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RESUMO  

 

Estudos têm comprovado a capacidade de vários microrganismos degradarem petróleo e 

derivados.  Existe um consenso de que este é o principal mecanismo para regeneração do 

meio ambiente. O processo de biodegradação natural é reconhecido como lento e 

dependente de condições como pH, temperatura, oxigênio e fontes de carbono, nitrogênio e 

fósforo. Neste estudo, a biodegradação de querosene e a produção de biossurfactante por 

Candida lipolytica UCP 0988 foi investigada. Metodologia de superfície de resposta foi 

utilizada para obter modelos quadráticos para concentração de biomassa e tensão 

superficial, usando dados de planejamento composto central tendo o pH e as concentrações 

de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio como variáveis independentes e a 

concentração de biomassa e a tensão superficial como variáveis respostas. Otimização uni 

e multirresposta baseadas em diferentes abordagens híbridas usando metodologia de 

superfície de resposta, funções de desejabilidade e algoritmos genéticos foram 

implementadas para maximizar a concentração de biomassa e/ou minimizar a tensão 

superficial dos líquidos metabólicos livres de células de levedura.   Os resultados obtidos 

foram validados experimentalmente e mostram que - respeitadas as especificidades e 

limitações de cada método - as diferentes abordagens podem ser usadas com sucesso para 

otimizar condições operacionais de meios de biodegradação e produção de biossurfactantes 

em água do mar, conduzindo a processos de biorremediação mais rápidos e custo-efetivos. 

 

Palavras-Chave: querosene, água do mar, Candida lipolytica, biodegradação, otimização, 

algoritmos genéticos. 
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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 

quadratic 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 I 

 

1. INTRODUÇÃO 

A aplicação e combinação sinérgica entre Nanotecnologia, Biotecnologia, 

Tecnologia da Informação e Comunicação e Ciências Cognitivas originou o que é 

denominado no meio cientifico por Convergência Tecnológica, e conhecido, 

principalmente no ambiente americano, pelo acrônimo NBIC, propiciando novas 

dimensões na compreensão e entendimento das ciências e tecnologias existentes, e 

produzindo cada vez mais, novos conhecimentos, materiais, aplicações e tecnologias 

(SÁENZ; SOUZA-PAULA, 2008). 

Nas indústrias petrolíferas e biotecnológicas, esta convergência já é uma 

realidade e tem contribuído - através de técnicas computacionais inspiradas na 

natureza - para otimização de diversos processos, inclusive de biorremediação de 

áreas contaminadas por petróleo e derivados. 

O petróleo e seus derivados têm sido utilizados como principal fonte de 

propulsão ao desenvolvimento da sociedade contemporânea, sendo um elemento 

chave para as atividades humanas como fonte de energia e como matéria prima para 

produção de diversos compostos (RAIGER LUSTMAN; LOPES, 2009). 

Embora extremamente útil à sociedade, estudos indicam ser o petróleo 

elemento altamente poluidor e nocivo ao meio ambiente, sendo o seu manuseio e 

beneficiamento considerados como atividades de risco ao meio ambiente, visto que, 

desde o processo de extração até a sua utilização final, existe a possibilidade de 

contaminação residual ou acidental do ambiente (RAIGER LUSTMAN; LOPES, 2009). 

Os recursos hídricos encontram-se, portanto, em constante exposição a riscos de 

contaminação por petróleo e derivados, o que é preocupante, visto ser a água um bem 

fundamental e necessário à vida (LEME; MARIN-MORALES, 2007). 

A enorme complexidade das composições de petróleo encontrados, aliada à 

falta de valores de referência sobre sua toxicidade torna abordagens de limpeza e de 

estratégias de biorremediação de áreas contaminados uma tarefa onerosa (BACOSA et 



Cassimiro Júnior, R. Otimização Usando Algoritmos Genéticos de Biodegradação de Querosene em Água do Mar por Candida lipolytica UCP  0988 

 
 

 

17

al., 2010). Dependendo dos objetivos e dos recursos financeiros e tecnológicos 

disponíveis, os processos físicos e químicos de limpeza utilizados para 

descontaminação do óleo em áreas poluídas possuem uma aplicação limitada ou 

restrita (PERFUMO et al., 2010a; THAVASI et al., 2011). 

Com aplicações importantes para as atividades humanas (combustível para 

aviação, iluminação e aquecimento, solvente etc.), pela similaridade de sua estrutura 

química com a do petróleo, o querosene possui características poluentes acentuadas, 

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

O rigor das novas regulamentações e a maior conscientização ambiental 

vem gerando estudos em busca de procedimentos para sanar ou minimizar o problema 

da contaminação por petróleo e derivados. Entretanto, a crescente demanda por 

petróleo e seus derivados direciona a maioria das soluções de recuperação de 

ambientes contaminados por derrames ao uso de métodos físicos, como lanças, 

escumadeiras e adsorventes, objetivando recuperar e devolver à cadeia produtiva parte 

do produto derramado, finalizando com a aplicação de métodos químicos e biológicos 

que possibilitem a degradação dos contaminantes persistentes no meio. (PERFUMO et 

al., 2010b). 

O uso de biossurfactantes, devido à maior biodegrabilidade, baixa toxicidade 

e compatibilidade ambiental, são preferíveis aos surfactantes sintéticos. No entanto, 

ainda existe muito a estudar sobre biossurfactantes produzidos por microrganismos 

marinhos ou ativos em água do mar (MANEERAT, 2005). 

Processos de biodegradação e biorremediação dependem de vários fatores 

como: tipo, composição e concentração do poluente; temperatura; pressão; 

características físicas do ambiente ou meio; tamanho da população de microrganismos 

presentes; disponibilidade de oxigênio e nutrientes etc. Em muitos casos, a adição de 

insumos se faz necessário para criar as condições que possibilitam o aumento da 

população de microrganismo capaz de produzir a biodegradação (SONG et al., 1990; 

AELION; BRADLEY, 1991; RAZA et al., 2007ab; SHABIR et al., 2008). 

Devido aos vários fatores envolvidos nos processos de biodegradação, são 

importantes as investigações em busca das condições que propiciem melhores 

resultados no processo. Técnicas estatísticas univariadas ("um-fator-em-um-tempo") 
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aplicadas em otimização, requerem muito trabalho e muito tempo, não garantindo 

necessariamente a determinação das condições ideais, e não conseguem detectar 

interações sinérgicas entre dois ou mais fatores (McCARTY et al., 1998).  

Técnicas de otimização multivariada são aplicadas a situações, nas quais se 

desejem maximizar ou minimizar uma função numérica de uma ou mais variáveis, num 

contexto em que podem existir restrições. Técnicas clássicas de otimização, baseadas 

em equações diferenciais e cálculo variacional, são confiáveis e possuem aplicações 

nos mais diferentes campos de engenharia e de outras ciências. Porém, estas técnicas 

podem apresentar algumas dificuldades numéricas e problemas de robustez 

relacionados com fatores como a falta de continuidade das funções a serem otimizadas 

ou de suas restrições; funções não convexas; multimodalidade; existência de ruídos 

nas funções etc. O avanço tecnológico e dos recursos computacionais propiciaram o 

ressurgimento de otimização utilizando métodos heurísticos com busca randômica 

controlada por critérios probabilísticos, que necessitam de um número elevado de 

avaliações da sua função objetivo (SCHWEFEL; TAYLOR, 1994; SARAMAGO, 2013; 

PRADO; SARAMAGO, 2005). 

A maioria dos problemas de otimização do mundo real envolve múltiplos 

objetivos, e a não obrigatoriedade de uma única mellhor solução (mínimo ou máximo 

global) em relação a todos os objetivos. Pesquisas anteriores de otimização 

multiobjetivo com algoritmos evolucionários têm demonstrado serem capazes de 

encontrar tais soluções múltiplas e diversas que permitem ao usuário escolher entre 

muitos indivíduos (soluções). Mas a obtenção de uma solução particular que atenda às 

necessidades do usuário dentre estes indivíduos em um problema multiobjetivo é uma 

questão complexa, especialmente quando os objetivos são conflitantes (WANG; TAI, 

2010). Muitos métodos de otimização global têm sido propostos, como Algoritmos 

Genéticos (AGs) (HOLLAND, 1975; MICHEL, 1996) e de Inteligência Coletiva (IC) 

(DORIGO et al., 1996) que diferem de outros métodos de busca tradicionais na medida 

em que utilizam  uma população de possíveis soluções  e regras probabilísticas, ao 

invés de uma solução e regras de transição determinísticas (BATACHARIA et al., 

2009). Atividades ligadas à indústria de petróleo geram problemas matemáticos 

complexos, multimodais e com espaço de busca de soluções praticamente infinito, para 
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os quais os AGs apresentam-se como ferramenta alternativa para encontrar soluções 

eficientes (LINDEN, 2008b). 

O início das atividades produtivas da Refinaria de Petróleo Abreu e Lima, no 

Complexo Industrial Portuário de Suape, entre os municípios 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 só 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 autossuficiência de produtos derivados do petróleo dentro do 

mercado nacional; a redução da importação de óleo diesel e petróleo leve. 

Regionalmente, existem interesses sociais e econômicos com a geração de empregos 

e desenvolvimento da região (GURGEL et al., 2009).  

Embora sejam muitos os benefícios, empreendimentos deste vulto, relacionados 

à indústria de petróleo em suas atividades de refino e transporte, inevitavelmente 

concorrem ao aumento de riscos ao meio ambiente e à população da região, através 

da exposição à poluição crônica 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 condições da vida e as 

diversas atividades econômicas na região. 

Para evitar ou reduzir riscos de contaminações ao meio ambiente, importa que a 

refinaria trabalhe sob condições de segurança adequadas, bem como o estado e a 

comunidade técnico-científica encontrem-se preparados e comprometidos a responder 

a uma eventual necessidade de implementar processos de remediação. Diante destas 

necessidades, universidades, institutos e empresas da região se mobilizam na 

realização de pesquisas que possibilitem direcionar ações de combates aos 

contaminantes de forma segura e eficaz sem maiores comprometimentos ao meio 

ambiente. 

Neste contexto, este trabalho apresenta diferentes abordagens híbridas     

capazes de identificar condições ambientais (pH e nutrientes) para otimização 

individual ou simultânea dos processos de biodegradação de querosene e de produção 

de biossurfactantes em água do mar por Candida lipolytica UCP 0988. 
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2. OBJETIVOS 
 
 
 
2.1. Objetivo Geral 
 

Otimizar o processo de biodegradação de querosene e/ou o de produção de 

biossurfactante em água do mar por Candida lipolytica UCP 0988 usando abordagens 

híbridas uni e multirresposta baseadas em metodologia de superfície de resposta 

(MSR), métodos gradientes (GD) funções de desejabilidade e algoritmos genéticos 

(AG).     

 

2.2. Objetivos Específicos 
 

• Analisar os processos de biodegradação de querosene e de produção de 

biossurfactante por Candida lipolytica UCP 0988, em água do mar suplementada 

com fontes de nitrogênio e fósforo. 

• Desenvolver modelos de segunda ordem para concentração de biomassa e para 

a tensão superficial, a partir de dados de planejamento composto central tendo 

como variáveis independentes o pH e as concentrações de sulfato de amônio e 

fosfato de potássio. 

• Identificar condições ambientais (pH e concentrações de sulfato de amônio e 

fosfato monobásico de potássio) ótimas ou que representem o melhor 

compromisso entre maximização da concentração de biomassa e a minimização 

da tensão superficial usando abordagens híbridas baseadas em MSR, GD, FD e 

AG.    

• Validar experimentalmente as condições previstas pelas diversas abordagens. 

• Comparar os resultados obtidos pelas diversas abordagens. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 
 

3.1. Petróleo e derivados 

O petróleo é uma mistura complexa formada por 200 a 300 compostos, 

inflamável, em geral menos densa que a água, com odor característico e cor variando, 

conforme as condições e histórico geológico do depósito fonte, entre o negro e o 

castanho escuro. Dependendo das condições de sua formação, sua composição é 

variável, incluindo compostos onde se destacam hidrocarbonetos (50 a 98%), 

nitrogênio (0 a 0,5%), enxofre (0 a 6%), oxigênio (0 a 3,5%) e alguns metais em 

concentrações traços (especialmente níquel e vanádio). Os hidrocarbonetos são 

formados por átomos de carbono e hidrogênio, sendo classificados segundo sua 

composição em alifáticos (alcanos ou parafinas, alcenos ou olefinas, alcadienos e 

alcadinos); cíclicos (cicloalcanos ou naftenos, cicloalcenos e cicloalcinos) e aromáticos; 

cada qual com suas especificidades relacionadas às características físicas, químicas e 

seus níveis de toxicidade, biodegradabilidade, entre outras, de importância ao ambiente 

e saúde dos seres humanos. O petróleo é formado principalmente por hidrocarbonetos 

parafínicos (15 a 60%), naftênicos (30 a 75%) e aromáticos (6 a 30%) 

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

O petróleo é um elemento chave para as atividades humanas, utilizado como 

fontes de energia ou matéria prima para produção de diversos compostos (RAIGER 

LUSTMAN; LOPES, 2009). Independente de sua composição, o petróleo apresenta 

diversos efeitos deletérios aos organismos, causando, mesmo em concentrações muito 

baixas, problemas relacionados à toxicidade, como a redução ou inibição da 

capacidade reprodutiva, até efeitos genotóxicos e mutagênicos. (LEME; MARIM-

MORALES, 2007). 

