs utilizam regras de transi¢cao probabilisticas
e ndo deterministicas (SIERAKOWSKI, 2006).

3.13.2. Terminologia

Devido a inspiracdo nos mecanismos de evolucao natural, as terminologias e
expressdes adotadas nos AGs se assemelham aos do campo da biologia genética
(Tabela 2).

Tabela2.Terminologia aplicada em Algoritmo Genético X Linguagem Natural

Linguagem Natural Algoritmo Genético Significado em termos
Computacionais
Cromossomo Individuo, string, cromossomo, arvore. Representa uma possivel solugao
do problema
Gene Gene ou Caracteristica E a menor porgéo existente dentro
de um cromossomo.
Alelo Valor Instancia de um gene.
Loécus Posicéo A posicdo em que um determinado
gene se encontra ha estrutura
Gendtipo Estrutura Estrutura da Informacao contida no
Cromossomo
Fendtipo Conjunto de parametros Representacao ou caracterizacao
das informac®es contidas no
Gendtipo
Populacdo Conjunto de Individuos que representam Grupo de Individuos com potencial
uma geracao a solucéo do problema
Geracao Geracao Determinado instante de tempo de

uma populacéo

Fonte:Adaptado de Sierakowiski (2006) e Linden (2008a).
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3.13.3. Representacédo da populagao

Definir como seréo representados os individuos e suas caracteristicas a serem
estudadas no espaco de busca como uma sequéncia de simbolos gerados a partir de
um alfabeto finito é o primeiro passo para aplicagdo de AGs a um problema qualquer
(TANOMARU, 1995). Para desenvolver AGs de forma computacional, deve ser
possivel expressar os dados envolvidos para solucédo do problema, em uma linguagem
computacional (SIERAKOWSKI, 2006).

As formas de representacdo da populacdo em linguagem computacional sé&o
geralmente as seguintes: representacdo binaria, codificacdo gray, representacao real e
representacao inteira (SIERAKOWSKI, 2006, LINDEN, 2008a).

A representacao binaria, representacao originalmente proposta por Holland
(1975), utiliza apenas os numeros binérios (0 e 1) para a representacdo das variaveis.
Por isso, em problemas originalmente com dados em representacdo numeérica em real,
podem ser necessarias operacoes de codificacdo e decodificacao real-binario. Ou seja;
um procedimento de transformacdo do valor real da variavel a ser analisado para a
codificacdo binéaria e vice-versa. Em casos, onde o problema abordado € inerentemente
binario, os processos de codificacdo e decodificacdo sdo desnecessarios (LINDEN,
2008a).

A principal dificuldade existente em se trabalhar com a codificacdo binaria
o fato de se necessitar de uma grande cadeia para se conseguir uma boa precisao.
Outro problema é a existéncia de Hamming cliffs, ou seja, grandes diferencas nas
cadeias de bits que codificam dois numeros inteiros préximos (por exemplo, 0s
ndmeros 511 — 0111111111 e 512 — 1000000000) (AVILA, 2002).

Na codificacdo Gray, de forma semelhante a codificacéo binaria, apenas os
elementos 0 e 1 sdo utilizados para representar as variaveis sendo analisadas. A
codificacdo Gray foi desenvolvida de forma a solucionar o problema de Hamming cliffs,
isso ocorre devido ao fato de quaisquer dois numeros inteiros subsequentes
codificados segundo o cddigo de Gray variem em apenas um bit a sua codificacdo
(GOLDBARG; LUNA, 2000).
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A representacdo real opera diretamente com o0s numeros reais. A
representacao real surgiu como uma op¢ao para a aplicagdo em problemas complexos
ou problemas com grandes espacos de busca, onde se reduziria 0 custo computacional
do processo de codificacdo e decodificacdo. Esta forma de representacdo se tornou
atraente pela reducdo do custo computacional, e principalmente devido a néo
apresentar necessidade do uso dos processos de codificagdo e decodificacdo
(GOLDBARG; LUNA, 2000).

A representacdo inteira utiliza numeros inteiros para representar 0s
individuos da populacdo. Esta forma de representacdo € normalmente utilizada em
problemas em que as solu¢des sdo representadas através de grafos, ou seja, em
problemas combinatérios. Neste caso, 0s numeros representam os nos do grafo, e o
cromossomo representa a ordem através da qual os nés séo percorridos (GOLDBARG;
LUNA, 2000).

A definicdo da representacéo, aliada aos limites maximos e minimos podem
definir a precisdo desejada, o numero de simbolos e formatos necessarios a

representar cada variavel e ainda delimitar a area de busca.

3.13.4. Fungé&o Objetivo

A funcéo que se deseja otimizar, na terminologia dos AGs, é denominada de
funcdo objetivo, funcdo de otimizacdo ou ainda funcdo custo. Esta funcdo € aplicada
para cada membro da populacéo, outorgando a cada individuo um valor independente
e apropriado segundo a propria funcdo e que seja representativo do membro em
relacdo ao problema (GROSKO et al., 2006; LINDEN, 2008a).

3.13.5. Funcao Aptidao

A funcdo de aptiddo ou fitness é uma fungéo que aplicada, representa uma
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métrica direta do desempenho do individuo da populacdo diante do problema
(SIERAKOWSKI, 2006). Este valor é que qualificara o individuo em direcdo a solugéo
do problema, e é também denominado grau de aptiddo. Individuos com melhores
valores para o grau de aptiddo possuem chances maiores no processo de selecéo
objetivando o processo de reproducgéo, resultando na maior probabilidade em transmitir
0 seu material genético as geracdes seguintes. Em circunstancias especiais, a fungéo

aptidao pode ser a propria funcao objetivo (LINDEN, 2008a).

3.13.6. Fluxo basico

Geralmente existem apenas dois componentes principais utilizados no AG,
que dependem do problema a ser resolvido: a representacdo do problema através da
funcdo objetivo e a funcédo de aptiddo (WHITLEY, 1994). Os outros componentes que
completam este processo sao: populagédo e os operadores de selecdo, cruzamento
(crossover) e a mutacao (HAUPTY et al., 2004). AGs tem como base geral que cada
individuo de uma populacdo se apresenta como candidato a solu¢do de um problema,
onde o ambiente representativo do problema esta definido pela funcédo de otimizacao
(DIAS et al., 1998).

Os AGs sao compostos por uma populagéo de individuos e um conjunto de
operadores sobre a populacdo. De acordo com a inspiracdo de teorias evolucionérias,
segundo as quais os AGs foram desenvolvidos, os elementos mais bem adaptados ao
seu meio tém maior probabilidade de sobreviver e de se reproduzir, transmitindo o seu

material genético para as novas geragdes (SIERAKOWSKI, 2006).

Um AG é composto basicamente por quatro etapas (SIERAKOWSKI, 2006):
(1) Geracdo de uma populacéo inicial; (2) Avaliacdo de cada um dos elementos da

populacdo; (3) Selecdo dos melhores elementos da populacdo; (4) Manipulacao
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genética, atraves dos operadores de cruzamento e mutacdo, de forma a criar uma nova

populacao.

As etapas de 2, 3 e 4 devem ser repetidas até que se encontre uma situacao
que indique sucesso na busca com identificacdo de solugcdo satisfatoria, ou ocorra
condicao predefinida ao encerramento, como nimero maximo de geragfes, ou tempo
de processo, ou ainda ocorra situacdo que inviabilize o processo de busca. Nestes
casos, elege-se a solucdo entre os melhores individuos encontrados no processo.
Pode ser definida uma Unica condicdo das apresentadas ao encerramento do processo
de busca em um AGs ou ainda consorciar algumas destas condigbes ou ainda outra

condigéo estabelecida.

Abaixo um Pseudo-codigo de um AG simples é apresentado

Seja S(t) a populagdo de cromossomos na geragao t.
t—20
inicializar S(t)
avaliar S(t)
enguanto o critério de parada nao for satisfeito
faca
t—t+1
selecionar S(t) a partir de S(t-1)
aplicar cruzamento sobre S(t)
aplicar mutacao sobre S(t)
avaliar S(t)
fim-enquanto

3.13.7. Inicializagao
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Em geral, o procedimento para obtencdo da populacdo inicial € aleatério
buscando-se uma distribuicdo uniforme dentro do espaco de busca, e observando-se
as exigéncias e restricobes do problema proposto. Contudo, pode ocorrer algum
processo heuristico que garanta a existéncia de alguns bons candidatos a solucao do
problema previamente conhecido. E importante e desejavel que a populagéo inicial seja
representativa e cubra a maior area possivel do espaco de busca (TANOMARU, 1995;
SIERAKOWSKI, 2006). Estudos ja comprovaram que a populacao inicial ndo € um fator
critico ao sucesso do processo, desde que a mesma possua CromossSOmos
suficientemente distribuidos no espacgo de busca (SIERAKOWSKI, 2006).

3.13.8. Avaliagao

A avaliacdo da populacéo é feita baseada na aplicacéo das funcbes Objetivo
e Aptidao. Aplicada a funcédo aptiddo, o peso ou valor alcancado por cada individuo
representa a avaliacdo do mesmo no contexto do problema ou o seu grau de aptidao
(LINDEN, 2008a).