O petróleo por si só tem pouquíssimas aplicações práticas, servindo quase 

que exclusivamente como óleo combustível. Para que ele tenha seu potencial 

energético plenamente aproveitado, bem como sua utilização como fonte de matérias 

primas, é importante que seja realizado seu fracionamento em cortes, com padrões 

pré-estabelecidos para determinados objetivos, que são denominadas de frações 

(ABADIE, 2003). O objetivo da destilação é o desmembramento nas frações básicas do 
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refino, a saber: gás combustível, gás liquefeito, nafta, querosene, gasóleo atmosférico, 

gasóleo de vácuo e resíduo de vácuo. Seus rendimentos são variáveis, em função do 

óleo processado (MOREIRA, 2008). 

 

 

3.2. Querosene 

 

3.2.1. Destilação, Composição e Aplicações 

 

 

O querosene é uma mistura de hidrocarbonetos, resultante da destilação 

fracionada do petróleo, em temperaturas de ebulição entre 150 e 300ºC. A composição 

química depende de sua fonte, mas ele usualmente consiste de aproximadamente dez 

diferentes hidrocarbonetos, cada um contendo de 10 a 16 átomos de carbono por 

molécula; os constituintes incluem n-dodecanos, alquil-benzenos e naftalenos e seus 

derivados (SPEIGHT, 2011). 

Encontrado em algumas variações de sua composição química ou 

características físicas, o querosene caracteriza-se por possuir diversas aplicações. 

Inicialmente destinado à iluminação residencial, foi o derivado de petróleo mais 

importante até 1911, quando ocorreu a popularização dos automóveis com motores a 

gasolina. Somente em 1939, com o desenvolvimento dos aviões de propulsão a jato, o 

querosene voltou a ser amplamente utilizado, desta feita como combustível. No 

entanto, pode ser empregado ainda como solvente, produto de limpeza, óleo de 

aquecimento e óleo em spray para combater insetos em plantas cítricas, entre outros 

Durante a Segunda Guerra, devido à maior disponibilidade do querosene em relação à 

gasolina, o querosene foi escolhido como o combustível para os aviões com motores a 

jato. Consequentemente, após a guerra, os aviões militares e comerciais, passaram a 

usá-lo como combustível (IRWIN et al., 1997, FRANCISCO, 2011). 
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3.2.2. Caracterização do querosene iluminante 

 

 A Ficha de Informação de Segurança de Produto Químico (FISPQ) - (BR 

DISTRIBUIDORA, 2010), apresenta as seguintes informações gerais sobre o 

querosene iluminante: 

a. Denominação / sigla: Querosene Iluminante/ QI,  

b. Código do Produto: 01.000.102 (Petrobrás Distribuidora S.A); 

c. Composição Química: Mínimo de 70% em Hidrocarbonetos parafínicos, máximo de 

20% em Hidrocarbonetos aromáticos, máximo de 5% em Hidrocarbonetos 

oleofínicos e máximo de 0,10 (% vol.) de Benzeno [CAS 71-43-2]. 

d. Riscos: Liquido combustível, inflamável 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 exposição humana: 14 ppm ou 100 mg/m3 para 10 horas de exposição. 

 

As principais propriedades físico-químicas do QI, fornecidas pela FISQP da 

BR são apresentadas na Tabela 1. Segundo a FISPQ da BR, em relação à capacidade 

de combustão, o QI é estável em condições ambientais normais, mas possui 

características comuns aos derivados de Petróleo apresentando-se como elemento 

poluidor do meio ambiente (BR DISTRIBUIDORA, 2010).  

Atividades de transporte, armazenamento ou manuseio do querosene estão 

sujeitos a Resolução 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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Tabela1.  Propriedades Físico-Químicas do Querosene Iluminante 

 

Aspecto Estado Físico Líquido límpido (isento de água e material em 
suspensão). 

Cor Claro 

Odor Característico e desagradável 

pH Não disponível 

Temperaturas especificas Ponto de Fusão Não disponível 

Ponto de Ebulição Não disponível 

Faixa de destilação 150 – 300 ºC a 101,325 kPa (760mmHg) 

Ponto de Fulgor 

(TCC) 

40 ºC (vaso fechado) 

Taxa de Evaporação Não disponível 

Inflamabilidade Não disponível 

Temperatura de auto-ignição 238 ºC 

Limites de explosividade no ar Superior (LSE) 0,5% 

Inferior (LIE) 0,7% 

Pressão de vapor 1,4 Pa (10,5 mmHg a 38 ºC 

Densidade de vapor (ar = 1) 4,5 

Densidade < 1 

Solubilidade Na água Levemente solúvel (<5) 

Em solventes 

orgânicos 

Solúvel 

Limite de odor 1ppm 

Viscosidade 2,7 cSt a 20 ºC, método: MB 293 

Coeficiente de partição Não disponível 

Fonte: Ficha de Informação de Segurança de Produto Químico (FISPQ) para o Querosene 
Iluminante (BR DISTRIBUIDORA, 2010) 
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3.3. Água do Mar 

 

Á água é um dos recursos mais valiosos e importantes à sobrevivência do 

ser humano e muitos outros seres, devendo estar presente na natureza em condições 

adequadas a vida (DREW, 1998). 

Muito embora a superfície de nosso planeta seja constituída em grande 

parte por água, constata-se que apenas uma pequena porção apresenta-se 

naturalmente adequada ao consumo humano, haja vista que 97,5% da água do planeta 

estão concentradas nos oceanos com altas proporções de sais e 1,8% nas geleiras. A 

água doce é fundamental à vida nos ecossistemas terrestres, essencial à agricultura, 

responsável pelo povoamento de vastas regiões e importante no desenvolvimento 

industrial (BONACELLA; MAGOSSI, 1990). 

A água do mar, em relação a sua composição química, torna os mares e 

oceanos um sistema único se comparado com outros sistemas aquosos naturais, 

sendo a alta concentração de solutos e a baixa flutuação geográfica da concentração 

dos mares e oceanos os fatores que o diferencia dos demais sistemas. Embora os 

mares e oceanos estejam sujeitos aos movimentos oriundos dos ciclos hidrológicos 

que promovem precipitações e dissoluções de diferentes solutos em diferentes tempos, 

a água do mar apresenta características de concentração consideravelmente 

constantes tanto em sua profundidade quanto em sua extensão (LIBES, 1992; SOUZA, 

2009). 

A água do mar é constituída por quase todos os elementos, do hidrogênio ao 

urânio, e é composta por 96,7% de água e 3,3% de saís dissolvidos (Tabela 2), sendo 

que 7 elementos (Cl 54%, Na 31%, SO4 8%, Mg 4%, Ca 1%, P 1%, Outros 1%), 

respondem por cerca de 93,5% destes sais dissolvidos, todos em sua forma iônica. A 

superfície do mar apresenta a água com densidade entre 1020 e 1029 Kg m-3, 

dependendo da temperatura e da salinidade. Em oceano profundo, sob alta pressão, a 

densidade pode chegar a 1050 Kg m-3 ou mais.  O pH da água do mar se mantém 

geralmente entre 7,5 e 8,4 (MATSUURA, 2001; SOUZA, 2009). 
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3.4. Poluição do Ambiente Marinho por Petróleo e De rivados 

 

A quantidade de petróleo e derivados lançada anualmente nos mares e 

oceanos é de difícil estimativa, tendo em vista a omissão de informações reais dos 

poluidores ou pela incapacidade dos sistemas fiscalizadores governamentais (ALEIXO 

et al., 2007).  

São diversas as fontes de poluição do ambiente marinho. Destacam-se entre 

elas, as seguintes: acidentes com vazamento de grandes quantidades de petróleo de 

navios e plataformas marítimas, vazamentos espontâneos de gás e óleo do fundo do 

mar, água de lastro de navio e descargas urbanas residenciais e industriais, sendo que 

estas últimas representam um percentual aproximado de 37% de todo petróleo lançado 

ao mar (ALEIXO et al., 2007; CARDOSO, 2007).  

Estima-se que as contaminações crônicas, relacionadas a derramamentos 

em proporções pequenas – que ocorrem de forma constante ou intermitente e sem a 

mesma repercussão nos meios de comunicação que os grandes acidentes - sejam a 

principal forma de contaminação do ambiente marinho, especialmente em áreas 

urbanas, devido à forma sutil como se estabelecem (ZIOLLI, 2002; SILVA, 2004). A 

Resolução CONAMA nº. 20 de 1986, que classifica os diferentes corpos de água e 

estabelece limites de lançamentos, institui um teor máximo de óleo e graxa de 20 ppm 

em águas a serem lançadas no ambiente (SILVA, 2004). 

Os acidentes de grandes proporções com petróleo e derivados em ambiente 

marinho despertam grande atenção do público, em geral, devido às imagens 

divulgadas apresentarem alto grau de dramaticidade (CARAPETO, 2010; CARDOSO, 

2007; SILVA, 2004). 

Contaminações agudas decorrentes de grandes derramamentos originados 

por acidentes destacam-se por causar sérios danos ao meio ambiente e ao sistema 

costeiro. Exemplos deste tipo de contaminação são os acidentes com os petroleiros 

Amoco-Cadiz (Costa da França, 16 de março de 1978), Exxon Váldez (Alasca, 24 de 

março de 1989) e Torrey Canyon (Costa da Inglaterra, 1967) (ZIOLLI, 2002; SILVA, 

2004). Acrescente-se a estes e outros não 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, já considerado o maior desastre ambiental por vazamento de Petróleo até 

então registrado; e em solo brasileiro o acidente ocorrido em novembro de 2011 com a 

plataforma de petróleo administrada pela Chevron na Bacia de Campos, no litoral norte 

do Estado do Rio de Janeiro. 

Com características químicas similares ao petróleo 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 próprio 

querosene em atividades no mar ou nas regiões costeiras, dentre as quais se 

destacam: despejos das refinarias costeiras; acidentes envolvendo navios petroleiros e 

outros tipos de navios, operação dos petroleiros nos terminais; águas de lavagem de 

tanques dos petroleiros; águas de lastro. As operações em terra e descartes de 

combustível por aeronaves também atingem os ecossistemas aquáticos (CARAPETO, 

2010; CARDOSO, 2007; ALEIXO et al., 2007; SILVA, 2004; ZIOLLI, 2002). 

De acordo com o Sistema de Notificação de Resposta a Emergências da 

Guarda Costeira dos EUA, querosene é um dos produtos petrolíferos mais comumente 

derramados. Ele contém parafinas (alcanos), cicloparafinas (cicloalcanos), aromáticos 

e olefinas de aproximadamente nove a vinte átomos de carbono (GOUDA et al., 2007; 

IRWIN et al., 1997). 

Poluentes orgânicos derivados de petróleo são geralmente de difícil 

biodegradação. Justamente por essa característica, seu principal impacto na água não 

é o consumo de oxigênio e sim a sua toxicidade à biota. Os hidrocarbonetos de 

petróleo e derivados espalham-se sobre a superfície da água, formam um filme 

superficial que impede a difusão do oxigênio e reduzem a capacidade de reoxigenação 

da água (STRUJAK;VIDAL, 2007). 

A toxidade dos hidrocarbonetos está diretamente relacionada à sua 

resistência a degradação e com a sua tendência e facilidade de incorporação nos 

diversos compartimentos do ecossistema. Os compostos de cadeia linear ou 

ramificada, são os que se degradam mais depressa, ao contrário dos compostos 

cíclicos. Compostos de elevado peso molecular tendem a formar resíduos que, por 

apresentarem uma pequena superfície em relação ao volume, sofrem uma degradação 

extremamente lenta (CARAPETO, 2010). 
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Após um derrame de petróleo na água, os primeiros organismos a sofrerem 

os efeitos tóxicos são aqueles que compõem o fitoplâncton e o zooplâncton. 

(CARAPETO, 2010; CARDOSO, 2007; SILVA, 2004). 

Os efeitos biológicos dos hidrocarbonetos do petróleo sobre os organismos 

marinhos dependem de sua persistência e biodisponibilidade, da capacidade dos 

organismos de acumular e metabolizar diversos hidrocarbonetos, do destino dos 

produtos metabolizados, e da interferência dos hidrocarbonetos sobre os processos 

metabólicos normais que podem alterar as chances de sobrevivência e reprodução de 

um organismo (SILVA, 2004). 

Ecossistemas inteiros podem ser afetados em casos de contaminação por 

petróleo ou derivados. A extensão e os efeitos sobre os organismos dependem de 

vários fatores como a composição do elemento poluidor e suas modificações quando 

do desgaste, concentração de poluentes, geografia, condições ambientais, tipo de 

ambiente contaminado e a energia disposta no ambiente. Os organismos podem sofrer 

intoxicações simples, morte direta ou prematura, ou ainda sofrer anomalias em 

organismos e suas gerações. Como consequência de poluições, populações inteiras 

podem ser eliminadas de uma região, ou ocorrência de grande fluxo migratório para 

outras áreas. As recuperações das áreas, além de ações de descontaminação, 

necessitam em muitos casos da adoção de processos de recolonizações através da 

transferência de sementes de plantas e da fauna, e de processo migratório das regiões 

não afetadas para a região recuperada. Prever ou avaliar extensão dos efeitos de um 

agente contaminante sobre o ecossistema não é fácil, devido às muitas variáveis e o 

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

A avaliação do impacto e a gravidade da contaminação por petróleo e 

derivados em ambiente marinho devem levar em consideração: (i) a extensão da área 

atingida, onde derrames em mar aberto podem ser considerados mais graves que os 

em áreas confinadas, quando considerada a extensão da área de combate e os 

possíveis fatores a considerar; (ii) as características de preservação da área atingida, 

que considera menos graves derrames em áreas já contaminadas (áreas portuárias, 

urbanas etc.) comparados aos derrames ocorridos em áreas preservadas, onde o 
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ecossistema é geralmente mais sensível e os danos ecológicos podem se tornar mais 

críticos  (ZIOLLI, 2002). 

 

 

3.5. Processos de Remediação 

 

Lançamentos de petróleo ou derivados no ecossistema aquático, sejam 

acidentais ou intencionais, geram uma série de processos relacionados aos poluentes 

denominados de intemperismo. O intemperismo pode ocorrer através dos processos de 

espalhamento, evaporação, dissolução, dispersão, oxidação fotoquímica, emulsificação 

de água no petróleo, degradação microbiana, adsorção a material particulado em 

suspensão, ingestão por organismos e sedimentação, e dependem de fatores como 

temperatura, pressão, velocidade dos ventos e correntes, salinidade, entre outros 

(CARAPETO, 2010; CARDOSO, 2007; SILVA, 2004). Durante o processo da 

degradação do óleo há formação de novos compostos, por vezes com propriedades 

tóxicas aumentadas e consequências ambientais diversas (CARAPETO, 2010).  

Operações de limpeza e descontaminação devem ter em pauta uma gestão 

que observe a destinação de resíduos e materiais contaminados, considerando seu 

acondicionamento, segregação e identificação de acordo com suas características. O 

gerenciamento dos resíduos inclui a adoção de técnicas que minimizem a sua 

produção, procedimentos adequados para armazenamento temporário, considerações 

sobre o transporte, tratamento e destinação (CARDOSO, 2007; COUTINHO; GOMES, 

2007). 

As ações de combate aos contaminantes incluem a contenção e remoção do 

produto do mar e a limpeza dos ambientes costeiros atingidos por meio de técnicas 

apropriadas. Para que as ações de combate sejam adequadamente escolhidas, 

objetivando minimizar os danos provocados pelos derramamentos de óleo no meio 

ambiente, são necessários procedimentos iniciais no sentido de se conhecer o cenário 

envolvido no acidente, quando então se pode definir as estratégias de combate e 

dimensionar os recursos necessários para uma resposta efetiva. Devido aos vários 
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fatores as condições podem se modificar rapidamente. Por isto, as condições devem 

ser reavaliadas periodicamente, possibilitando a orientação das ações (CARDOSO, 

2007; COUTINHO; GOMES, 2007). 

As principais técnicas de combate a incidentes de derramamento de óleo 

incluem: métodos físicos como o uso de barreiras de contenção, materiais absorventes, 

remoção através de algum processo de arrasto (rodos, pás, latas etc.) e ainda a 

utilização de jatos de água; métodos químicos como utilização de dispersantes de 

origem orgânica, cuja aplicação no Brasil encontra-se regulamentada na Resolução 

CONAMA n° 269, de 2000; e métodos biológicos como a  utilização de surfactantes de 

origem microbiana (CARDOSO, 2007). 

Processos físicos e químicos de limpeza utilizados para a descontaminação 

do óleo de áreas poluídas possuem uma eficiência limitada em sua aplicação 

(PERFUMO et al., 2010a). Métodos de coleta física utilizando-se lanças, escumadeiras, 

e adsorventes geralmente recuperam de 10-15% do óleo derramado e o uso de 

surfactantes químicos como agente de remediação não é favorável devido aos seus 

efeitos tóxicos sobre a biota presente na área (PERFUMO et al., 2010b). 

 

 

 

3.6. Biorremediação 

 

A biorremediação é um conjunto de técnicas biotecnológicas em que se 

utilizam microrganismos ou produtos e processos microbianos para a redução de 

impactos causados ao meio ambiente por contaminantes (ATLAS,1995). É uma 

alternativa ecologicamente adequada e eficaz para o tratamento de ambientes 

aquáticos ou terrestres contaminados por moléculas orgânicas recalcitrantes e metais 

(GAYLARDE et al., 2005; ABOUSEOUD et al., 2010). 

Estratégias de biorremediação incluem a utilização de microrganismos 

autóctones, ou seja, do próprio local, sem qualquer interferência de tecnologias ativas 

de remediação (biorremediação intrínseca ou natural); a adição de agentes 

estimulantes como nutrientes, oxigênio e biossurfactantes (processo de 
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bioestimulação); e a inoculação de consórcios microbianos enriquecidos (bioaumento) 

(BENTO et al., 2003). 

A biorremediação in situ é realizada no próprio local, sem que haja remoção 

de material contaminado. Isto evita custos e distúrbios ambientais associados com o 

movimento de solos e águas de um local contaminado para outros locais destinados ao 

tratamento. Os produtos finais de uma biorremediação efetiva são água e gás 

carbônico (processo denominado mineralização), compostos estes, que não 

apresentam toxicidade e que podem ser incorporados ao ambiente sem prejuízo aos 

organismos vivos (MARIANO, 2006). 

Quando há a necessidade de retirada de solo ou efluente do local 

contaminado para que os mesmos sejam tratados em outro local, o processo é 

chamado de biorremediação ex situ. A remoção pode ser necessária quando há 

possibilidade de contaminação de pessoas e do ambiente próximo do solo a ser 

biorremediado, ou quando a presença de altas concentrações de contaminantes 

demandam a utilização de técnicas como compostagem, biorreatores, entre outras 

(JACQUES et al., 2007). 

 

 

3.7. Biodegradação 

 

Biodegradação por populações nativas de microrganismos representa um 

dos mecanismos primários pelos quais os compostos poluentes são eliminados do 

meio ambiente. Alguns compostos do petróleo são facilmente evaporados ou 

biodegradados, enquanto outros persistem recalcitrantes na natureza (LEE e LEVY, 

1988). 

Petróleo bruto, bem como outros hidrocarbonetos comerciais, pode 

apresentar diferentes graus de degradação, em solos e águas, dependendo do tipo e 

da concentração total de hidrocarbonetos e da disponibilidade de oxigênio e nutrientes. 

Os hidrocarbonetos presentes no querosene, por exemplo, geralmente não são 

inibidores da atividade microbiana (SONG et al., 1990; AELION; BRADLEY, 1991) e 
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são significativamente biodegradáveis em condições aeróbias, desde que quantidades 

suficientes de nutrientes essenciais estejam presentes (RAZA et al., 2007a; SHABIR et 

al., 2008).  

A biodegradação vem sendo empregada com sucesso na limpeza de água 

do mar e solos contaminados por petróleo bruto. Pesquisadores têm sugerido a adição 

de degradadores de hidrocarbonetos específicos para aumentar a taxa de 

biodegradação no processo (ATLAS; BARTHA, 1972).  

 

 

3.8. Biossurfactantes 

 

Surfactantes são compostos anfifílicos contendo uma porção hidrofílica e 

outra hidrofóbica e, portanto, capazes de exibir uma variedade de atividades 

superficiais que permitem solubilização de substratos hidrofóbicos. Objetos de 

pesquisas como possíveis substitutos para os surfactantes sintéticos, os surfactantes 

de origem microbiana ou biossurfactantes tem sido usado com sucesso em diversas 

aplicações industriais e ambientais, relacionadas com a emulsificação, formação de 

espuma, detergência, umectação, dispersão e solubilização de compostos hidrofóbicos 

(DESAI E BANAT, 1997, SATPUTE et al., 2010). 

O maior mercado para os biossurfactantes é a indústria petrolífera, onde são 

utilizados na produção de petróleo ou incorporados em formulações de óleos 

lubrificantes. Outras aplicações incluem biorremediação e dispersão no derramamento 

de óleos, remoção e mobilização de resíduos de óleo em tanques de estocagem, e a 

melhor recuperação de petróleo. Porém, suas aplicações se distribuem entre os mais 

diversos setores industriais (NITSCHKE; PASTORE, 2002). 

A biodegradação de petróleo e derivados é bastante limitada pela baixa 

biodisponibilidade e natureza pouco solúvel dos hidrocarbonetos aromáticos policíclicos 

(HAPs). Mediada por surfactante, biodegradação é uma alternativa promissora. A 

presença de surfactantes pode aumentar a solubilidade de HAPs e, portanto, 
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potencialmente aumentar sua biodisponibilidade (GAYLARDE et al., 2005; 

ABOUSEOUD et al., 2010; KACZOREK et al., 2010). 

Os surfactantes sintéticos têm sido utilizados na indústria do petróleo, 

ajudando na limpeza de derramamentos e na recuperação de petróleo em 

reservatórios. Entretanto, estes produtos podem ser tóxicos ao ambiente e não são 

biodegradáveis. Por outro lado, os biossurfactantes apresentam vantagens como baixa 

toxicidade, natureza biodegradável e eficácia em espectro amplo de variações de 

temperatura, pH e salinidade, além da facilidade de síntese (TABATABAEE et al., 

2005; ABOUSEOUD et al., 2010). 

 

 

3.9.  Microrganismos Marinhos Degradadores de Hidro carbonetos 
 

Biorremediação de petróleo é realizada por microrganismos tais como 

bactérias, fungos, leveduras e microalgas capazes de utilizar hidrocarbonetos como 

única fonte de energia (REISFELDT et al., 1972; SOKOLOV et al., 2008). 

A presença 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 petróleo e utilizando-os como fonte 

de carbono e energia (WETLER-TONINI et. al., 2010)  

A habilidade em degradar hidrocarbonetos não é restrita apenas a gêneros 

específicos de microrganismos, pois, vários grupos de bactérias, fungos, algas e 

algumas cianobacterias têm mostrado possuir essa capacidade (MARIANO, 2006). Em 

ambientes naturais ou em laboratório, a biodegradação do petróleo não pode ser 

realizada por uma única espécie microbiana, uma vez que este poluente é constituído 

por vários tipos de hidrocarbonetos e nenhum microrganismo é capaz de degradar 

sozinho todos os compostos ali presentes. A complexidade dos processos metabólicos 

necessários a essa degradação leva à formação de consórcios, com microrganismos 

de diferentes gêneros e espécies, cada um especializado em degradar uma ou várias 

frações do óleo (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 metabólicas e fisiológicas únicas para prosperar 

em ambientes extremos e produzir metabólitos novos que não estão frequentemente 

presentes em microrganismos de origem terrestre. Este ambiente oferece uma 

oportunidade magnífica para descoberta de novos compostos (antibióticos, enzimas, 

vitaminas, medicamentos, biossurfactante, bioemulsificantes etc.) que podem 

apresentar alguma importância à sociedade (SATPUTE, et al., 2010). 

Vários tipos de microrganismos marinhos podem degradar os 

hidrocarbonetos constituintes do petróleo. Aproximadamente 200 espécies identificadas 

podem metabolizar desde metano (C1) até compostos mais pesados (C40). Porém, 

nenhuma das espécies tem apresentado a capacidade de degradar completamente um 

dado óleo. Por serem seletivos, é necessário empregar diferentes espécies em uma 

associação de culturas para apresentar uma mineralização significativa (LEE e LEVY, 

1988). 

A atividade microbiana em ambientes marinhos é considerada de forma 

geral limitada pelos baixos níveis de nutrientes orgânicos como nitrogênio (N), fósforo 

(P) e potássio (K), que são essenciais ao crescimento da colônia de microrganismos 

em ambientes contaminados por hidrocarbonetos. Assim, a biodegradação de óleo em 

ambiente marinho é tipicamente limitada pelo fornecimento destes nutrientes. A adição 

de nutrientes orgânicos com N, P, K para minimizar parcialmente esta limitação tem 

mostrado ser uma forma econômica e ambientalmente aceitável para estimular a 

biodegradação (PRINCE; BRAG, 1997; VIAS; DAVE, 2010). 

Leveduras das espécies Candida lipolytica, Rhodotorula mucilaginosa, 

Geotrichum sp, e Trichosporon mucoides isoladas de água contaminada foram 

identificadas como tendo potencial para degradar compostos de petróleo 

(BOGUSLAWSKA-WAS; DABROWSKI, 2001). 

Microrganismos degradadores de hidrocarbonetos podem produzir 

biossurfactantes e emulsificar misturas de hidrocarbonetos em água, propriedades 

potencialmente importantes em aplicações para controle de poluição por derramamento 

de óleo em solos e águas (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 revisão estão disponíveis sobre produção de 

biossurfactantes/bioemulsificantes e exopolissacarídeos 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 têm sido publicados na literatura sobre biossurfactantes 

ativos, produzidos em água do mar por Candida lipolytica   UCP 0988 usando como 

substrato óleo diesel (SOUZA, 2009; SOUZA et al., 2012) e/ou óleos vegetais 

(HARROP et al., 2003; ALBUQUERQUE et al., 2006; SOUZA et al., 2012).  

 

 

3.10. Yarrowia lipolytica 

 

Yarrowia lipolytica é um microrganismo estritamente aeróbio, eucariótico, do 

reino Fungi, pertencente à classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomycetos. Esta 

levedura, que originalmente era chamada Candida lipolytica, é uma espécie das 

chamadas leveduras não-convencionais e seu estudo tem atraído grande interesse, 

pois apresenta uma grande aplicação biotecnológica por sua capacidade de 

metabolizar lipídeos e hidrocarbonetos e de excretar diversos metabólitos em grande 

quantidade – ácidos orgânicos e proteínas extracelulares – sendo muito usada para 

expressão e secreção de proteínas específicas (BARTH; GAILLARDIN, 1997). 