3.13.9. Selecéao

O operador de selecdo dos AGs simula o processo de selecdo natural
existente na natureza e proposta por Darwin (1859), onde as maiores chances ficam
com os individuos que possuam o0s maiores graus de aptiddo. Este processo define
quais elementos devem ser submetidos aos operadores de recombinacdo ou crossover
e de mutacdo, e consequentemente aqueles que devem ter suas caracteristicas
perpetuadas a proxima geracéo. A literatura sobre AGs apresentam diversos métodos

que podem ser aplicados ao processo de selecdo sendo os mais tradicionais 0s
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métodos da Roleta, Torneio, selecdo por amostragem deterministica, sele¢cdo de
amostragem aleatéria e selecdo de amostragem estocastica, sendo os métodos da
roleta e torneio 0os mais comumente usados ou apresentados na literatura cientifica
(SIERAKOWSKI, 2006).

3.13.10. Recombinacao

Nos AGs, o operador de recombinacdo, também denominado de crossover
ou cruzamento, simula o processo de reprodugcdo sexuada que ocorre na natureza e

possibilita a transmissé@o de material genético de individuos para as geracoes futuras.

Um parametro importante para o operador de recombinacdo refere-se ao
gue comumente é denominado de taxa de crossover. Este define a probabilidade para
que ocorra ou ndo a recombinacéo. Esta taxa pode ser predefinida (fixa) ou variar
durante o processamento do AG, e € comum a utilizacdo de taxas altas, pois o
processo de recombinacéo é desejavel dentro dos principios do AG, e comumente se

adotam probabilidade acima de 70% para este operador (LINDEN, 2008a).

Existem varias técnicas de crossover que podem ser adotadas e que
definem como deve ocorrer a recombinacdo genética, ou a transmissdo do material
genético dos pais as novas geracoes. Estas técnicas, dependendo da complexidade do
problema, podem ser pré-estabelecidas ou definidas durante a execucdo das rotinas

dos AGs. As técnicas mais comuns s&o o crossover de um ou dois pontos de corte.

Fundamentalmente, a finalidade deste processo é propiciar que, a partir de
individuos selecionados (pais), sejam gerados novos individuos (filhos), onde cada um
deles apresente material genético dos pais. O crossover exemplificado na Figura 1 é o

de ponto de corte Unico, descrito como o mais utilizado na literatura.
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Pais Filhos

Individuo 1 1011010010110011 [ 10110100105101010

Individuo2 0010010111101010 0010010110:110011

Ponto de Corte

Figura 1. Exemplo de crossover no Algoritmo Genético

No entanto, podem ser efetuados crossover com 2 pontos de corte ou mais.
Alguns autores apresentam como opgao o crossover uniforme, que utiliza uma mascara

e um algoritmo para definir os bits de um pai que sdo transmitidos ao filho.

Outro aspecto importante que deve ser tratado pelos AGs diz respeito a
substituicdo da populacdo antiga pela nova populacéo, podendo isto ocorrer de forma
total ou parcial, sendo estabelecidos previamente os critérios que definem como isto

deve ocorrer.

3.13.11. Mutacgao

O operador de mutacdo nos AGs tem por finalidade introduzir variacdes
aleatdrias no material genético da populacdo, de forma a aumentar a diversidade e
ampliar o campo de busca de solucbes e ainda evitar a convergéncia prematura.
Diversos métodos, em geral probabilisticos, podem ser utilizados para identificar

guando e qual gene sofrerd a mutacao (Figura 2).

= 0
D >@ g |

Figura 2. Exemplos de métodos de operacdes de Mutacdo no A  Igoritmo Genético (WEISE, 2009).
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Em geral utilizam-se taxas baixas de mutagdo (maximo de 5%), pois 0 uso
de taxas grandes de mutac¢des propiciara mudancas maiores nos Cromossomos o que
representard a criacdo de varios individuos em pontos distantes aos que se
consideravam proximos dos 6timos, ou seja, praticamente a busca se torna aleatéria e
ndo tira proveito das informagfes correntes ou passadas. A experiéncia e o préprio
processo poderdo ajudar a encontrar as melhores taxas e estratégia para implementar
0 operador de mutacao (LINDEN, 2008a).

3.13.12. Critério de parada

O ideal é que todo AG interrompa 0 processamento apenas quando alcance
a solucao 6tima. No entanto, em muitos casos nao se consegue alcancar uma solucao
Otima ou nem sempre existe uma forma de identificar se uma solu¢cdo a melhor dentre
todas, ou seja; nem sempre se pode ter certeza de ter alcancado um 6étimo global,
podendo ser aquele um 6timo local. Sendo assim devem ser estabelecidos critérios de
parada de tal forma que mesmo ndo sendo identificado pelo algoritmo o melhor
individuo, exista a possibilidade de identificar o melhor alcangcado até o momento da
interrupcdo (LINDEN, 2008a).

Como critérios de parada de um AG podem ser adotados um numero
maximo de geracdes, um tempo limite de processamento, identificacdo da estagnacao
da evolugéo populacional definido pela ndo melhoria significativa da populacao a partir
de uma determinada geracdo e durante véarias geracbes consecutivas, ou outros
critérios podem ser definidos conforme a necessidade do problema. Ainda existe a
possibilidade de utilizar mais de um destes critérios ou outros simultaneamente

interrompendo o processo quando o primeiro ocorra (LINDEN, 2008a; WEISE, 2009).
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Resumo

Candida lipolyticaUCP 0988 revelou habilidade para usar querosem® a@mica fonte de carbono e
produzir biossurfactantes em agua do mar suplemhemam fontes de nitrogénio e fésforo. Metodologia
de superficie de resposta, funcbes de desejatdlidadlgoritmos genéticos foram usados para modelar
otimizar meios para biodegradagédo de querosenedugfio de biossurfactantes [eaindida lipolytica
UCP 0988 em agua do mar. Modelos quadraticos pamabsa e a tensdo superficial foram
desenvolvidos e as condi¢cdes ambientais (pH e otnagées de sulfato de ambnio e fosfato monobasico
de potassio) foram otimizadas. A abordagem hibus@ndo metodologia de superficie de resposta
associada a func¢des de desejabilidade e algorigmoéticos provou ser uma alternativa eficiente em

relacéo a abordagem tradicional usando apenas ahegial de superficie de resposta.

Palavras Chaves Otimizacdo multirresposta, Otimizacdo multiobjpmt biossurfactante,

bioemulsificante, biorremediacéo, Planejamento GstgpCentral



Cassimiro Junior, R. Otimizag&o Usando Algoritmos Genéticos de Biodegradag&o de Querosene em Agua do Mar por Candida lipolytica UCP 0988 64

1. Introducéo

A convergéncia tecnoldgica entre ciéncia da congdistaneurociéncia, nanotecnologia e
biotecnologia tem contribuido para resolucdo ddlproas e otimizacdo de solu¢cdes nas mais diversas
areas do conhecimento, inclusive na area de bied&gdo de ambientes contaminados por petroleo e
derivados. Métodos computacionais bioinspiradosocc®®ades Neurais Artificiais (RNA) e Algoritmos
Genéticos (AG) tém sido usado com sucesso em ngwmiel@ otimizacdo de meios de cultivo para
biodegradacdo de hidrocarbonetos e para producadiveesos bioprodutos, visando aumento de
eficiéncia e reducao de custos. Especificament@yee de processos de producdo de biossurfactntes
de biodegradacéo de petroleo e derivados, a boescagucéo de tempo e custos tem estimulado oeuso d
otimizacdo baseada tanto em técnicas convencionaisno Metodologia de Superficie de Resposta ou
MSR (Albuquerquest al, 2006; Huang et al, 2008; Rufimb al, 2008; Wuet al, 2009; Lunaet al,
2011; Zahecket al, 2010a; Zaheet al, 2010b; Kiranet al, 2010; Mohajeriet al, 2010) - quanto em
abordagens hibridas bioinspiradas, associando AGGR e/ou AG e RNA (Desait al, 2006; Pakt al,
2009; Sivapathasekarahal, 2010; Bhattachayret al, 2009; Zafaet al, 2010).

A MSR é uma das técnicas mais aplicadas em otidizaqgirresposta (OUR) de bioprocessos,
inclusive, de processos de biodegradacédo de petederivados (Agary et al, 2012, Mohajetial,
2010). Entretanto, quando a MSR € associada a ogtde otimizacdo locais deterministicos, como
métodos de subida/descida de encosta pela trilna mgreme (métodos de maxima inclinagéo
ascendente/descendente), baseados em gradiente- (@Quer continuidade e diferenciabilidade da
funcao. Este tipo de associacdo é um fator linetdataplicacdo da MSR, haja vista que as superfieie
respostas de bioprocessos, em geral, sdo altam@&atkneares, multidimensionais, multimodais e néao
necessariamente suaves e continuas. A associadéi®&ldea técnicas evolutivas como AG, que usam
regras probabilisticas, tem mostrado ser uma apemlaadequada para superacdo deste problema e
também da selecéo de solugdes locais sub-6timgagejAG trabalham com uma populacéo diversificada

de solu¢Bes candidatas (individuos ou cromossoeos) conjunto de operacdes de exploracao (sele¢éo)
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e explotagdodrossovere mutagdo) que dispensam o célculo de deriyagasio capazes de tolerar
descontinuidades e avaliacdes de funcbes ruidGsdabderg, 1989; Gaitond al, 2008).