Linhagens de Y. lipolytica têm 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). 

Análise de 20 amostras de sedimentos marinhos e de água 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 

petróleo bruto fornecido. As linhagens de levedura foram degradadores importantes da 

fração alifática do petróleo bruto. Todas as leveduras isoladas pertenciam ao gênero 

Candida. Usando testes bioquímicos 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 fração alifática 

petróleo bruto de Bombay High, dentro de 5 dias com agitação em 200 rpm. Nenhum 

destes isolados degradou as frações aromáticas ou asfaltênicas. Para a degradação 

ótima, todos os isolados necessitaram de aeração, suplementação com nitrogênio e 

fosfato (ZINJARDE; PANT, 2002). 

Entre seis linhagens de leveduras isoladas de área contaminada por petróleo 

no Golfo Pérsico, duas linhagens, identificadas como estirpes de Y. lipolytica PG-20 e 

PG-32, mostraram alta atividade de degradação hidrocarbonetos alifáticos, 68 e 58% 

respectivamente. Os resultados sugerem que as estirpes da Y. lipolytica PG-20 e PG-

32 têm alta atividade de degradação em óleo bruto, devido à 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 degradação de substratos hidrofóbicos (SH). Entre as 

várias leveduras que são capazes de assimilar SH, Y. lipolytica apresenta as seguintes 

vantagens (THEVENIEAU et al., 2010): (1) a sequência completa de seis cromossomos 

já foi determinada (DUJON et al., 2004); (2) esta espécie é haplóide, o que não é o 

caso de muitas leveduras degradando SH, como Candida tropicalis; (3) muitas 

ferramentas genéticas são disponíveis para manipulação de genes em Y. lipolytica 

(BARTH; GAILLARDIN, 1996). Diversos outros trabalhos também ratificam a eficiência 

da levedura Y. lipolytica como degradadora de substratos hidrofóbicos, inclusive 

hidrocarbonetos (BANKAR et al., 2009; COELHO et al., 2010). 
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3.11. Otimização de Processos de Biodegradação 

 

Devido à complexidade metabólica dos microrganismos e ao grande número 

de variáveis envolvidas, o desenvolvimento de modelos rigorosos para um dado 

sistema de reações biológicas sobre bases físicas e químicas é ainda um desafio 

crítico. Isto ocorre principalmente em decorrência da natureza não linear das interações 

das redes bioquímicas, e em alguns casos, do conhecimento incompleto sobre as 

cinéticas envolvidas em tais sistemas (FRANCO-LARA et al., 2006). Em geral, não é 

necessário nem desejável construir modelos de bioprocessos descrevendo o sistema 

em todas as condições possíveis com alta precisão. A modelagem deve ser 

considerada como um passo para alcançar mais facilmente o objetivo final – a 

otimização do processo biotecnológico. O modelo tem que descrever aqueles aspectos 

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

Várias tecnologias e procedimentos de biorremediação estão sendo usados 

e um número de abordagens promissoras têm sido propostas. Algumas destas 

tecnologias aplicadas para biodegradação in situ, nas quais a poluição em 

subsuperfície é degradada, são baseadas na estimulação de crescimento de 

microrganismos endógenos na subsuperfície. O crescimento e a eficiência de 

biodegradação por microrganismos precisa ser otimizado através de simulação 

adicional de condições in situ. Pelo fornecimento de oxigênio (ou de qualquer aceptor 

de elétrons) e nutrientes, microrganismos podem acelerar a biodegradação de 

Hidrocarbonetos Aromáticos Policíclicos (HAP) de água subterrânea ou coluna de água 

submersa. Adição de uma fonte de carbono como nutriente aumenta a biomassa de 

microrganismos do solo, mas pode inibir a biodegradação de contaminantes com 

crescimento diaúxico (LEE et al., 2003). Assim é importante adicionar quantidades 

ótimas de nutrientes que podem acelerar a biodegradação in situ (ZAFAR et al., 2010). 

Condições ambientais podem ser alteradas ou controladas para otimizar o 

crescimento e as atividades metabólicas dos microrganismos. Algumas dessas 

condições são: presença de oxigênio e de nutrientes contendo compostos de nitrogênio 

e fósforo, e pH (ADAMASSU E KORUS, 1996). 
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A redução do tempo e do custo e o aumento da eficiência de biodegradação 

são objetivos fundamentais em processos de biorremediação ambiental. Nesta 

aplicação específica, o objetivo da otimização é determinar as condições de 

biorremediação mais adequadas, tais como pH, temperatura e concentrações de 

nutrientes que maximizam a eficiência de biodegradação (ZAFAR et al., 2010). 

Nas duas últimas décadas, Metodologia de Superfície 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 relação a outras técnicas usadas para otimização de processos 

de biodegradação devido a eficácia e bons resultados obtidos. 

  

 

3.12. Metodologia de Superfície de Resposta 
 

A metodologia de superfície de resposta (MSR) consiste em uma coleção de 

técnicas estatísticas e matemáticas úteis para desenvolvimento, melhoria e otimização 

de processos, nos quais a variável dependente, resposta ou de interesse é influenciada 

por várias variáveis independentes e o objetivo é otimizar esta variável resposta. A 

MSR tem aplicações importantes em planejamentos, desenvolvimento e formulação de 

novos produtos, e também na melhoria de projetos e produtos existentes. Ela define os 

efeitos e interações das variáveis independentes no processo. Além da análise dos 

efeitos das variáveis independentes, esta metodologia experimental gera um modelo 

matemático, que descreve o bioprocesso (MYERS E MONTGOMERY, 1995). 

Algumas etapas da aplicação da MSR como uma técnica de otimização são 

as seguintes: (1) a seleção de variáveis independentes com efeitos significativos sobre 

o sistema por meio de experimentos preliminares e à delimitação da região 

experimental, de acordo com o objetivo do estudo e da experiência do pesquisador; (2) 

a escolha do planejamento experimental e realização de ensaios de acordo com a 

matriz experimental selecionada; (3) o tratamento matemático-estatístico dos dados 

experimentais obtidos através do ajuste de uma função polinomial; (4) a avaliação da 

adequação do modelo; (5) a verificação da necessidade e da possibilidade de 
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realização de um deslocamento em direção à região ótima; e (6) a obtenção dos 

valores ideais para cada variável estudada (BEZERRA et al., 2008). A validação do 

modelo com dados experimentais é outra etapa importante da MSR.  

 

 

 

 

3.13. Algoritmos Genéticos (AGs) 

 

3.13.1. Características Gerais  
 

Algoritmos Genéticos (AGs) podem ser definidos como técnicas de busca 

baseadas numa metáfora do processo biológico de evolução natural, ou seja; são 

algoritmos de busca cujos processos são baseados em mecanismos de seleção natural 

e genético. Pertencem à classe dos métodos probabilísticos de busca e otimização, 

embora não sejam aleatórios; ou seja, usa-se o conceito de probabilidade, mas AGs 

não são simplesmente processos de buscas aleatórias. Os AGs através das técnicas 

que os caracterizam, dirigem a busca para regiões de espaço onde é “provável” que os 

pontos ótimos possam ocorrer (LINDEN, 2008a). 

Em AGs, uma população de possíveis soluções para o problema em questão 

evolui de acordo com operadores probabilísticos concebidos a partir de metáforas 

biológicas, de modo que há uma tendência de que, na média, os indivíduos 

representem solução cada vez melhores à medida que o processo evolutivo continua 

(TANOMARU, 1995; LINDEN, 2008a). 

AGs utilizam-se de técnicas heurísticas de otimização global, que 

representam uma oposição aos métodos gradientes (Hill Climbing) que perseguem a 

solução através da derivada de uma função com o propósito de encontrar o máximo de 

uma função, que faz com que o processo fique retido em máximos locais (LINDEN, 

2008a). 
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Os AGs apresentam a vantagem de permitir a simplificação na formulação e 

solução de problemas de otimização. AGs simples normalmente trabalham com 

descrições de entrada formadas por cadeias de bits de tamanho fixo. Outros tipos de 

AGs podem trabalhar com cadeias de bits de tamanho variável, como por exemplo, 

AGs usados para Programação Genética. AGs possuem um paralelismo implícito 

decorrente da avaliação independente de cada uma dessas cadeias de bits, ou seja, 

pode-se avaliar a viabilidade de um conjunto de parâmetros para a solução do 

problema de otimização em questão. AGs são indicados para a solução de problemas 

de otimização complexos, NP-Completos, como o "caixeiro viajante", que envolvem um 

grande número de variáveis e, consequentemente, espaços de soluções de dimensões 

elevadas. Além disso, em muitos casos onde outras estratégias de otimização falham 

na busca de uma solução, os AGs convergem. Os AGs são numericamente robustos, 

ou seja, não são sensíveis a erros de arredondamento no que se refere aos seus 

resultados finais (MIRANDA, 2011). 

Um algoritmo desenvolvido como solução específica para um determinado 

problema que incorpore características específicas relacionadas a este problema, em 

geral, proporciona melhores resultados na resolução do problema que um AG básico. 

AGs devem ser aplicados para problemas considerados sem soluções conhecidas ou 

com soluções de maior grau de complexidade. Uma das principais aplicações dos AGs 

estão nas otimizações de processos (LINDEN, 2008a). 

AGs são considerados métodos robustos, utilizados basicamente para 

resolver problemas em pesquisas numéricas, otimização de funções e aprendizagem 

de máquina, dentre outras áreas (GROSKO et al., 2006). AGs apresentam-se como 

uma técnica de busca extremamente eficiente no seu objetivo de varrer o espaço de 

soluções próximas a solução ótima, quase sem necessitar interferência humana 

(LINDEN, 2008a). 

Existem quatro diferenças básicas entre os AGs e os métodos tradicionais 

de busca e otimização: (1) AGs empregam uma codificação do conjunto de parâmetros 

e não os próprios parâmetros; (2) AGs operam em uma população e não em um único 

ponto; (3) AGs utilizam informações do valor da função custo e não informações sobre 
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derivadas da função de otimização; (4) AGs utilizam regras de transição probabilísticas 

e não determinísticas (SIERAKOWSKI, 2006).  

 

 

3.13.2. Terminologia 
 

Devido à inspiração nos mecanismos de evolução natural, as terminologias e 

expressões 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 Indivíduo, string, cromossomo, árvore. Representa uma possível solução 
do problema 

Gene Gene ou Característica É a menor porção existente dentro 
de um cromossomo. 

Alelo Valor Instância de um gene. 

Lócus Posição A posição em que um determinado 
gene se encontra na estrutura 

Genótipo Estrutura Estrutura da Informação contida no 
Cromossomo 

Fenótipo Conjunto de parâmetros Representação ou caracterização 
das informações contidas no 

Genótipo 

População Conjunto de Indivíduos que representam 
uma geração 

Grupo de Indivíduos com potencial 
a solução do problema 

Geração Geração Determinado instante de tempo de 
uma população 

Fonte:Adaptado de Sierakowiski (2006) e Linden (2008a). 
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3.13.3. Representação da população 

 

Definir como serão representados os indivíduos e suas características a serem 

estudadas no espaço de busca como uma sequência de símbolos gerados a partir de 

um alfabeto finito é o primeiro passo para aplicação de AGs a um problema qualquer 

(TANOMARU, 1995). Para desenvolver AGs de forma computacional, deve ser 

possível expressar os dados envolvidos para solução do problema, em uma linguagem 

computacional (SIERAKOWSKI, 2006). 

As formas de representação da população em linguagem computacional são 

geralmente as seguintes: representação binária, codificação gray, representação real e 

representação inteira (SIERAKOWSKI, 2006, LINDEN, 2008a). 

A representação binária, representação originalmente proposta por Holland 

(1975), utiliza apenas os números binários (0 e 1) para a representação das variáveis. 

Por isso, em problemas originalmente com dados em representação numérica em real, 

podem ser necessárias operações de codificação e decodificação real-binário. Ou seja; 

um procedimento de transformação do valor real da variável a ser analisado para a 

codificação binária e vice-versa. Em casos, onde o problema abordado é inerentemente 

binário, os processos de codificação e decodificação são desnecessários (LINDEN, 

2008a). 

A principal dificuldade existente em se trabalhar com a codificação binária é 

o fato de se necessitar de uma grande cadeia para se conseguir uma boa precisão. 

Outro problema é a existência de Hamming cliffs, ou seja, grandes diferenças nas 

cadeias de bits que codificam dois números inteiros próximos (por exemplo, os 

números 511 – 0111111111 e 512 – 1000000000) (AVILA, 2002).   

Na codificação Gray, de forma semelhante à codificação binária, apenas os 

elementos 0 e 1 são utilizados para representar as variáveis sendo analisadas. A 

codificação Gray foi desenvolvida de forma a solucionar o problema de Hamming cliffs, 

isso ocorre devido ao fato de quaisquer dois números inteiros subsequentes 

codificados segundo o código de Gray variem em apenas um bit a sua codificação 

(GOLDBARG; LUNA, 2000). 
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A representação real opera diretamente com os números reais. A 

representação real surgiu como uma opção para a aplicação em problemas complexos 

ou problemas com grandes espaços de busca, onde se reduziria o custo computacional 

do processo de codificação e decodificação. Esta forma de representação se tornou 

atraente pela redução do custo computacional, e principalmente devido a não 

apresentar necessidade do uso dos processos de codificação e decodificação 

(GOLDBARG; LUNA, 2000). 