Problemas de otimizacdo multirresposta (OMR) samurs em bioprocessos e geralmente
envolvem fungdes objetivos conflitantes por natar@tzler, Thiele, 1999). O uso de MSR associda
métodos gradientes para resolver este tipo degim@hlmuitas vezes, apresenta resultados insatisfatd
(Treieret al, 2012). O uso de otimizacdo grafica através derpogicdo de superficies de resposta ou
graficos de contorno € adequado para no maximo esg®stas e em situacdes nas quais as regides
Gtimas estdo préximas e permitem interseccao e snifMyers e Montegomery, 2009). Portanto, varias
extensbes para MSR tém sido propostas visando gacam melhor compromisso entre mudltiplas
respostas. Uma das mais populares metodologiasaléomagem da funcdo de desejabilidade (FD)
(Derringer e Suich, 1980), que adota a estratégiaedlucdo da dimensionalidade para resolver o
problema de OMR, ou seja, converte o problema ddR@ivh problema de otimizacdo de uma Unica
resposta, através do uso de fungbes de transfoesiatdtematicas convenientes (Treieal, 2012).

Nas ultimas trés décadas, diversos algoritmos ewwiarios multiobjectivos (AEMO) foram propostos
para solucdo de problemas de otimizacdo multideectComo exemplos podem ser citados os
algoritmos VEGA (Vector Evaluated Genetic AlgorithmNSGA (Non-Dominate Sorting Genetic
Algorithm), MOGA (Multiple Objective Genetic Algatim), NPGA (Niched-Pareto Genetic Algorithm),
NSGAII (Niched-Pareto Genetic Algorithm 1), e MPGMulti-Population Genetic Algorithm), GPSIFF
(Generalized Pareto-based Scale-Independent Fitagsstion), MPIGA (Multi-Population Intelligent
Genetic Algorithm), entre outros. As mais imporéantiferencas entre estes AEMO sdo as estratégias
usadas para gerar as solu¢des 6timas de ParetoH&u 2008).

Como os métodos puramente heuristicos ndo sdo @s efigientes do ponto de vista
computacional, a demanda por abordagens hibridagiasdo métodos de busca local e heuristicas de
otimizacdo tem crescido. Entretanto, em laborag¢dde biotecnologia, o uso de AEMO é ainda
extremamente limitado em relacdo ao uso de FDrpaddver problemas de OMR e em relagcédo ao uso de

AG cléssico para resolver problemas de OUR. Estetéan estimulado o desenvolvimento de métodos
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hibridos que incorporem a eficiéncia computacia@lOMR baseada em FD com a simplicidade de
implementacao e a capacidade de escapar de solacaissub-6timas dos AG.

Neste trabalho, diferentes abordagens hibridas pratdemas de OUR e OMR em processo de
biodegradacéo de hidrocarbonetos séo introduzitaabordagens sdo baseadas na associagcdo de MSR,
AG e FD e buscam identificar condicBes operaciofpdise concentracdes de sulfato de amoénio e fosfato
monobasico de potassio) capazes de maximizar sectacdo de biomassa e/ou minimizar a tenséo
superficial em meios para biodegradacao de quezosgroducdo de biossurfactantes em agua do mar
por Candida lipolyticaUCP 0988. A analise comparativa dos resultadosdidesentes abordagens é
usada como ferramenta de apoio a tomada de desid@re a condigdo que melhor representa o
compromisso entre os objetivos definidos e comflédéa e as solucdes alternativas apresentadas para o

problema multiobjectivo proposto.

2. Materiais e Métodos

2.1. Microrganismo e Meio de Manutencéo

A leveduraC. lipolyticaUCP 0988 foi obtida da colec&o de culturas UCHJ&fsidade Catdlica
de Pernambuco), abrigada no Nucleo de Pesquisaiénti& Ambientais e Biotecnologia, Recife,
Pernambuco, Brasil e registrada na Base de Dad@edtvo Mundial de Dados para Micro-organismos
(World Data Center for Microorganism-WDCM) da Featgto Mundial para Colecédo de Culturéfofld
Federation for Culture Collectignsob o AWDCM 927. As coldnias de leveduras foram mantidas em
4°C, em tubos de ensaio com o meio YM¥eést Mold Aggrinclinado, contendo 3 g/L de extrato de
levedura, 3 g/L de extrato de malte, 10 g/L de iDegle, 5 g/L de triptona e 15 g/L de agar. O pH f
ajustado para 5,0 com HCI. Transferéncias usarmhicts assépticas foram realizadas mensalmente para

placas com agar para assegurar a viabilidade celula
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2.2. Querosene

Como fonte de carbono foi utilizado querosene ihante, comercializado em Posto Petrobras e
supermercados. O querosene iluminante caractezizeps possuir hidrocarbonetos parafinicos (70%),

arométicos (20%) e oleofinicos (5%)SPQ BR613, 2011).

2.3. Agua do Mar

A 4gua do mar usada nos meios de producédo foiagtsletm recipientes de polietilieno com
capacidade de 5L em praia proxima a Refinaria Alerdiima, no Porto de Suape, Pernambuco, em
marco de 2011, e apos filtrac@o para retirada liloséem suspenséo, apresentou salinidade igugha 4

gravidade especifica igual a 1035 kg,mpH igual a 7,19 e tens&o superficial igual a 4906m.

2.4. Ensaios de Biodegradacédo de Querosene e dripfio de Biossurfactante

Um planejamento composto central foi utilizado piangestigar os efeitos e interacbes do pH
inicial e das concentracdes das fontes de nitrog@nifato de amonio) e fésforo (fosfato monobéasieo
potassio) sobre a concentragdo de biomassa e sioteaperficial de cultivos com 96 h livres de leélu
de meios de degradacdo de querosene e producaetaulsificante/biossurfactante p@andida
lipolytica UCP 0988. Os intervalos e niveis das variaveiepaddentes ou fatores estudados estédo
apresentados na Tabela 1 e basearam-se em resutsicttins em trabalhos anteriores (Silva, 2012). Um
total de 17 experimentos foi realizado, incluindorepeticdes no ponto central para obtencdo de
estimativa da variabilidade em fung&o do erro drpantal. Os experimentos foram realizados em ordem
sorteada para evitar que erros atipicos fosseriorkdos a determinadas combinacfes. Os componentes
dos meios de producédo foram dissolvidos em fradeasrlenmeyer de 1000 mL, contendo &gua do mar
estéril, conforme as especificagfes do planejamfamboial composto central (Tabela 1). O pH de cada

meio também foi ajustado de acordo as especificad@d abela 1.
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A inoculagéo foi realizada, em camara de fluxo temina proporcdo de 5% do volume dos
meios de producéo, usando suspensao Helilas deCandida lipolyticapor mL de agua do mar estéril.
Querosene, com concentracao inicial de 30% (vbi)adlicionado aos frascos depois da inoculagdo da
levedura criando um ambiente com oxigénio limitadéo foram realizados ensaios de aclimatagéo da
levedura ao querosene. O volume util dos meiosradugdo apds a inoculacao foi igual a 750 mL. Os
ensaios de biodegradacdo de querosene e de prodecdwoemulsificantes/biossurfactantes foram

realizados durante 96 horas com a temperaturactadér em 28°C e a agitacdo em 200 rpm.

2.5. Determinacdo da Concentracdo da Biomassa

A determinacéo da concentragdo de biomassa foradal por gravimetria, através de filtragédo
do meio de cultivo em membrana Millipore de O,28, secagem a 70° C até peso seco e pesagem em
balanca analitica. O primeiro filtrado foi separgdoa determinacdo da tenséo superficial. A biomass
foi lavada com uma mistura formada por 5 ml de adestilada e 10 mL de metanol/cloroférmio na
propor¢cdo 10:1 para extrair o 6leo residual. Qafilo foi descartado e a biomassa foi lavada com a

mistura até eliminar o querosene residual (Zhowzakic,1995).

2.6. Determinacédo da Tensédo Superficial

A tenséo superficial da &gua do mar e dos cullivoss de células foram determinadas pelo
método do anel d®u Noy (ASTM D971, 1999) utilizando tensiébmetro digitalGBIA 70 (KSV
Instruments Ltd., Helsinki, Finland) na temperatamabiente (25°C). A medida da tensdo superficial
(mN/m) foi realizada através do registro da forgquerida para empurrar o anel de platina no liquido

metabdlico livre de células, através da interfadéqaido (Singh e Cameotra, 2004).
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2.7. Otimizagao Unirresposta - Abordagem MSR-GD

MSR é uma técnica de modelagem empirica utilizeala @valiar as relacdes entre um
conjunto de fatores experimentais controlaveis eessltados observados. Envolve trés passos Basico
(i) realizac&o de planejamentos experimentaisisstats; (i) estimacédo de coeficientes para umetwmd
matematico utilizando como variaveis os fatoregstigados; (iii) previséo de respostas e verificaiz
adequacdo do modelo matematico (Box e Behnken,; Bléfttacharyaet al, 2009). Isto geralmente
implica no ajuste de um polinbmio quadratico acdodadisponiveis por andlise de regressédo (Nagata e
Chu, 2003). Este polindmio de segunda ordem é emsado para achar solugdes Otimas, em geral,
através de métodos baseados em GD, como o métodabilita/descida da encosta pela trilha mais
ingreme.