A representação inteira utiliza números inteiros para representar os 

indivíduos da população. Esta forma de representação é normalmente utilizada em 

problemas em que as soluções são representadas através de grafos, ou seja, em 

problemas combinatórios. Neste caso, os números representam os nós do grafo, e o 

cromossomo representa a ordem através da qual os nós são percorridos (GOLDBARG; 

LUNA, 2000). 

A definição da representação, aliada aos limites máximos e mínimos podem 

definir a precisão desejada, o número de símbolos e formatos necessários a 

representar cada variável e ainda delimitar a área de busca. 

 

 

3.13.4. Função Objetivo 

 

A função que se deseja otimizar, na terminologia dos AGs, é denominada de 

função objetivo, função de otimização ou ainda função custo. Esta função é aplicada 

para cada membro da população, outorgando a cada indivíduo um valor independente 

e apropriado segundo a própria função e que seja representativo do membro em 

relação ao problema (GROSKO et al., 2006; LINDEN, 2008a). 

 

 

3.13.5. Função Aptidão 

 

A função de aptidão ou fitness é uma função que aplicada, representa uma 
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métrica direta do desempenho do indivíduo da população diante do problema 

(SIERAKOWSKI, 2006). Este valor é que qualificará o indivíduo em direção a solução 

do problema, e é também denominado grau de aptidão. Indivíduos com melhores 

valores para o grau de aptidão possuem chances maiores no processo de seleção 

objetivando o processo de reprodução, resultando na maior probabilidade em transmitir 

o seu material genético as gerações seguintes. Em circunstâncias especiais, a função 

aptidão pode ser a própria função objetivo (LINDEN, 2008a). 

 

 

 

 

3.13.6. Fluxo básico 

 

Geralmente existem apenas dois componentes principais utilizados no AG, 

que dependem do problema a ser resolvido: a representação do problema através da 

função objetivo e a função de aptidão (WHITLEY, 1994). Os outros componentes que 

completam este processo são: população e os operadores de seleção, cruzamento 

(crossover) e a mutação (HAUPTY et al., 2004). AGs tem como base geral que cada 

indivíduo de uma população se apresenta como candidato a solução de um problema, 

onde o ambiente representativo do problema está definido pela função de otimização 

(DIAS et al., 1998). 

Os AGs são compostos por uma população de indivíduos e um conjunto de 

operadores sobre a população. De acordo com a inspiração de teorias evolucionárias, 

segundo as quais os AGs foram desenvolvidos, os elementos mais bem adaptados ao 

seu meio têm maior probabilidade de sobreviver e de se reproduzir, transmitindo o seu 

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

Um AG é composto basicamente por quatro etapas (SIERAKOWSKI, 2006): 

(1) Geração de uma população inicial; (2) Avaliação de cada um dos elementos da 

população; (3) Seleção dos melhores elementos da população; (4) Manipulação 



Cassimiro Júnior, R. Otimização Usando Algoritmos Genéticos de Biodegradação de Querosene em Água do Mar por Candida lipolytica UCP  0988 

 
 

 

45

genética, através dos operadores de cruzamento e mutação, de forma a criar uma nova 

população. 

As etapas de 2, 3 e 4 devem ser repetidas até que se encontre uma situação 

que indique sucesso na busca com identificação de solução satisfatória, ou ocorra 

condição predefinida ao encerramento, como número máximo de gerações, ou tempo 

de processo, ou ainda ocorra situação que inviabilize o processo de busca. Nestes 

casos, elege-se a solução entre os melhores indivíduos encontrados no processo. 

Pode ser definida uma única condição das apresentadas ao encerramento do processo 

de busca em um AGs ou ainda consorciar algumas destas condições ou ainda outra 

condição estabelecida. 

 

 

Abaixo um Pseudo-código de um AG simples é apresentado 

 

Seja S(t) a população de cromossomos na geração t. 

t ← 0 

inicializar S(t) 

avaliar S(t) 

enquanto o critério de parada não for satisfeito 

faça 

t ← t+1 

selecionar S(t) a partir de S(t-1) 

aplicar cruzamento sobre S(t) 

aplicar mutação sobre S(t) 

avaliar S(t) 

fim-enquanto 

 

 

 

3.13.7. Inicialização 
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Em geral, o procedimento para obtenção da população inicial é aleatório 

buscando-se uma distribuição uniforme dentro do espaço de busca, e observando-se 

as exigências e restrições do problema proposto. Contudo, pode ocorrer algum 

processo heurístico que garanta à existência de alguns bons candidatos a solução do 

problema previamente conhecido. É importante e desejável que a população inicial seja 

representativa e cubra a maior área possível do espaço de busca (TANOMARU, 1995; 

SIERAKOWSKI, 2006). Estudos já comprovaram que a população inicial não é um fator 

crítico ao sucesso do processo, desde que a mesma possua cromossomos 

suficientemente distribuídos no espaço de busca (SIERAKOWSKI, 2006). 

 

 

 

3.13.8. Avaliação 

 

A avaliação da população é feita baseada na aplicação das funções Objetivo 

e Aptidão. Aplicada a função aptidão, o peso ou valor alcançado por cada indivíduo 

representa a avaliação do mesmo no contexto do problema ou o seu grau de aptidão 

(LINDEN, 2008a). 

 

 

3.13.9. Seleção 

 

O operador de seleção dos AGs simula o processo de seleção natural 

existente na natureza e proposta por Darwin (1859), onde as maiores chances ficam 

com os indivíduos que possuam os maiores graus de aptidão. Este processo define 

quais elementos devem ser submetidos aos operadores de recombinação ou crossover 

e de mutação, e consequentemente aqueles que devem ter suas características 

perpetuadas à próxima geração. A literatura sobre AGs apresentam diversos métodos 

que podem ser aplicados ao processo de seleção sendo os mais tradicionais os 
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métodos da Roleta, Torneio, seleção por amostragem determinística, seleção de 

amostragem aleatória e seleção de amostragem estocástica, sendo os métodos da 

roleta e torneio os mais comumente usados ou apresentados na literatura cientifica 

(SIERAKOWSKI, 2006). 

 

 

3.13.10. Recombinação 

 

Nos AGs, o operador de recombinação, também denominado de crossover 

ou cruzamento, simula o processo de reprodução sexuada que ocorre na natureza e 

possibilita a transmissão de material genético de indivíduos para as gerações futuras. 

Um parâmetro importante para o operador de recombinação refere-se ao 

que comumente é denominado de taxa de crossover. Este define a probabilidade para 

que ocorra ou não a recombinação. Esta taxa pode ser predefinida (fixa) ou variar 

durante o processamento do AG, e é comum a utilização de taxas altas, pois o 

processo de recombinação é desejável dentro dos princípios do AG, e comumente se 

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

Existem várias técnicas de crossover que podem ser adotadas e que 

definem como deve ocorrer a recombinação genética, ou a transmissão do material 

genético dos pais as novas gerações. Estas técnicas, dependendo da complexidade do 

problema, podem ser pré-estabelecidas ou definidas durante a execução das rotinas 

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

Fundamentalmente, a finalidade deste processo é propiciar que, a partir de 

indivíduos selecionados (pais), sejam gerados novos indivíduos (filhos), onde cada um 

deles apresente material genético dos pais. O crossover exemplificado na Figura 1 é o 

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

Indivíduo 1       1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 1 0 0 1 1                   1 0 1 1 0 1 0 0 1 0   1 0 1 0 1 0 

Indivíduo 2      0 0 1 0 0 1 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0                   0 0 1 0 0 1 0 1 1 0   1 1 0 0 1 1 

                                                                                                                                                  
                                                                                            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 opção o crossover uniforme, que utiliza uma máscara 

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

Outro aspecto importante que deve ser tratado pelos AGs diz respeito à 

substituição da população antiga pela nova população, podendo isto ocorrer de forma 

total ou parcial, sendo estabelecidos previamente os critérios que definem como isto 

deve ocorrer. 

 

 

3.13.11. Mutação 

 

O operador de mutação nos AGs tem por finalidade introduzir variações 

aleatórias no material genético da população, de forma a aumentar a diversidade e 

ampliar o campo de busca de soluções e ainda evitar a convergência prematura.  

Diversos métodos, em geral probabilísticos, podem ser utilizados para identificar 

quando e qual gene sofrerá a mutação (Figura 2). 

 

 

Figura  2. Exemplos de métodos de operações de Mutação no A lgoritmo Genético (WEISE, 2009).  
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Em geral utilizam-se taxas baixas de mutação (máximo de 5%), pois o uso 

de taxas grandes de mutações propiciará mudanças maiores nos cromossomos o que 

representará a criação de vários indivíduos em pontos distantes aos que se 

consideravam próximos dos ótimos, ou seja, praticamente a busca se torna aleatória e 

não tira proveito das informações correntes ou passadas. A experiência e o próprio 

processo poderão ajudar a encontrar as melhores taxas e estratégia para implementar 

o operador de mutação (LINDEN, 2008a). 

 

 

3.13.12. Critério de parada 

 

O ideal é que todo AG interrompa o processamento apenas quando alcance 

a solução ótima. No entanto, em muitos casos não se consegue alcançar uma solução 

ótima ou nem sempre existe uma forma de identificar se uma solução a melhor dentre 

todas, ou seja; nem sempre se pode ter certeza de ter alcançado um ótimo global, 

podendo ser aquele um ótimo local. Sendo assim devem ser estabelecidos critérios de 

parada de tal forma que mesmo não sendo identificado pelo algoritmo o melhor 

indivíduo, exista a possibilidade de identificar o melhor alcançado até o momento da 

interrupção (LINDEN, 2008a). 

Como critérios de parada de um AG podem ser adotados um número 

máximo de gerações, um tempo limite de processamento, identificação da estagnação 

da evolução populacional definido pela não melhoria significativa da população a partir 

de uma determinada geração e durante várias gerações 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 lipolytica UCP 0988 revelou habilidade para usar querosene como única fonte de carbono e 

produzir biossurfactantes em água do mar suplementada com fontes de nitrogênio e fósforo. Metodologia 

de superfície de resposta, funções de desejabilidade  e algoritmos genéticos foram usados para modelar e 

otimizar meios para biodegradação de querosene e produção de biossurfactantes por Candida lipolytica 

UCP 0988 em água do mar. Modelos quadráticos para biomassa e a tensão superficial foram 

desenvolvidos e as condições ambientais (pH e concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico 

de potássio) foram otimizadas.  A abordagem híbrida usando metodologia de superfície de resposta 

associada a funções de desejabilidade e algoritmos genéticos provou ser uma alternativa eficiente em 

relação à abordagem tradicional usando apenas metodologia de superfície de resposta. 

 

Palavras Chaves: Otimização multirresposta, Otimização multiobjectivo, biossurfactante, 

bioemulsificante, biorremediação, Planejamento Composto Central  
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1. Introdução 

 

A convergência tecnológica entre ciência da computação, neurociência, nanotecnologia e 

biotecnologia tem contribuído para resolução de problemas e otimização de soluções nas mais diversas 

áreas do conhecimento, inclusive na área de biorremediação de ambientes contaminados por petróleo e 

derivados. Métodos computacionais bioinspirados como Redes Neurais Artificiais (RNA) e Algoritmos 

Genéticos (AG) têm sido usado com sucesso em modelagem e otimização de meios de cultivo para 

biodegradação de hidrocarbonetos e para produção de diversos bioprodutos, visando aumento de 

eficiência e redução de custos. Especificamente, na área de processos de produção de biossurfactantes e 

de biodegradação de petróleo e derivados, a busca por redução de tempo e custos tem estimulado o uso de 

otimização baseada tanto em técnicas convencionais  - como Metodologia de Superfície de Resposta ou 

MSR (Albuquerque et al., 2006;  Huang et al, 2008; Rufino et al., 2008; Wu et al., 2009; Luna et al., 

2011; Zahed et al., 2010a; Zahed et al., 2010b;  Kiran et al., 2010; Mohajeri et al., 2010) - quanto em 

abordagens híbridas bioinspiradas, associando AG e  MSR e/ou AG e RNA (Desai et al., 2006; Pal et al., 

2009; Sivapathasekaran et al., 2010; Bhattachayra et al., 2009; Zafar et al., 2010).  

A MSR é uma das técnicas mais aplicadas em otimização unirresposta (OUR) de bioprocessos, 

inclusive, de processos de biodegradação de petróleo e derivados (Agary et al, 2012, Mohajeri et al., 

2010). Entretanto, quando a MSR é associada a métodos de otimização locais determinísticos, como 

métodos de subida/descida de encosta pela trilha mais íngreme (métodos de máxima inclinação 

ascendente/descendente), baseados em gradiente (GD) - requer continuidade e diferenciabilidade da 

função. Este tipo de associação é um fator limitante da aplicação da MSR, haja vista que as superfícies de 

respostas de bioprocessos, em geral, são altamente não lineares, multidimensionais, multimodais e não 

necessariamente suaves e contínuas. A associação de MSR a técnicas evolutivas como AG, que usam 

regras probabilísticas, tem mostrado ser uma abordagem adequada para superação deste problema e 

também da seleção de soluções locais sub-ótimas, já que AG trabalham com uma população diversificada 

de soluções candidatas (indivíduos ou cromossomos) e um conjunto de operações de exploração (seleção) 
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e explotação (crossover e  mutação)  que dispensam o cálculo de  derivadas, sendo capazes de  tolerar 

descontinuidades e  avaliações de  funções  ruidosas (Golbderg, 1989; Gaitonde et al., 2008).  

Problemas de otimização multirresposta (OMR) são comuns em bioprocessos e geralmente 

envolvem funções objetivos conflitantes por natureza (Zitzler, Thiele, 1999).  O uso de MSR associada a 

métodos gradientes para resolver este tipo de problema, muitas vezes, apresenta resultados insatisfatórios 

(Treier et al., 2012). O uso de otimização gráfica através de superposição de superfícies de resposta ou 

gráficos de contorno é adequado para no máximo duas respostas e em situações nas quais as regiões 

ótimas estão próximas e permitem intersecção   entre si (Myers e Montegomery, 2009). Portanto, várias 

extensões para MSR têm sido propostas visando encontrar o melhor compromisso entre múltiplas 

respostas. Uma das mais populares metodologias é a abordagem da função de desejabilidade (FD) 

(Derringer e Suich, 1980), que adota a estratégia de redução da dimensionalidade para resolver o 

problema de OMR, ou seja, converte o problema de OMR em problema de otimização de uma única 

resposta, através do uso de funções de transformações matemáticas convenientes (Treier et al., 2012).    

Nas últimas três décadas, diversos algoritmos evolucionários multiobjectivos (AEMO) foram propostos 

para solução de problemas de otimização multiobjectivo. Como exemplos podem ser citados os 

algoritmos VEGA (Vector Evaluated Genetic Algorithm), NSGA (Non-Dominate Sorting Genetic 

Algorithm), MOGA (Multiple Objective Genetic Algorithm), NPGA (Niched-Pareto Genetic Algorithm), 

NSGAII (Niched-Pareto Genetic Algorithm II), e MPGA (Multi-Population Genetic Algorithm), GPSIFF 

(Generalized Pareto-based Scale-Independent Fitness Function), MPIGA (Multi-Population Intelligent 

Genetic Algorithm), entre outros. As mais importantes diferenças entre estes AEMO são as estratégias 

usadas para gerar as soluções ótimas de Pareto (Su e Hou, 2008).  

Como os métodos puramente heurísticos não são os mais eficientes do ponto de vista 

computacional, a demanda por abordagens híbridas associando métodos de busca local e heurísticas de 

otimização tem crescido.  Entretanto, em laboratórios de biotecnologia, o uso de AEMO é ainda 

extremamente limitado em relação ao uso de FD para resolver problemas de OMR e em relação ao uso de 

AG clássico para resolver problemas de OUR. Este fato tem estimulado o desenvolvimento de métodos 
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híbridos que incorporem a eficiência computacional da OMR baseada em FD com a simplicidade de 

implementação e a capacidade de escapar de soluções locais sub-ótimas dos AG.   

Neste trabalho, diferentes abordagens híbridas para problemas de OUR e OMR em processo de 

biodegradação de hidrocarbonetos são introduzidas. As abordagens são baseadas na associação de MSR, 

AG e FD e buscam identificar condições operacionais (pH e concentrações de sulfato de amônio e fosfato 

monobásico de potássio) capazes de maximizar a concentração de biomassa e/ou minimizar a tensão 

superficial em meios para biodegradação de querosene e produção de biossurfactantes em água do mar 

por Candida lipolytica UCP 0988. A análise comparativa dos resultados das diferentes abordagens é 

usada como ferramenta de apoio à tomada de decisão sobre a condição que melhor representa o 

compromisso entre os objetivos definidos e conflitantes e as soluções alternativas apresentadas para o 

problema multiobjectivo proposto.   

 

2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Microrganismo e Meio de Manutenção 

 

A levedura C. lipolytica UCP 0988 foi obtida da coleção de culturas UCP (Universidade Católica 

de Pernambuco), abrigada no Núcleo de Pesquisa em Ciências Ambientais e Biotecnologia, Recife, 

Pernambuco, Brasil e registrada na Base de Dados do Centro Mundial de Dados para Micro-organismos 

(World Data Center for Microorganism-WDCM) da Federação Mundial para Coleção de Culturas (World 

Federation for Culture Collection) sob o no WDCM 927.   As colônias de leveduras foram mantidas em 

4°C, em tubos de ensaio com o meio YMA (Yeast Mold Agar) inclinado, contendo 3 g/L de extrato de 

levedura, 3 g/L de extrato de malte, 10 g/L de D-glicose, 5 g/L de triptona e 15 g/L de agar.   O pH foi 

ajustado para 5,0 com HCl. Transferências usando técnicas assépticas foram realizadas mensalmente para 

placas com agar para assegurar a viabilidade celular.  
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2.2. Querosene 

 

Como fonte de carbono foi utilizado querosene iluminante, comercializado em Posto Petrobrás e 

supermercados. O querosene iluminante caracteriza-se por possuir hidrocarbonetos parafínicos (70%), 

aromáticos (20%) e oleofínicos (5%) (FISPQ BR613, 2011). 

 

2.3. Água do Mar 

 

A água do mar usada nos meios de produção foi coletada em recipientes de polietileno com 

capacidade de 5L em praia próxima à Refinaria Abreu e Lima, no Porto de Suape, Pernambuco, em 

março de 2011, e após filtração para retirada de sólidos em suspensão, apresentou salinidade igual a 43‰, 

gravidade específica igual a 1035 kg m-3, pH igual a 7,19 e tensão superficial igual a 49,6 mN/m.      

 

2.4. Ensaios de Biodegradação de Querosene e de produção de Biossurfactante 

 

Um planejamento composto central foi utilizado para investigar os efeitos e interações do pH 

inicial e das concentrações das fontes de nitrogênio (sulfato de amônio) e fósforo (fosfato monobásico de 

potássio) sobre a concentração de biomassa e da tensão superficial de cultivos com 96 h livres de células 

de meios de degradação de querosene e produção de bioemulsificante/biossurfactante por Candida 

lipolytica UCP 0988. Os intervalos e níveis das variáveis independentes ou fatores estudados estão 

apresentados na Tabela 1 e basearam-se em resultados obtidos em trabalhos anteriores (Silva, 2012). Um 

total de 17 experimentos foi realizado, incluindo 3 repetições no ponto central para obtenção de 

estimativa da variabilidade em função do erro experimental. Os experimentos foram realizados em ordem 

sorteada para evitar que erros atípicos fossem relacionados a determinadas combinações. Os componentes 

dos meios de produção foram dissolvidos em frascos de erlenmeyer de 1000 mL, contendo água do mar 

estéril, conforme as especificações do planejamento fatorial composto central (Tabela 1). O pH de cada 

meio também foi ajustado de acordo as especificações da Tabela 1.  
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A inoculação foi realizada, em câmara de fluxo laminar, na proporção de 5% do volume dos 

meios de produção, usando suspensão de 106 células de Candida lipolytica por mL de água do mar estéril. 

Querosene, com concentração inicial de 30% (v/v), foi adicionado aos frascos depois da inoculação da 

levedura criando um ambiente com oxigênio limitado. Não foram realizados ensaios de aclimatação da 

levedura ao querosene. O volume útil dos meios de produção após a inoculação foi igual a 750 mL. Os 

ensaios de biodegradação de querosene e de produção de bioemulsificantes/biossurfactantes foram 

realizados durante 96 horas com a temperatura controlada em 28ºC e a agitação em 200 rpm. 

 

2.5.  Determinação da Concentração da Biomassa 

 

A determinação da concentração de biomassa foi realizada por gravimetria, através de filtração 

do meio de cultivo em membrana Millipore de 0,22 µm, secagem a 70° C até peso seco e pesagem em 

balança analítica. O primeiro filtrado foi separado para determinação da tensão superficial. A biomassa 

foi lavada com uma mistura formada por 5 ml de água destilada e 10 mL de metanol/clorofórmio na 

proporção 10:1 para extrair o óleo residual. O filtrado foi descartado e a biomassa foi lavada com a 

mistura até eliminar o querosene residual (Zhou e Kozaric,1995). 

 

2.6. Determinação da Tensão Superficial 

 

A tensão superficial da água do mar e dos cultivos livres de células foram determinadas pelo 

método do anel de Du Noy (ASTM D971, 1999) utilizando tensiômetro digital SIGMA 70 (KSV 

Instruments Ltd., Helsinki, Finland) na temperatura ambiente (25°C).  A medida da tensão superficial 

(mN/m) foi realizada através do registro da força requerida para empurrar o anel de platina no líquido 

metabólico livre de células, através da interface ar-líquido (Singh e Cameotra, 2004). 
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2.7. Otimização Unirresposta - Abordagem MSR-GD 

 

MSR é uma técnica de modelagem empírica utilizada para avaliar as relações entre um 

conjunto de fatores experimentais controláveis e os resultados observados.  Envolve três passos básicos: 

(i) realização de planejamentos experimentais estatísticos; (ii) estimação de coeficientes para um modelo 

matemático utilizando como variáveis os fatores investigados; (iii) previsão de respostas e verificação da 

adequação do modelo matemático (Box e Behnken, 1960; Bhattacharya et al., 2009). Isto geralmente 

implica no ajuste de um polinômio quadrático aos dados disponíveis por análise de regressão (Nagata e 

Chu, 2003). Este polinômio de segunda ordem é então usado para achar soluções ótimas, em geral, 

através de métodos baseados em GD, como o método de subida/descida da encosta pela trilha mais 

íngreme.   

Nos processos de biodegradação de querosene e produção de biossurfactantes investigados 

no presente trabalho, modelos de segunda ordem para concentração de biomassa (
1y ) e tensão superficial 

(
2y ), foram desenvolvidos usando MSR associada a planejamento composto central, tendo como 

variáveis independentes o pH inicial (
1x ) e as concentrações de sulfato de amônio (

2x ) e fosfato 

monobásico de potássio (3x ). A forma geral dos modelos quadráticos desenvolvidos é dada pela seguinte 

equação: 

 

j
i j

iij
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iik xxaxaay ∑∑∑
= ==

++=
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3
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0 )2,1( =k                                                                                  (1) 

 

onde, y é variável resposta prevista, 0a  é o intercepto, ia  e ija são os coeficientes da regressão do 

modelo de MSR, ix  e jx são as variáveis independentes.   
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2.8. Otimização Unirresposta – Abordagem MSR-AG 

 

 AG são técnicas de pesquisa estocástica que imitam o processo de seleção natural (Holland, 

1975; Goldberg, 1989). Eles têm a habilidade inerente de representar, de forma simples, estruturas 

altamente complicadas e de usar transformações simples para melhorar tais estruturas, visando alcançar 

uma solução ótima. Algoritmos genéticos convencionais normalmente possuem cinco componentes: uma 

representação cromossômica das soluções; uma função de avaliação imitando o papel do ambiente; um 

classificador de soluções em função de suas aptidões atuais; operadores genéticos que alteram a 

composição dos descendentes durante a reprodução e valores dos parâmetros algorítmicos (tamanho da 

população, probabilidades de aplicação de operadores genéticos etc.). AG convencionais normalmente 

usam codificação binária e são processados em quatro etapas: inicialização, seleção, cruzamento e 

mutação (Summanwar et al., 2002). Uma característica atrativa dos AG em relação à MSR é não requerer 

continuidade ou diferenciabilidade da função objetivo (Nagata e Chu, 2003) para prever as condições 

ótimas. 

 

2.9. Otimização multirresposta – Abordagens MSR-FD e MSR-FD-AG 

 

A qualidade de um processo de biodegradação normalmente é descrita por diversas variáveis 

respostas e muitas vezes o que é ótimo para uma resposta pode não ser para outra. O uso de funções de 

desejabilidade permite a combinação de todas as informações contidas em variáveis respostas 

selecionadas em uma única medida D da qualidade do processo. Dependendo sobre se uma particular 

resposta yi é para ser minimizada, maximizada ou associada a um valor alvo, as diferentes FD usadas são 

aquelas propostas por Deringer e Suich (1980). 

Para melhoramento simultâneo dos processos de biodegradação de querosene (máxima 

concentração de biomassa) e de produção de biossurfactante (mínima tensão superficial) em água do mar 

por C.lipolytica UCP 0988 foi usada a otimização multirresposta por função de desejabilidade (Derringer, 

Suich, 1980). Seguindo a abordagem geral, as variáveis respostas concentração de biomassa (y1) e a 
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tensão superficial (y2) foram convertidas respectivamente, em funções de desejabilidade específicas, d1 e 

d2, variando no intervalo [0,1], onde se a resposta yi (i=1,2) está em seu objetivo ou alvo, então di =1, e se 

a resposta está fora de uma região aceitável, di =0. Então, as variáveis dependentes pH (x1) e 

concentrações de sulfato de amônio (x2) e fosfato monobásico de potássio (x3) foram selecionadas para 

maximizar a desejabilidade global D, definida como a média geométrica das desejabilidade individuais e 

cujo valor também varia no intervalo [0,1].  

Um valor de D diferente de zero indica que todas as respostas estão simultaneamente em um 

intervalo desejável. Quanto mais próximo de 1 for o valor de D, mais globalmente ótima será a 

combinação dos diferentes critérios e mais próximos estarão os valores respostas dos valores alvos.  

A abordagem MSR-FD pode ser resumida nos seguintes passos: (i) realização de planejamento 

composto central e ajuste de modelos de segunda ordem para a concentração de biomassa e para a tensão 

superficial, (ii) definição das funções de desejabilidade parciais para a concentração de biomassa e para a 

tensão superficial e (iii) maximização da desejabilidade global em relação ao pH e as concentrações de 

sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio. É importante ressaltar que nas funções de 

desejabilidade parciais os pesos são considerados unitários.   