Nos processos de biodegradacdo de querosene efoode biossurfactantes investigados

no presente trabalho, modelos de segunda ordencpacantracdo de biomassg { e tensdo superficial
(y,), foram desenvolvidos usando MSR associada a jplaeato composto central, tendo como

variaveis independentes o pH iniciak,() e as concentracGes de sulfato de amomip) (e fosfato

monobasico de potassi&{). A forma geral dos modelos quadraticos desendot/é dada pela seguinte

equacao:

3 3 3
Ve TatD.8% + D D> a XX (k=12) (1)
i=1

i=1 j=1

onde, Y é variavel resposta previsté@, é o intercepto,d; e d; séo os coeficientes da regressao do

modelo de MSRX; e X; séo as variaveis independentes.
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2.8. Otimizagao Unirresposta — Abordagem MSR-AG

AG sdo técnicas de pesquisa estocastica que initarmcesso de selecado natural (Holland,
1975; Goldberg, 1989). Eles tém a habilidade irterate representar, de forma simples, estruturas
altamente complicadas e de usar transformacfedesirppra melhorar tais estruturas, visando alcancar
uma solucdo 6tima. Algoritmos genéticos convenégnarmalmente possuem cinco componentes: uma
representacdo cromossémica das solucdes; uma fdecawvaliacdo imitando o papel do ambiente; um
classificador de solu¢cdes em funcdo de suas aptidfeais; operadores genéticos que alteram a
composicao dos descendentes durante a reprodugdlores dos parametros algoritmicos (tamanho da
populacdo, probabilidades de aplicacdo de operadmréticos etc.). AG convencionais normalmente
usam codificagdo binaria e sdo processados emoqge#dpas: inicializagdo, selecdo, cruzamento e
mutacao (Summanwat al, 2002). Uma caracteristica atrativa dos AG entéelaa MSR € ndo requerer
continuidade ou diferenciabilidade da funcéo obge(iNagata e Chu, 2003) para prever as condi¢fes

o6timas.

2.9. Otimizacdo multirresposta — Abordagens MSReRBSR-FD-AG

A qualidade de um processo de biodegradacdo noengné descrita por diversas variaveis
respostas e muitas vezes o que é 6timo para umpestagpode ndo ser para outra. O uso de fungdes de
desejabilidade permite a combinacdo de todas awmrniafdes contidas em variaveis respostas
selecionadas em uma unica medidlala qualidade do processo. Dependendo sobre se antieular
respostayi € para ser minimizada, maximizada ou associada @alonalvo, as diferentes FD usadas séo
aguelas propostas por Deringer e Suich (1980).

Para melhoramento simultdneo dos processos de goamtdedo de querosene (maxima
concentracao de biomassa) e de producéo de biassunte (minima tensao superficial) em agua do mar
por C.lipolytica UCP 0988 foi usada a otimizag&o multirrespostafypagéo de desejabilidade (Derringer,

Suich, 1980). Seguindo a abordagem geral, as wsidespostas concentracdo de biomagdae(a
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tensdo superficialyf) foram convertidas respectivamente, em funcdesdedejabilidade especifical, e
d,, variando no intervalo [0,1], onde se a respgis(erl,2) esta em seu objetivo ou alvo, entiigl, e se
a resposta estd fora de uma regido aceitdiek0. Entdo, as variaveis dependentes pij €
concentracdes de sulfato de amonig) € fosfato monobasico de potassig) foram selecionadas para
maximizar a desejabilidade gloldaJ definida como a média geométrica das desejabdidiadividuais e
cujo valor também varia no intervalo [0,1].

Um valor de D diferente de zero indica que todaseapostas estdo simultaneamente em um
intervalo desejavel. Quanto mais proximo de 1 fowator de D, mais globalmente Gtima serd a
combinacgdo dos diferentes critérios e mais proxiestardo os valores respostas dos valores alvos.

A abordagem MSR-FD pode ser resumida nos seguidtesos: (i) realizacao de planejamento
composto central e ajuste de modelos de segunéangrdra a concentracdo de biomassa e para a tenséo
superficial, (i) definicdo das funcdes de desdi@ddnile parciais para a concentracdo de biomasasaeap
tensdo superficial e (iii) maximizacdo da desejddile global em relacdo ao pH e as concentragfes de
sulfato de amonio e fosfato monobésico de potadsidmportante ressaltar que nas funces de
desejabilidade parciais 0s pesos sdo consideraitésios.

Em geral, AEMOS sé&o projetados para achar uma hetibdida aproximacéo da fronteira de
Pareto, mas normalmente apenas uma pequena segtacfrdateira € de interesse pratico (Mehnen e
Trautmann, 2006). Na abordagem MSR-FD-AG propossentrabalho, planejamento composto central
€ empregado para obter medidas do critério dedpdsida produgéo de biomassa e da tenséo superficia
A MSR é usada para construir as relacdes entratoe$ ou varidveis independentes do processo e 0s
critérios de qualidade das variaveis resposta. Osikdples é usado para achar o objetivo otimizado
simples, a FD € usada para avaliar a solucdo Pétigto e a abordagem integrada MSR-FD-AG € usada
para gerar solugBes Pareto 6timo de interessegoproblema de OMR investigado.

A abordagem MSR-FD-AG proposta neste trabalho mmieconsiderada como uma extensdo
evolutiva da abordagem MSR-FD. A diferenca € quetapa de maximizacdo da desejabilidade global
da abordagem MSR-FD, para cada resposta avaliaddu@@o de biomassa e tensdo superficial), os

niveis do pH e das concentracbes de sulfato de iand®nfosfato monobasico de potassio séo
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especificados (pelo usuério) como sendo iguaisvatmses 6timos identificados pela abordagem MSR-
AG. Desta forma, o conhecimerdriori obtido na abordagem MSR-AG sobre os dos niveidaloges

de cada resposta € incorporado na abordagem MSRyFifue contribui para um tratamento mais
eficiente de problemas multiobjectivos multimodeipara a obtengdo de um conjunto de Pareto mais
completo e diversificado. Os niveis dos fatoremiathdos baseados sobre indices de desejabilidade sa
otimos de Pareto. O indice de desejabilidade pedergendido como um método para selecdo de uma
solucdo Pareto-6timo do conjunto Pareto-6timo. 8@do com Mehnen e Trautmann (2006) fungBes de
desejabilidade podem ser usadas para suportar usta evolucionaria mais eficiente em problemas

multiobjectivo com complexidade desbalanceada gitivbs simples.

2.10. Ambientes Técnico-Cientificos de Desenvohtoriategrado

As andlises de regresséo, de variancia e de bésigde realizadas a partir de dados experimeni&is
planejamento composto central foram desenvolvidasndo o software Statistidaversao 8.0 (Statsoft.
Inc, Tulsa/OK, USA). Os algoritmos genéticos fordesenvolvidos e executados usando o software

Matlabz) R2010a vers&o 7.10.0.499 (The Math WYrKUSA).

3. Resultados e discussao

3.1. Otimizacdo Unirresposta — Abordagem MSR-GD

3.1.1. Modelos para concentracdo de biomassa étesisperficial

Os dados experimentais de concentracdo de bionmedsasdo superficial obtidos no
planejamento central composto para biodegradacagudeosene e producdo de biossurfactantes por
Candida lipolytica UCP 0988 estdo apresentados na Tabela 2. As egua:de 3 apresentam,

respectivamente, modelos de segunda ordem parartoagio de biomassg () e tenséo superficial (
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y,) obtidos a partir dos referidos dados. As vargvieidependentesc,, x, e X3 representam

respectivamente o pH e as concentracdes de sdé#amonio e fosfato monobésico de potéssio.

y, =17,394762,35068%0,18975x1,20905x% 0,78754% 3,41976¢+0,06762x
-0,02932% +0,14224% +0,11857x, @)
y, =46,3469D,82867x-0,04707%¢1,15913x+0,21305x¢+0,67189+0,03749Kx

+0,50144% -0,13937%-0,25774% )

A precisdo do ajuste de um modelo é expressa pelficiente de determinacdd.Ruanto mais préximo

de 1 for o valor de R melhor é a correlagio entre os valores observagwosvistos. O coeficiente de
determinacéo (£0,8862) do modelo para concentracéo de biomas#zaiom bom grau de correlacéo
entre os valores observados e os valores predipsximadamente 89% da variabilidade da
concentracdo da biomassa podem ser explicadasnuelelo quadratico. Apesar da perda de biomassa
devido a lavagem para extracdo do querosene résidaa comportamento altamente ndo linear da
mesma na regido estudada, o modelo para concemttadgéiomassa apresentou um bom ajuste aos dados
experimentais, ou seja, a falta de ajuste do modeto dados experimentais ndo foi estatisticamente
significativa (p=0,2899>0,05). Por outro lado, odalm para tensédo superficial apresentou um alto
coeficiente de correlacdo %0,9569), indicando nao justificar menos que 5%at#bilidade da tens&o
superficial pelo modelo, que também n&o apreseritita de ajuste aos dados experimentais
estatisticamente significativos (p=0,4398>0,05). Pabela 2 apresenta os resultados obtidos
experimentalmente e os valores previstos pelas(Bps. (3) para a concentracdo de biomassa e @otens

superficial.
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3.1.2. Andlise e identificacdo de condicdo otimeagaroducéo de biomassa

Superficies de resposta tridimensionais construidasndo a Eq. (2) sdo apresentadas na
Fig.1, correspondendo aos efeitos combinados dasentracbes de sulfato de aménio e fosfato
monobasico de potéassio (Fig.1(a)); do pH inicidiaeconcentragédo de sulfato de aménio (Fig.1(bp e d
pH inicial e da concentracdo fosfato monobéasicopdessio (Fig. 1(c)) sobre a concentracdo de
biomassa. Como se pode observar, a concentragésfdeo monobdsico de potéssio, o pH e a interacao
do pH com o fosfato monobésico de potéssio, nedenmoséo os fatores que mais favorecem o aumento
da concentracdo de biomassa. Na Fig. 1(a) poddsenar o efeito altamente significativo do pH
alcalino sobre a concentragdo de biomassa. Indepgndla concentracdo de sulfato de aménio, o
aumento do pH, favorece o aumento da concentragdmodhassa. A Fig.1(b) ratifica a importancia de
pH extremamente alcalinos ou 4cidos para o aungatmncentracdo de biomassa e consequentemente
para o aumento da biodegradacéo de querosene entddgnar poCandida lipolyticaUCP 0988: tanto
associacOes de pH alcalinos e altas concentragdeitrdgénio quanto associacfes de pH acidos adbaix
concentracdes de nitrogénio favorecem o aumentoccateentragdo de biomassa. Nas condi¢Bes
estudadas, praticamente independente da concantiac8ulfato de aménio, concentracbes de fosfato
monobasico de potassio mais elevadas ou reduziddsizem um efeito positivo sobre o aumento da
concentracdo de biomassa (Fig.1(c)). A localizagéaoponto critico (ponto de sela) foi obtida pela
diferenciacéo da Eq. (2) com relagéo ao pH e aserdracdes de sulfato de amdnio e fosfato monabasic
de potassio e resolvendo o conjunto de equacdébralgs resultantes. A maxima concentracdo de
biomassa prevista pelo modelo foi 9,46 g/L, pardlpH80 e concentracdes de sulfato de ambnio etdosfa
monobasico de potéssio, respectivamente iguai®adll e 12,60 g/L, e foi a principio considerada
como solucao substituta ao ponto maximo local mmmtrado. A maxima concentracdo de biomassa
obtida experimentalmente usando o meio otimizadoreferidas condi¢des foi 10,200,23 g/L. Como

0 ponto critico da superficie de resposta foi umt@ale sela, uma das solugfes alternativas, discati
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seguir, para obtencéo das condigBes operacionaiagjtfoi a busca de ponto méaximo global nos limite

da regido explorada usando AG.

3.1.3. Andlise e identificac@o de condig¢éo otimeagaoducado de biossurfactante.

Superficies de resposta tridimensionais construidasdo a Eq. (4) sdo apresentadas na
Fig. 2, correspondendo aos efeitos combinados daseotracdes de sulfato de aménio e fosfato
monobasico de potéassio (Fig.2(a)); do pH inicidiaeconcentragédo de sulfato de aménio (Fig.2(bp e d
pH inicial e da concentracdo fosfato monobéasicatdssio (Fig.2(c)) sobre a tensdo superficial. Nas
condic¢des estudadas, o aumento do pH e as interdodeH com o fosfato monobésico de potassio e do
sulfato de ambnio com o fosfato monobasico de pmAsesta ordem, favorecem a reducdo da tenséo
superficial. Na Fig. 2(a) pode ser observado qaeimento da concentragdo de fosfato monobasico de
potdssio e a redugdo da concentragdo de sulfatandmio contribuem para a reducdo da tenséo
superficial dos meios para degradacdo de querosepeoducdo de biossurfactantes poandida
lipolytica UCP 0988 em agua do mar. A importancia da alo&rdéncia da levedur@andida lipolytica
UCP 0988 para a producédo de biossurfactante ficke®te nesta figura. A forte influéncia do pH allval
e extremamente alcalino sobre a reducdo da tengifisial pode ser observada nas Fig. 2(b) para
baixas concentracbes de sulfato de aménio e na ZX@). para concentracbes elevadas de fosfato
monobdsico de potassio. A localizacdo do pontodijponto de sela) foi obtida pela diferenciacdo da
Eqg. (3) com relagcdo ao pH e as concentracdes tcsde amonio e fosfato monobésico de potéssio e
resolvendo o conjunto de equacdes algébricas aesedt A minima tensdo superficial prevista pelo
modelo foi 45,47 mN/m para pH 2,91 e concentragiiesulfato de aménio e fosfato monobésico de
potassio, respectivamente iguais a 2,64 g/L e A3 A minima tensdo superficial obtida
experimentalmente usando o meio otimizado foi 4#8)79 mN/m. Os resultados obtidos neste caso
mostram algumas das limitacdes da modelagem usd8& Como pode ser observado, o valor previsto
para o pH é um valor externo a superficie experiateinvestigada no presente trabalho. Modelos

baseados em MSR tendem a néo realizar uma bogp@sitdo dos dados. Isto indica que a solucdo
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obtida usando MSR pode n&o convergir para solup@es satisfatorias ou a solugdo 6tima, o que catifi

0 problema de baixa capacidade de modelagem dewidesso de polinbmios de segunda ordem. Para
construir melhores modelos de superficies de réspogra a tensdo superficial sugere-se 0 uso de
polinbmios de ordem superiores ou modelos baseadagdes neurais artificiais, que ndo foi abordado
neste trabalho devido as definicdes do escopoathaltro e as restricbes de tempo. Uma das solucbes
alternativas, discutida a seguir, para obtencaadadi¢cdes operacionais 6timas, foi a busca usago

de ponto minimo global na regido explorada.

3.2. Otimizagao Unirresposta - Abordagem MSR-AG

AG exploram todas as regides do espaco de solug@glo uma populacdo de individuos

ou cromossomos. No presente trabalho, cada cromosso individuo representa uma solugéo ou vetor

tridimensional 0(=[X1,X2,X3]) formado pelas variaveis independentes -pH e ctragbes de sulfato

de amodnio e fosfato monobasico de potassio - dakelo® quadraticos baseados em MSR. Os modelos
de segunda ordem obtidos usando MSR foram usaduos &ungdes objetivos, visando maximizar a

concentragdo de biomassg,) e minimizar tensdo superficialy(). As buscas pelas condicdes

operacionais étimas (pH e concentracfes de sulatomoénio e fosfato de potassio) para maximizagéo d
concentracdo de biomassa e para minimizacdo daotesuperficial foram restritas aos intervalos das
variaveis especificados na Tabela 1. A Tabela 8samta os valores dos parametros especificos dos AG
(comprimento do cromossomo, tamanho da populagébapilidade de cruzamento, probabilidade de
mutacdo e numero de geracfes) usados para maxiancarcentracdo de biomassa e para minimizar a
tensdo superficial. Cada variavel independente eme doi representado por um nimero binario de 20
bits, tamanho suficiente para obter a precisdojatdsesem comprometer 0s recursos computacionais
disponiveis e considerando um tempo de processamsatisfatério. Consequentemente, cada
cromossomo foi representado por 60 bits. Testespmpulacdes iniciais de diferentes tamanhos foram

realizados, considerando tanto a diversidade pojomal quanto a convergéncia e o tempo de
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processamento do AG. O tamanho 200 foi seleciocadw ideal para o problema investigado. Entéo,
uma populacao inicial de 200 individuos foi geralistoriamente a partir da fungéo objetivo, de nwdo
cobrir uniformemente todo o espaco de busca. Qadigiduo foi avaliado usando a funcdo objetivo
como funcdo de aptiddo. Apds a avaliacdo da aptii@oindividuos da populagdo e selegéo inicial
aleatdria dos pais, as populac6es intermediariasnfgeradas por torneio estocastico, de tamantad,
reposicao; operacdes genéticas de cruzamento enpaioios e mutacdo foram aplicadas aos individuos
selecionados de acordo com sua aptidao para praguai nova geracéo de individuos. Este processo foi

repetido até o critério de parada (500 geracOemouergéncia para solucédo) ser obtido.

3.2.1. Otimizacdo da concentracdo de biomassa

Para avaliacdo do grau de aptiddo de um cromossamdividuo da populagéo, o

Cromossomo ou vetor tridimensionéﬁlz[xl,xz,xg] foi aplicado a funcdo objetivo (Eq.2) com sinal

negativo por tratar-se de um problema de maximza&ca saida da funcao foi avaliada. Portanto, o gra

de aptidao foi avaliado usando a seguinte equacéao:

apt — red :
foP ==y =12, N ) (4

ks ~ : d ~
Onde fiapt denota o grau de aptiddo dasima solucéo candldata)!s'pre refere-se a concentracdo de

biomassa predita pela fungéo objetivo (Eg.2) quaridésima solucdo é usada como entrada.