Em geral, AEMOS são projetados para achar uma bem distribuída aproximação da fronteira de 

Pareto, mas normalmente apenas uma pequena seção desta fronteira é de interesse prático (Mehnen e 

Trautmann, 2006). Na abordagem MSR-FD-AG proposta neste trabalho, planejamento composto central 

é empregado para obter medidas do critério de qualidade da produção de biomassa e da tensão superficial. 

A MSR é usada para construir as relações entre os fatores ou variáveis independentes do processo e os 

critérios de qualidade das variáveis resposta. O AG simples é usado para achar o objetivo otimizado 

simples, a FD é usada para avaliar a solução Pareto ótimo e a abordagem integrada MSR-FD-AG é usada 

para   gerar   soluções Pareto ótimo de interesse para o problema de OMR investigado. 

A abordagem MSR-FD-AG proposta neste trabalho pode ser considerada como uma extensão 

evolutiva da abordagem MSR-FD. A diferença é que na etapa de maximização da desejabilidade global 

da abordagem MSR-FD, para cada resposta avaliada (produção de biomassa e tensão superficial), os 

níveis do pH e das concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio são 



Cassimiro Júnior, R. Otimização Usando Algoritmos Genéticos de Biodegradação de Querosene em Água do Mar por Candida lipolytica UCP  0988 

 
 

 

72

especificados (pelo usuário) como sendo iguais aos valores ótimos identificados pela abordagem MSR-

AG. Desta forma, o conhecimento a priori obtido na abordagem MSR-AG sobre os dos níveis dos fatores 

de cada resposta é incorporado na abordagem MSR-FD, o que contribui para um tratamento mais 

eficiente de problemas multiobjectivos multimodais e para a obtenção de um conjunto de Pareto mais 

completo e diversificado. Os níveis dos fatores otimizados baseados sobre índices de desejabilidade são 

ótimos de Pareto. O índice de desejabilidade pode ser entendido como um método para seleção de uma 

solução Pareto-ótimo do conjunto Pareto-ótimo. De acordo com Mehnen e Trautmann (2006) funções de 

desejabilidade podem ser usadas para suportar uma busca evolucionária mais eficiente em problemas 

multiobjectivo com complexidade desbalanceada de objetivos simples.    

  

2.10. Ambientes Técnico-Científicos de Desenvolvimento Integrado 

 

 As análises de regressão, de variância e de desejabilidade realizadas a partir de dados experimentais de 

planejamento composto central foram desenvolvidas usando o software Statistica versão 8.0 (Statsoft. 

Inc, Tulsa/OK, USA). Os algoritmos genéticos foram desenvolvidos e executados usando o software 

Matlab R2010a versão 7.10.0.499 (The Math WorkTM, USA). 

 

3. Resultados e discussão 

  

3.1. Otimização Unirresposta – Abordagem MSR-GD   

 

3.1.1. Modelos para concentração de biomassa e tensão superficial 

 

Os dados experimentais de concentração de biomassa e tensão superficial obtidos no 

planejamento central composto para biodegradação de querosene e produção de biossurfactantes por 

Candida lipolytica UCP 0988 estão apresentados na Tabela 2. As equações 2 e 3 apresentam, 

respectivamente, modelos de segunda ordem para concentração de biomassa (
1y ) e tensão superficial (
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2y ) obtidos a partir dos referidos dados. As variáveis independentes 
1x , 

2x  e 3x  representam 

respectivamente o pH e as concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio.   

 

2
33

2
22

2
111 0,06762x3,41976x-0,78754x-1,20905x0,18975x-2,35068x17,39475 +++=y  

323121 0,11857x x0,14224xx0,02931x- x++                                                       (2) 

2
33

2
22

2
112 0,03749x0,67189x0,21301x1,15913x-0,04707x0,82867x-46,34691 ++++=y  

323121 0,25774x-x0,13937x-x0,50144x x+
                                                      (3) 

 

A precisão do ajuste de um modelo é expressa pelo coeficiente de determinação R2. Quanto mais próximo 

de 1 for o valor de R2, melhor é a correlação entre os valores observados e previstos. O coeficiente de 

determinação (R2=0,8862) do modelo para concentração de biomassa indica um bom grau de correlação 

entre os valores observados e os valores preditos, aproximadamente 89% da variabilidade da 

concentração da biomassa podem ser explicadas pelo modelo quadrático. Apesar da perda de biomassa 

devido à lavagem para extração do querosene residual e ao comportamento altamente não linear da 

mesma na região estudada, o modelo para concentração de biomassa apresentou um bom ajuste aos dados 

experimentais, ou seja, a falta de ajuste do modelo aos dados experimentais não foi estatisticamente 

significativa (p=0,2899>0,05). Por outro lado, o modelo para tensão superficial apresentou um alto 

coeficiente de correlação (R2=0,9569), indicando não justificar menos que 5% da variabilidade da tensão 

superficial pelo modelo, que também não apresentou falta de ajuste aos dados experimentais 

estatisticamente significativos (p=0,4398>0,05). A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos 

experimentalmente e os valores previstos pelas Eqs. (2) e (3) para a concentração de biomassa e a tensão 

superficial. 
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3.1.2. Análise e identificação de condição ótima para produção de biomassa 

 

Superfícies de resposta tridimensionais construídas usando a Eq. (2) são apresentadas na 

Fig.1, correspondendo aos efeitos combinados das concentrações de sulfato de amônio e fosfato 

monobásico de potássio (Fig.1(a)); do pH inicial e da concentração de sulfato de amônio (Fig.1(b)) e do 

pH inicial e da concentração fosfato monobásico de potássio (Fig. 1(c)) sobre a concentração de 

biomassa. Como se pode observar, a concentração de fosfato monobásico de potássio, o pH e a interação 

do pH com o fosfato monobásico de potássio, nesta ordem são os fatores que mais favorecem o aumento 

da concentração de biomassa. Na Fig. 1(a) pode-se observar o efeito altamente significativo do pH 

alcalino sobre a concentração de biomassa. Independente da concentração de sulfato de amônio, o 

aumento do pH, favorece o aumento da concentração de biomassa. A Fig.1(b) ratifica a importância de 

pH extremamente alcalinos ou ácidos para o aumento da concentração de biomassa e consequentemente 

para o aumento da biodegradação de querosene em água do mar por Candida lipolytica UCP 0988: tanto 

associações de pH alcalinos e altas concentrações de nitrogênio quanto associações de pH ácidos e baixas 

concentrações de nitrogênio favorecem o aumento da concentração de biomassa. Nas condições 

estudadas, praticamente independente da concentração de sulfato de amônio, concentrações de fosfato 

monobásico de potássio mais elevadas ou reduzidas produzem um efeito positivo sobre o aumento da 

concentração de biomassa (Fig.1(c)). A localização do ponto crítico (ponto de sela) foi obtida pela 

diferenciação da Eq. (2) com relação ao pH e as concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico 

de potássio e resolvendo o conjunto de equações algébricas resultantes. A máxima concentração de 

biomassa prevista pelo modelo foi 9,46 g/L, para pH 10,80 e concentrações de sulfato de amônio e fosfato 

monobásico de potássio, respectivamente iguais a 1,52 g/L e 12,60 g/L, e foi a princípio considerada 

como solução substituta ao ponto máximo local não encontrado.  A máxima concentração de biomassa 

obtida experimentalmente usando o meio otimizado nas referidas condições foi 10,20 ± 0,23 g/L.  Como 

o ponto crítico da superfície de resposta foi um ponto de sela, uma das soluções alternativas, discutida a 
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seguir, para obtenção das condições operacionais ótimas, foi a busca de ponto máximo global nos limites 

da região explorada usando AG. 

 

3.1.3. Análise e identificação de condição ótima para produção de biossurfactante. 

 

Superfícies de resposta tridimensionais construídas usando a Eq. (4) são apresentadas na 

Fig. 2, correspondendo aos efeitos combinados das concentrações de sulfato de amônio e fosfato 

monobásico de potássio (Fig.2(a)); do pH inicial e da concentração de sulfato de amônio (Fig.2(b)) e do 

pH inicial e da concentração fosfato monobásico de potássio (Fig.2(c)) sobre a tensão superficial. Nas 

condições estudadas, o aumento do pH e as interações do pH com o fosfato monobásico de potássio e do 

sulfato de amônio com o fosfato monobásico de potássio, nesta ordem, favorecem a redução da tensão 

superficial. Na Fig. 2(a) pode ser observado que o aumento da concentração de fosfato monobásico de 

potássio e a redução da concentração de sulfato de amônio contribuem para a redução da tensão 

superficial dos meios para degradação de querosene e produção de biossurfactantes por Candida 

lipolytica UCP 0988 em água do mar. A importância da alcáli-tolerância da levedura Candida lipolytica 

UCP 0988 para a produção de biossurfactante fica evidente nesta figura. A forte influência do pH alcalino 

e extremamente alcalino sobre a redução da tensão superficial pode ser observada nas Fig. 2(b) para 

baixas concentrações de sulfato de amônio e na Fig. 2(c) para concentrações elevadas de fosfato 

monobásico de potássio. A localização do ponto ótimo (ponto de sela) foi obtida pela diferenciação da 

Eq. (3) com relação ao pH e as concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio e 

resolvendo o conjunto de equações algébricas resultantes. A mínima tensão superficial prevista pelo 

modelo foi 45,47 mN/m para pH 2,91 e concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de 

potássio, respectivamente iguais a 2,64 g/L e 5,53 g/L. A mínima tensão superficial obtida 

experimentalmente usando o meio otimizado foi 47,80 ± 5,79 mN/m.   Os resultados obtidos neste caso 

mostram algumas das limitações da modelagem usando MSR. Como pode ser observado, o valor previsto 

para o pH é um valor externo a superfície experimental investigada no presente trabalho. Modelos 

baseados em MSR tendem a não realizar uma boa extrapolação dos dados.  Isto indica que a solução 
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obtida usando MSR pode não convergir para soluções mais satisfatórias ou a solução ótima, o que ratifica 

o problema de baixa capacidade de modelagem devido ao uso de polinômios de segunda ordem. Para 

construir melhores modelos de superfícies de resposta para a tensão superficial sugere-se o uso de 

polinômios de ordem superiores ou modelos baseados em redes neurais artificiais, que não foi abordado 

neste trabalho devido às definições do escopo do trabalho e as restrições de tempo.   Uma das soluções 

alternativas, discutida a seguir, para obtenção das condições operacionais ótimas, foi a busca usando AG 

de ponto mínimo global na região explorada. 

 

3.2. Otimização Unirresposta - Abordagem MSR-AG   

 

AG exploram todas as regiões do espaço de soluções usando uma população de indivíduos 

ou cromossomos. No presente trabalho, cada cromossomo ou indivíduo representa uma solução ou vetor 

tridimensional ( [ ]321 ,, xxxx= ) formado pelas variáveis independentes -pH e concentrações de sulfato 

de amônio e fosfato monobásico de potássio - dos modelos quadráticos baseados em MSR. Os modelos 

de segunda ordem obtidos usando MSR foram usados como funções objetivos, visando maximizar a 

concentração de biomassa (
1y ) e minimizar tensão superficial (

2y ). As buscas pelas condições 

operacionais ótimas (pH e concentrações de sulfato de amônio e fosfato de potássio) para maximização da 

concentração de biomassa e para minimização da tensão superficial foram restritas aos intervalos das 

variáveis especificados na Tabela 1. A Tabela 3 apresenta os valores dos parâmetros específicos dos AG 

(comprimento do cromossomo, tamanho da população, probabilidade de cruzamento, probabilidade de 

mutação e número de gerações) usados para maximizar a concentração de biomassa e para minimizar a 

tensão superficial. Cada variável independente ou gene foi representado por um número binário de 20 

bits, tamanho suficiente para obter a precisão desejada, sem comprometer os recursos computacionais 

disponíveis e considerando um tempo de processamento satisfatório. Consequentemente, cada 

cromossomo foi representado por 60 bits. Testes com populações iniciais de diferentes tamanhos foram 

realizados, considerando tanto a diversidade populacional quanto a convergência e o tempo de 
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processamento do AG. O tamanho 200 foi selecionado como ideal para o problema investigado. Então, 

uma população inicial de 200 indivíduos foi gerada aleatoriamente a partir da função objetivo, de modo a 

cobrir uniformemente todo o espaço de busca. Cada indivíduo foi avaliado usando a função objetivo 

como função de aptidão. Após a avaliação da aptidão dos indivíduos da população e seleção inicial 

aleatória dos pais, as populações intermediárias foram geradas por torneio estocástico, de tamanho 4, com 

reposição; operações genéticas de cruzamento em dois pontos e mutação foram aplicadas aos indivíduos 

selecionados de acordo com sua aptidão para produzir uma nova geração de indivíduos. Este processo foi 

repetido até o critério de parada (500 gerações ou convergência para solução) ser obtido.  

 

3.2.1. Otimização da concentração de biomassa 

 

Para avaliação do grau de aptidão de um cromossomo ou indivíduo da população, o 

cromossomo ou vetor tridimensional [ ]321 ,, xxxx=
 foi aplicado à função objetivo (Eq.2) com sinal 

negativo por tratar-se de um problema de maximização e a saída da função foi avaliada. Portanto, o grau 

de aptidão foi avaliado usando a seguinte equação: 

 

pop
pred
i

apt
i Niyf ,...,2,1, =−=                                                                                                     (4) 

 

Onde 
apt

if  denota o grau de aptidão da i-ésima solução candidata e 
pred
iy  refere-se a concentração de 

biomassa predita pela função objetivo (Eq.2) quando a i-ésima solução é usada como entrada.   