As trés melhores condi¢cBes operacionais (pH e obrag@®es de sulfato de aménio e fosfato
monobdasico de potassio) para maximizacdo da caacéot de biomassa obtidas apds diversas
exploracdes do espacgo das solugbes, usando désrpapulagdes iniciais selecionadas aleatoriamente,
estdo apresentadas na Tabela 4. A evolucdo da mmlhoentracdo de biomassa sobre 500 geracdes do
AG e as magnitudes do pH e das concentragdes f¢osdé amonio e fosfato de potassio para a melhor

concentracdo de biomassa, estdo representadasg!i®a €omo pode ser observado na Fig.3(a), a
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concentragdo de biomassa aumenta continuamente &@ geracdo na qual atinge o valor de
aproximadamente 23,51 g/L e entdo permanece prait@ constante, ou seja, com mudanca média no
valor de aptiddo inferior a f0

As trés solugbes supracitadas foram validadas emeetalmente e apresentaram valores de
concentracdes de biomassa proximos aos previstosA@ conforme pode ser verificado na Tabela 4.
Os resultados experimentais mostraram altos vajmaes concentracdo de biomassa. A média das trés
concentracdes de biomassa obtidas experimentalrasatelo as trés melhores condi¢des previstas pelo
AG foi igual a 22,45 + 0,97 g/L. A aplicacdo dsted de student(t =1,877187) para amostras pareadas
mostrou que n&o existe diferenga significativa (B60293) entre o resultado experimental da valiolaca
o resultado previsto pelo AG para a concentracdomaéde biomassa na regido estudada.

Por outro lado, houve um aumento de 120,10% na ectrag;do de biomassa obtida
experimentalmente usando as condicdes identificpgés AG em relacdo ao valor experimental da
concentracdo de biomassa obtido nas condi¢des Stprevistas por MSR. Os resultados obtidos
ressaltam a diferenga entre métodos de otimizagib baseado em gradiente como MSR (estimagéao por
derivacao) e métodos de otimizac&o global comod\@,sdo especialmente atrativos para problemas que
usualmente exibem muitos 6timos locais. Compat#nildo-se os parametros ao esforco computacional, a

otimizacdo baseada em AG mostrou ser uma alteangitivel para otimizacdo baseada em MSR.

3.2.2. Otimizagao da tenséo superficial

Para avaliacdo do grau de aptiddo de um cromossmamindividuo da populacdo, o

cromossomo ou vetor tridimension¥l= [)(1,)(2,)(3] foi aplicado a fungéo objetivo (Eq.3) e a saida da

funcao foi avaliada. Ou seja, o grau de aptiddavaliado usando a seguinte equagao:

P =yPed =12 N, (5)
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Cx g ~ : d R .
Onde fiapt denota o grau de aptiddo désima solugéo candldata)téIore refere-se a concentragéao de

biomassa predita pela fungédo objetivo quandeésima solugdo € usada como entradblpg‘ €o

tamanho da populacéo.

As trés melhores condi¢cBes operacionais (pH e obrag®es de sulfato de aménio e fosfato
monobdsico de potassio) para minimizacdo da tenigderficial - obtidas apés diversas exploracdes do
espago das solugdes, usando diferentes populagiesisi selecionadas aleatoriamente, estdo
apresentadas na Tabela 5. A evolucdo da melhoddesigperficial sobre 500 geracdes do AG e as
magnitudes do pH e das concentracdes de sulfammdaio e fosfato monobasico de potassio para a
melhor tenséo superficial, estado representadasgn@.FComo pode ser observado na Fig. 4(a), d@tens
superficial diminui continuamente até®2geracdo na qual atinge o valor de aproximadamgsy@3
mN/m e entdo permanece praticamente constantegjau ®m mudanga média no valor de aptidéo
inferior a 1¢F.

As trés solucdes foram validadas experimentalmemigresentaram valores de tensao superficial
minima proximos aos previstos pelo AG, conformeepser verificado na Tabela 5. A média destes trés
valores de tensdo superficial minima obtidos erpamtalmente usando as trés condi¢des previstas pelo
AG foi igual a 34,31 + 0,73 mN/m. A aplicacdo destet destudent (t = -0,894960) mostra que n&o
existe diferenca significativa (p= 0,465250) enteste resultado experimental e o resultado gicevi
pelo AG para a tensao superficial minima. A commpao do valor médio experimental da tensao
superficial obtidos nas condigfes 6timas previgtasAG com o valor médio da tenséo superficialdibti
nas condi¢cdes oOtimas previstas por MSR mostra ggecandi¢ces identificadas pelo AG houve uma
reducdo de aproximadamente 28,22% na tensdo suglerista habilidade dos métodos computacionais
evolucionarios, como AG, em localizar maximos eim@s globais em grandes espacos de busca, torna
0s mesmos uma ferramenta extremamente poderosaatieappara otimizacdo/melhoramento de
parametros e variaveis chaves em processos bitdgrus.

A diferenca entre os resultados obtidos mostraajabordagem MSR-AG apresentou melhor

desempenho na localizagdo do ponto 6timo globalagabordagem MSR-GD convencional; tanto no
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problema de maximizagédo da concentracdo de bionmpss#o no problema de minimizagdo da tenséo
superficial no processo de biodegradacdo de quazogen casos de funcbes nao lineares multimodais

com varios minimos locais, AG exploram mais efitgemente as superficies de respostas.

3.3. Otimizacdo multirresposta — Abordagens MSReRBSR-AG-FD

Os resultados da OUR e da OMR usando as aborddg&isFD e MSR-AG-FD para
maximizacao da producdo de biomassa e minimizagden$ao superficial, encontram-se sintetizados na
Tabela 6. Experimentos foram realizados, em tapdis, nas condi¢des obtidas pela OUR e pela OMR.
Em todos os casos, o desvio padrdo médio e deadi@@ percentual foram calculados para validar os
experimentos os resultados mostram que os valgpesimentais apresentaram boa concordéancia com os
valores previstos.

Em processos de biodegradacdo de hidrocarbonetps] e as concentracdes de sulfato de
amoénio e fosfato monobéasico de potassio encontearerstre os fatores que exercem efeitos
estatisticamente significativos sobre a producadvidemassa e a tensdo superficial. Os critérios de
qualidade considerados neste trabalho para biodisgfia de querosene em agua do mar foram maxima
producdo de biomassa e minima tensdo superfioiima producdo de biossurfactantes). Estes dois
critérios de qualidade das saidas resultam em oblgma de otimizacdo multiobjectivo com objetivos
conflitantes.

Sendo os objetivos conflitantes, o problema podesamtar solugcdes mdltiplas, cada uma
correspondendo a um compromisso Otimo entre edtgstives. Como ndo se tinha priori
conhecimento sobre a solu¢cdo mais adequada (coraighiental que resultasse em maxima producao e
minima tensdo superficial) a busca foi direcionpdea encontrar este tipo de solugdo, em quantidade
suficiente para uma tomada de decisdo rapida azefRortanto, foi necessario localizar um conjut@o
solucBes de Pareto (ndo dominadas) para a tomadiectioca posteriorisobre as condi¢des 6timas no

processo de biodegradacéo.
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Neste trabalho, as respostas obtidas para prodiedmomassa e tensdo superficial com os
correspondentes indices de desejabilidades glbhdbfam usados para avaliar a eficacia da otimzaca
multirresposta. Os perfis para os valores previstoesejabilidade encontram-se ilustrados nas &sgur
5(a), 5(b), 6(a), 6(b) para fatores definidos, eetipamente: nos valores médios identificados pels
(MSR-FD), nos valores 6timos identificados pelas FD (MSBY)Fnos valores 6timos identificados pelo
AG para a biomassa (MSR-FD-AGe (d) nos valores 6timos identificados por AGapar tensdo
superficial (MSR-FD-AG).

As comparacdes dos D das abordagens MSRMBR-FI¥ , MSR-FD-AG e MSR-FD-AG
mostram que: (i) as abordagens MSR-EDMSR-FD-AG atingiram o D méaximo; (ii) a abordagem
MSR-FD-AG® permitiu uma sintonia fina da solucédo apresentgmila abordagem MSR-BDcom
relacdo a concentracdo de sulfato de aménio (& abordagens MSR-F@@ MSR-FD-AG
apresentaram valores do D 44% maior que o dalagem MSR-FD-A& e 50% maior que MSR-FD-
AG?.

A grande diferenca entre as respostas obtidis mbordagens MSR-FD-A@ MSR-FD
sugere a existéncia de uma condicdo sub-6tima tmcpbnto central do planejamento e ratifica aéefic
da abordagem MSR-FD-A®ara identificar condi¢do global 6tima ou préxideadtima. Por outro lado,
a pequena mais significativa diferenca entre gsostas obtidas pelas abordagens MSR-FD-ABGISR-
FD" indica que solucdo identificada pela abordaget8R-FD-AG" domina a solucdo identificada
pela abordagem MSR-FD-A@igura 7) e consequentemente a abordagem MSR-GDpAde ser
considerada como uma ferramenta alternativa efieie confiavel para otimizacdo multirresposta do
processo de biodegradacdo de querosené gipolytica UCP0988 em agua do mar e de outros
bioprocessos, que envolvam funcdes objetivodlitaories e multimodais.

As comparagOes dos valores experimentais da proddedbiomassa e da tensdo superficial
mostram que nas condicdes identificadas pela apend&SR-FD-AG houve: um aumento de 143,48%
na producdo de biomassa e uma reducdo de aproximaata 16,63% na tensdo superficial em relagdo
aos valores obtidos pela abordagem MSR:f) um aumento de 109,35% na producéo denbssa

e um aumento de aproximadamente 4,21% na tens&ofisighb em relacdo aos valores obtidos pela
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abordagem MSR-FD (ii) um aumento de 0,9% na producdo de bEsamae uma reducdo de
aproximadamente 1,85% na tenséo superficial emaelaos valores obtidos pela abordagem MSR-FD
De um modo geral, as abordagens MSR-EIMSR-FD-AG® mostraram ser adequadas para o
problema de OMR de fun¢bes multimodais, envolveadobusca do melhor compromisso entre
maximizacdo de concentracdo de biomassa e mangdiiz de tensdo superficial. Entretanto, a
abordagem MSR-FD-AGmostrou ser mais precisa que a MSR;FBa localizagdo de méaximos e
minimos globais proximos a pontos de sela no espiecdusca da funcdo objetivo, para funcbes
altamente néo lineares, descontinuas e multimodaisoduzida neste trabalho como uma extensdo da
abordagem MSR-FD, a abordagem MSR-FD-AG permitenpliar e diversificar, de forma simples,
rapida e eficiente, o conjunto de pardmetros qtisfazem os requisitos de qualidade de cada respost
investigada. A analise de viabilidade deste conjuarnpliado e diversificado de solugbes 6timas de
Pareto, realizada posteriorji baseando-se no D e em diferentes pontos de pist&cos (técnico-
cientifico, socio- econémico e ambiental), pernpitevenir a tomada de decisdo prematura por uma das
solugBes, evitando desperdicio de tempo e reculsobtencao de solu¢cdes multiplas e diversaserequ
a anadlise de viabilidade das mesmas, mas nagaolariescolha de uma Unica melhor solucéo,

especialmente quando os resultados s&o conflitantes

4. Discussao

Os trabalhos pioneiros realizados por Atlas eéHaa(1973) e Atlas (1995), mostrando que as
concentracdes de nitrogénio e fosforo em agua dosémafatores limitantes para crescimento de micro-
organismos degradadores de hidrocarbonetos, ténratificados ao longo dos anos (Leahy e Colwell,
1990; Kirkpatricket al, 2006; Adesodun e Mbagwu, 2008; Nikolopoulos eojatakis, 2008; Zaheet
al., 2010c). Entretanto, pesquisas sobre desenvaitinuke meios de cultivo e otimizacdo de condigbes
ambientais para degradacdo microbiana de queradste sdo escassas na literatura (Stedlaf, 2008;
Goudaet al, 2007; Wongseet al, 2004; Nocentiniet al, 1997, 1998). Embora, a identificacdo de

condicBes Gtimas de pH e de fontes de nitrogéniéstoro para degradacdo de hidrocarbonetos e
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producdo de bioemulsificantes e/ou biossurfactaatesagua do mar natural ou artificial ou diluida
também venha sendo investigada héa anos (AtR&, Pnjardeet al, 1997; Vance-Harropt al, 2003,
Albuguerqueet al, 2006, Souzat al, 2012), este € o primeiro trabalho a propoplicacdo de
abordagens hibridas associando MSR, FD e AG malver problema de OMR com objetivos
conflitantes em processo de biodegradacdo desgree em agua do mar gitipolytica UCP0988.

Neste trabalho, as abordagens MSR-FD e MSR-FD-Af@nfoaplicadas com sucesso na
identificacdo de condi¢cdes ambientais - represdntanmelhor compromisso entre a maximizacdo da
producdo de biomassa e minimizacdo da tensdo migleriNas referidas condicdes identificadas pelas
abordagens MSR-FD-AG MSR-FIF, MSR-FD-AG’ (Tabela 6), os valores das relagdes N/P e das
tensdes superficiais obtidas foram respectivamignigs a 0,018 e 33,93 mN/m; 0,096 e 35,58 mN/ e
0,11 e 35,87 mN/m, reforcando observacoes de trabalnteriores (Kitamotet al, 1992; Albrechtet
al., 1996; Amarakt al, 2010; Fontegt al, 2010) que sugerem que a sintese de biossurtactanntece
em condicdes de limitagdo de nitrogénio. Por oladw, Gouda e colaboradores (2007) estudaram os
efeitos de diferentes relagdes N/P sobre a degiad#g querosene, por trés diferentes micro-orgasism
(Pseudomonasp. AP,Pseudomonasp. CK eGordoniasp.DM), usando uréia como fonte de nitrogénio
e superfosfato como fonte de fosforo e ndo obsanvafeitos significativos, decorrentes das variacoe
das relacBes N/P sobre a biodegradacédo de quer@féndv). O uso de diferentes fontes de nitrogénio
também foi analisado e mostrou que o sulfato denamftieve efeito inibitério sobre os trés micro-
organismos investigados. Outros estudos relatano aquteogénio exerce um efeito mais significativeeq
fésforo na biodegradacao de hidrocarbonetos délpet(Huang et al, 2008).

A analise das condi¢cdes que apresentaram o melhmpromisso entre producdo de
biomassa e reducédo de tensdo superficial obtidagéat das diferentes abordagens da OMR (Figura 7,
Tabela 6), permite observar que o aumento do pbréaeu o aumento da producdo de biomassa e que
em pH extremamente alcalino, a reducéo da fonrétdménio favoreceu a reducéo da tensao supérficia
Estes resultados estdo de acordo com a andliseoddg;6es otimizadas pela OUR, segundo a qual o
aumento do pH, a interagdo do pH com o fosfatoalésgio e a interacdo do sulfato de amdnio com o

fosfato monobasico de potassio favoreceram a reddadtensdo superficial, enquanto o aumento da
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concentracao de fosfato de potassio, 0 aumentaddd® g interacdo do pH com o fosfato monobasico de
potassio favoreceram o aumento da producao de bgamna
De acordo com a literatura, biossurfactantes poglendsificar hidrocarbonetos, diminuir as

tensGes superficiais e interfaciais, aumentar aubfimlade dos hidrocarbonetos em &gua e
consequentemente as taxas de biodegradacao epbinilitidade dos hidrocarbonetos poluentes (Banat,
1995ab; Banatt al, 2000; Miller, 1996; Thiem, 1994; Guha e Jaffe9@9Huaet al, 2003). Zinjarde e
Pant (2002) estudaram a producéo de emulsificaate$ .lipolyticaNCIM 3589 na presenca de alcanos
ou petréleo bruto e observaram, na faseiestia, producdo extracelular de emulsificanses
condi¢des de excesso de carbono e limitacdo degéiiio. Outros requisitos para producdo extraaelula
de bioemulsificante foram pH inicial 8 e concenfiagle cloreto de sodio de 2 a 3%. Lovaglio et al
(2011) relatam terem encontrado a mais alta atlddale emulsificagdo de ramnolipideos de
P.aureginosa.B com querosene, em pH variando de 5 a 9, indicajue o biossurfactante produzido
por P.aureginosal Bl pode ser usado sob condi¢cbes de pH extrem@mressos de biorremediacéo
ambiental.

Neste trabalho, o pH extremamente alcalino nadurtzrescimento d€.lipolytica UCP 0988 e
a biodegradacdo de querosene em agua do mar, sumpéeta com sulfato de amoénio e fosfato
monobdsico de potassio, possivelmente porque suliglies altamente estressantes, a levedura deve ter
produzido biossurfactantes e enzimas capazes deagueeaumentar a biodisponibilidade das cadeias de
hidrocarbonetos do querosene, Unica fonte de carbocrobiana. Através de sua atividade metabdlica,
C. lipolytica UCP 0988 deve ter produzido, metabolitos aciddeaeslulares que reduziram o pH do
meio externo. Portanto, pode-se supor que o phinimtda célula deve ter permanecido perto do neutro,
mesmo com o pH do meio externo extremamente atcalistes resultados reforcam trabalho pioneiro
desenvolvido por Zvyagilskaya e Persson (2004patedo com o qual as leveduras sdo dotadas de um
sistema de aquisicdo de fosfato inorganico (Ppeddente de ion de sddio (Na+), com alta capacidade
alta afinidade e finamente controlado. No refetiddalho, os autores mostram as vantagens de uma

variedade de levedurdarrowia lipolytica osmo-halo-alcali tolerante, como um modelo deaoigmo
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promissor para estudo de Pi sobre grandes flutgagde valores de pH do meio de crescimento e
especialmente em valores de pH alcalinos.

Nas diferentes condi¢cbes identificadas pelas @Upela OMR (Tabela 6), a levedura
Candida lipolyticaUCP 0988 foi capaz de metabolizar querosenm®aupir biossurfactantes em agua
do mar extremamente alcalina suplementada com daisnitrogénio e fésforo, apresentando
caracteristicas de osmo-alcali tolerdncia queergmg seu uso na biorremediagdo de ambientes
marinhos e lacustres contaminados com petroleoivades e na producdo de bioprodutos de altarval

agregado (biossurfactantes, bioemulsificantes enes.

5. Conclusoes

A leveduraCandida lipolyticaUCP 0988 é capaz de utilizar querosene e protizssurfactantes
em agua do mar em condi¢des extremas de alcalengizahdo adequadamente suplementada com fontes
de nitrogénio e fosforo. As abordagens hibridasddas na associacdo de MSR, FD e AG séo
alternativas vidveis a abordagem convencional, doss@&m MSR e GD - para identificar condicdes
operacionais (pH e concentracdes de sulfato de iaménfosfato monobasico de potassio) que
representem o melhor compromisso entre biodegraddedquerosene (maximizacdo de biomassa) e
producdo de biossurfactante (minimizagéo de tessperficial) em agua do mar p8andida lipolytica
UCP 0988. Abordagens similares, baseadas em MSRe RB, podem ser usadas para modelagem e

otimizacao de outros processos biotecnoldgicoskeaieemediacdo ambiental.
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Tabela 1. Niveis e valores dos fatores do planejante composto central
Nivel
Fator
-1,68 -1 0 +1 1,68
pH 4,03 6,00 8,90 11,80 13,77
(NH,),SOx (g/L) 0,32 1,00 2,00 3,00 3,68
KH,PO, (g/L) 1,24 6,00 13,00 20,00 24,76
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Tabela 2. Matriz codificada das varidveis independees do planejamento central composto e
valores observados experimentalmente e previstos IpMISR para a concentracdo de biomassa e a

tensao superficial (TS)

Ensaio pH Sulfato Fosfato Biomassa Biomassa TS TS

Observada Prevista Observada Prevista

(g/L) (9/L) (mN/m) (mN/m)
1 -1 -1 -1 13,40 12,66 42,90 43,95
2 +1 -1 -1 9,40 11,49 41,77 42,06
3 -1 +1 -1 6,89 9,85 47,00 46,26
4 +1 +1 -1 7,84 8,33 49,20 50,19
5 -1 -1 +1 3,30 3,01 52,63 51,69
6 +1 -1 +1 16,14 13,38 37,70 38,48
7 -1 +1 +1 5,40 3,52 47,03 46,78
8 +1 +1 +1 12,61 13,55 40,40 39,39
9 -1,68 0 0 0,25 0,32 46,87 47,42
10 +1,68 0 0 8,12 7,76 40,23 39,63
11 0 -1,68 0 6,32 7,43 42,33 41,65
12 0 +1,68 0 6,61 521 43,73 44,36
13 0 0 -1,68 22,52 19,76 49,80 48,87
14 0 0 +1,68 13,56 16,03 45,43 46,30
15 0 0 0 7,68 8,54 41,53 42,40
16 0 0 0 10,57 8,54 43,57 42,40

17 0 0 0 7,33 8,54 42,10 42,40
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Tabela 3. Parametros especificos usados nas otiagdes baseadas em AG

Maximizagao da Mininizagdo da Tensao
Parametro Especifico Concentracéo de Superficial
Biomassa
|Chl(comprimento do cromossomo) 60 60
Npm(tamanho da populacao) 200 200
P, (probabilidade de cruzamento) 0,80 0,80
P u(probabilidade de mutagéo) 005 0.05
500 500

ma: - ~
Ng *(ntmero de geracdes)
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Tabela 4. Concentragdes de biomassa previstas e idatlas experimentalmente em condi¢cdes

operacionais étimas determinadas usando abordagenildnida MSR- AG

Solucéo Numero pH (NH4).SOy KH,PGO, BIO prevista BIO
Otimizada de (g/L) (g/L) por AG-MSR Experimental

por AG Geragdes (g/L) (9/L)
1 262 13,7697 2,3654 24,7600 23,50529 21,98682
2 158 13,7698 2,3660 24,7600 23,50526 21,80000
3 82 13,7695 2,3821 24,7599 23,50492 23,56864
* Média 13,7697 2,3712 24,7600 23,50516 22,45182
* DP 0,00015 0,00947 5,7735E-05 0,000206 0,971695
* CVv 0,00111  0,39952 0,0002 0,000874 4,327911

BIO— Concentragdo de Biomassa DP-Desvio Padrédo CV —Coeficiente de Variagdo
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Tabela 5. Condi¢cdes de meios para degradacdo de gpsene e produgdo de biossurfactantes por

Candida lipolytica UCP 0988 otimizadas para minima tensédo superficidlTS) usando abordagem

hibrida RMS- AG.

Solucédo NUmero pH (NH,)>,SO, KH,PO, TS Prevista TS
Otimizada de (g/L) (o/L) por AG-MSR Experimental
por AG Geracgbes (MN/m) (MN/m)
1 354 13,7700 0,3201 17,7834 33,93116 33,80
2 44 13,7698 0,3200 17,7157 33,93134 33,98
3 317 13,7698 0,3201 17,7375 33,93143 35,15
* Média 13,7699 0,3201 17,7455 33,93131 34,31
* DP 0,00012 5,8E-05 0,0346 0,00014 0,73301
* cv 0,00084 0,01804 0,1947 0,00041 2,13643
TS —Tens&o Superficial DP-Des\wd o CV —CoeficienteVdaiacao
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Tabela 6.Condi¢Bes de meios para biodegradacéo de queresemelucdo de biossurfactante em agua

do mar poiC.lipolytica UCP 0988 usando diferentes técnicas de otimizagéo

CondigBes Otimizadas Validagéo Desvio
Técnica
Tipo pH (NH4).SO, KH.PO, Variavel Valor Valor D Padréo Relativo
Otim.
Otim. (/L) (g/L) Otimizada Prev. Exp Médio (%)
MSR-GD 10,80 1,52 12,60 BIO 9,46 10,20 - 0,37 7,25
MSR-AG 13,77 2,38 24,76 (g9/L) 23,51 22,45 - 0,53 4,72
OUR MSR-GD 2,91 2,64 5,53 45,47 47,80 - 1,17 4,87
TS (mN/m)
MSR-AG 13,77 0,32 17,78 33,93 34,31 - 0,19 1,11
8,54 9,2 0,33 7,17
MSR-FD* 8,90 2,00 13,00 0,5
42,4 445 1,05 4,72
BIO 23,34 22,2 0,57 5,14
MSR-FD’ 13,77 2,84 24,76 1
OMR (9/L) 35,87 37,8 0,97 5,11
MSR-FD- € 23,54 22,4 0,57 5,09
13,77 2,38 24,76 1
AG® TS 35,58 37,1 0,76 4,10
MSR- FD (mN/m) 10,3 10,7 0,20 3,74
13,77 0,32 17,78 0,66
AG* 33,93 35,6 0,84 4,69

OUR- Otimizagdo Unirresposta OMR — Otimizagdo Mrésposta MSR- Metodologia de Superficie de Reap@&D- Método Gradiente AG — Algoritmo Genético
FD — Funcéo de desejabilidade a - fatores definitbs valores 6timos previstos por FD b — fatdedmidos nos valores médios c - fatores defigida condi¢éo étima para BIO prevista por

AG d - fatores definidos na condigdo 6tima pargfevista por AG BIO — Biomassa TS — TensampeSicial D- Desejabilidade
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1. Superficies de resposta da concentragdbiamassa do modelo ajustado aos dados do
planejamento composto central: (a) interagdo daerdracao de sulfato de aménio e fosfato monobasico
de potassio, (b) interacdo da concentracdo deteultaamoénio e do pH e (c) interagdo da concerdraca
de fosfato monobésico de potassio e pH.

Figura 2. Graficos de superficies de resposta dséte superficial do modelo ajustado aos dados do
planejamento composto central: (a) interacdo daartracdo de sulfato de aménio e fosfato monobasico
de potassio, (b) interacdo da concentracdo detswlaaménio e do pH e (c) interacdo da concerdraca
de fosfato monobésico de potassio e pH.

Figura 3. (a) Melhores valores de biomassa (aptiddocada geracdo e(b) melhor condicdo operacional
(solucao) na geracéao atual

Figura 4. (a) Melhores valores de tenséo supdrfielstiddo) em cada geracdo e (b) melhor condicao
operacional (solucdo) na geracéo atual

Figura 5. Perfis para valor previsto da biomassdesejabilidade: (a) fatores definidos no potitoa)

(b) fatores definidos no ponto central (valores iovsd

Figura 6. Perfis para valor previsto da tensgmedicial e desejabilidade: (a) fatores definichus
valores 6timos identificados por AG para a biomagsh valores definidos nos valores 6timos
identificados por AG para a tenséo superficial

Figura 7 — Compromisso entre producéo de biomagealecdo de tensdo superficial obtido usando a

abordagem MSR-FD-AG
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