As três melhores condições operacionais (pH e concentrações de sulfato de amônio e fosfato 

monobásico de potássio) para maximização da concentração de biomassa obtidas após diversas 

explorações do espaço das soluções, usando diferentes populações iniciais selecionadas aleatoriamente, 

estão apresentadas na Tabela 4. A evolução da melhor concentração de biomassa sobre 500 gerações do 

AG e as magnitudes do pH e das concentrações de sulfato de amônio e fosfato de potássio para a melhor 

concentração de biomassa, estão representadas na Fig.3. Como pode ser observado na Fig.3(a), a 
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concentração de biomassa aumenta continuamente até a 20a geração na qual atinge o valor de 

aproximadamente 23,51 g/L e então permanece praticamente constante, ou seja, com mudança média no 

valor de aptidão inferior a 10-6.   

As três soluções supracitadas foram validadas experimentalmente e apresentaram valores de 

concentrações de biomassa próximos aos previstos pelo AG, conforme pode ser verificado na Tabela 4. 

Os resultados experimentais mostraram altos valores para concentração de biomassa. A média das três 

concentrações de biomassa obtidas experimentalmente usando as três melhores condições previstas pelo 

AG foi igual a 22,45 ± 0,97 g/L.  A aplicação de teste t de student (t =1,877187) para amostras pareadas 

mostrou que não existe diferença significativa (p=0,201293) entre o resultado experimental da validação e 

o resultado previsto pelo AG para a concentração máxima de biomassa na região estudada. 

Por outro lado, houve um aumento de 120,10% na concentração de biomassa obtida 

experimentalmente usando as condições identificadas pelo AG em relação ao valor experimental da 

concentração de biomassa obtido nas condições ótimas previstas por MSR. Os resultados obtidos 

ressaltam a diferença entre métodos de otimização local baseado em gradiente como MSR (estimação por 

derivação) e métodos de otimização global como AG, que são especialmente atrativos para problemas que 

usualmente exibem muitos ótimos locais. Compatibilizando-se os parâmetros ao esforço computacional, a 

otimização baseada em AG mostrou ser uma alternativa viável para otimização baseada em MSR. 

 

3.2.2. Otimização da tensão superficial 

 

Para avaliação do grau de aptidão de um cromossomo ou indivíduo da população, o 

cromossomo ou vetor tridimensional [ ]321 ,, xxxx=  foi aplicado à função objetivo (Eq.3) e a saída da 

função foi avaliada. Ou seja, o grau de aptidão foi avaliado usando a seguinte equação: 

 

pop
pred
i

apt
i Niyf ,...,2,1==                                                                                                  (5) 
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Onde 
apt

if  denota o grau de aptidão da i-ésima solução candidata e 
pred
iy  refere-se à concentração de 

biomassa predita pela função objetivo quando a i-ésima solução é usada  como entrada e popN
 
é o 

tamanho da população. 

As três melhores condições operacionais (pH e concentrações de sulfato de amônio e fosfato 

monobásico de potássio) para minimização da tensão superficial - obtidas após diversas explorações do 

espaço das soluções, usando diferentes populações iniciais selecionadas aleatoriamente, estão 

apresentadas na Tabela 5. A evolução da melhor tensão superficial sobre 500 gerações do AG e as 

magnitudes do pH e das concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio para a 

melhor tensão superficial, estão representadas na Fig. 4. Como pode ser observado na Fig. 4(a), a tensão 

superficial diminui continuamente até 25a geração na qual atinge o valor de aproximadamente 33,93 

mN/m e então permanece praticamente constante, ou seja, com mudança média no valor de aptidão 

inferior a 10-6.  

As três soluções foram validadas experimentalmente e apresentaram valores de tensão superficial 

mínima próximos aos previstos pelo AG, conforme pode ser verificado na Tabela 5. A média destes três 

valores de tensão superficial mínima obtidos experimentalmente usando as três condições previstas pelo 

AG foi igual a 34,31 ± 0,73 mN/m.  A aplicação de  teste t  de student  (t = -0,894960) mostra que não 

existe  diferença significativa  (p= 0,465250) entre  este resultado experimental  e o resultado previsto 

pelo AG para a tensão superficial  mínima. A comparação do valor médio experimental da tensão 

superficial obtidos nas condições ótimas previstas por AG com o valor médio da tensão superficial obtido 

nas condições ótimas previstas por MSR mostra que nas condições identificadas pelo AG houve uma 

redução de aproximadamente 28,22% na tensão superficial. Esta habilidade dos métodos computacionais 

evolucionários, como AG, em localizar máximos e mínimos globais em grandes espaços de busca, torna 

os mesmos uma ferramenta extremamente poderosa e prática para otimização/melhoramento de 

parâmetros e variáveis chaves em processos biotecnológicos. 

A diferença entre os resultados obtidos mostra que a abordagem MSR-AG apresentou melhor 

desempenho na localização do ponto ótimo global que a abordagem MSR-GD convencional; tanto no 
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problema de maximização da concentração de biomassa quanto no problema de minimização da tensão 

superficial no processo de biodegradação de querosene. Em casos de funções não lineares multimodais 

com vários mínimos locais, AG exploram mais eficientemente as superfícies de respostas.  

 

3.3. Otimização multirresposta – Abordagens MSR-FD e MSR-AG-FD 

 

Os resultados da OUR e da OMR usando as abordagens MSR-FD e MSR-AG-FD para 

maximização da produção de biomassa e minimização da tensão superficial, encontram-se sintetizados na 

Tabela 6. Experimentos foram realizados, em triplicatas, nas condições obtidas pela OUR e pela OMR.  

Em todos os casos, o desvio padrão médio e desvio padrão percentual foram calculados para validar os 

experimentos os resultados mostram que os valores experimentais apresentaram boa concordância com os 

valores previstos.  

Em processos de biodegradação de hidrocarbonetos, o pH e as concentrações de sulfato de 

amônio e fosfato monobásico de potássio encontram-se entre os fatores que exercem efeitos 

estatisticamente significativos sobre a produção de biomassa e a tensão superficial. Os critérios de 

qualidade considerados neste trabalho para biodegradação de querosene em água do mar foram máxima 

produção de biomassa e   mínima tensão superficial (máxima produção de biossurfactantes). Estes dois 

critérios de qualidade das saídas resultam em um problema de otimização multiobjectivo com objetivos 

conflitantes.  

Sendo os objetivos conflitantes, o problema pode apresentar soluções múltiplas, cada uma 

correspondendo a um compromisso ótimo entre estes objetivos.  Como não se tinha a priori 

conhecimento sobre a solução mais adequada (condição ambiental que resultasse em máxima produção e 

mínima tensão superficial) a busca foi direcionada para encontrar este tipo de solução, em quantidade 

suficiente para uma tomada de decisão rápida e eficaz. Portanto, foi necessário localizar um conjunto de 

soluções de Pareto (não dominadas) para a tomada de decisão a posteriori sobre as condições ótimas no 

processo de biodegradação.  



Cassimiro Júnior, R. Otimização Usando Algoritmos Genéticos de Biodegradação de Querosene em Água do Mar por Candida lipolytica UCP  0988 

 
 

 

81

Neste trabalho, as respostas obtidas para produção de biomassa e tensão superficial com os 

correspondentes índices de desejabilidades global (D) foram usados para avaliar a eficácia da otimização 

multirresposta. Os perfis para os valores previstos e desejabilidade encontram-se ilustrados nas Figuras 

5(a), 5(b), 6(a), 6(b) para fatores definidos, respectivamente: nos valores médios identificados pelas FD 

(MSR-FDa), nos valores ótimos identificados pelas FD (MSR_FDb), nos valores ótimos identificados pelo 

AG para a biomassa (MSR-FD-AGc) e (d) nos valores ótimos identificados por AG para a tensão 

superficial (MSR-FD-AGd).   

As comparações dos D das abordagens MSR-FDa, MSR-FDb , MSR-FD-AGc  e  MSR-FD-AGd  

mostram  que:  (i)  as abordagens  MSR-FDb e  MSR-FD-AGc atingiram  o  D máximo; (ii) a abordagem 

MSR-FD-AGc  permitiu uma sintonia fina da solução apresentada  pela abordagem MSR-FDb, com 

relação a concentração de  sulfato de amônio (iii)  as abordagens  MSR-FDb e  MSR-FD-AGc 

apresentaram valores do D  44% maior  que o da abordagem MSR-FD-AGd  e 50% maior que MSR-FD-

AGa. 

    A grande diferença entre as respostas obtidas pelas abordagens MSR-FD-AGc e MSR-FDa 

sugere a existência de uma condição sub-ótima local no ponto central do planejamento e ratifica a eficácia 

da abordagem MSR-FD-AGc para identificar condição global ótima ou próxima da ótima.  Por outro lado, 

a pequena mais significativa diferença entre as respostas obtidas pelas abordagens MSR-FD-AGc e MSR-

FDb indica que solução  identificada pela  abordagem  MSR-FD-AGc   domina a  solução  identificada 

pela  abordagem  MSR-FD-AGa (Figura 7) e consequentemente  a abordagem MSR-FD-AGc pode ser 

considerada como uma ferramenta alternativa  eficiente e confiável para otimização multirresposta do 

processo  de  biodegradação  de querosene por C.lipolytica UCP0988 em água do mar e de  outros 

bioprocessos,  que envolvam  funções objetivos  conflitantes e multimodais.   

As comparações dos valores experimentais da produção de biomassa e da tensão superficial 

mostram que nas condições identificadas pela abordagem MSR-FD-AGc houve:  um aumento de 143,48% 

na produção de biomassa e uma redução de aproximadamente 16,63% na tensão superficial em relação 

aos valores obtidos pela abordagem MSR-FDa; (ii)   um aumento de 109,35%   na  produção de biomassa 

e um aumento de aproximadamente 4,21% na tensão superficial em relação aos valores obtidos pela 
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abordagem MSR-FDd; (iii)  um aumento de 0,9%   na  produção de biomassa e uma redução de 

aproximadamente 1,85% na tensão superficial em relação aos valores obtidos pela abordagem MSR-FDb. 

De um modo geral, as abordagens MSR-FDb e MSR-FD-AGc,d  mostraram ser  adequadas para o 

problema de OMR de funções multimodais, envolvendo a  busca do melhor  compromisso  entre  

maximização de  concentração de biomassa e  minimização de tensão superficial. Entretanto, a 

abordagem MSR-FD-AGc mostrou ser mais precisa que a MSR-FDb, na localização de máximos e 

mínimos globais próximos a pontos de sela no espaço de busca da função objetivo, para funções 

altamente não lineares, descontínuas e multimodais.  Introduzida neste trabalho como uma extensão da 

abordagem MSR-FD, a abordagem MSR-FD-AG permite   ampliar e diversificar, de forma simples, 

rápida e eficiente, o conjunto de parâmetros que satisfazem os requisitos de qualidade de cada resposta 

investigada. A análise de viabilidade deste conjunto ampliado e diversificado de soluções ótimas de 

Pareto, realizada a posteriori, baseando-se no D e em diferentes pontos de vista práticos (técnico-

científico, sócio- econômico e ambiental), permite prevenir a tomada de decisão prematura por uma das 

soluções, evitando desperdício de tempo e recursos. A obtenção de soluções   múltiplas e diversas requer 

a análise de viabilidade   das mesmas, mas não obriga a escolha de uma única melhor solução, 

especialmente quando os resultados são conflitantes.  

 

4. Discussão 
  

  Os trabalhos pioneiros realizados por Atlas e Bartha (1973) e Atlas (1995), mostrando que as 

concentrações de nitrogênio e fósforo em água do mar são fatores limitantes para crescimento de micro-

organismos degradadores de hidrocarbonetos, têm sido ratificados ao longo dos anos (Leahy e Colwell, 

1990; Kirkpatrick et al., 2006; Adesodun e Mbagwu, 2008; Nikolopoulos e Kalogerakis, 2008; Zahed et 

al., 2010c).  Entretanto, pesquisas sobre desenvolvimento de meios de cultivo e otimização de   condições 

ambientais para degradação microbiana de querosene ainda são escassas na literatura (Shabir et al., 2008; 

Gouda et al., 2007; Wongsa et al., 2004; Nocentini et al., 1997, 1998). Embora, a identificação de 

condições ótimas de pH e de fontes de nitrogênio e fósforo para  degradação de hidrocarbonetos e 
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produção de bioemulsificantes e/ou biossurfactantes em água do mar natural ou artificial ou diluída 

também  venha sendo investigada   há anos (Atlas,1995; Zinjarde et al., 1997; Vance-Harrop et al., 2003, 

Albuquerque et al., 2006, Souza et al., 2012),  este é o primeiro  trabalho  a propor a aplicação de 

abordagens híbridas associando MSR, FD e AG   para resolver problema de OMR com  objetivos 

conflitantes  em processo de  biodegradação de querosene em água do mar por C.lipolytica UCP0988.  

Neste trabalho, as abordagens MSR-FD e MSR-FD-AG foram aplicadas com sucesso na 

identificação de condições ambientais - representando o melhor compromisso entre a maximização da 

produção de biomassa e minimização da tensão superficial. Nas referidas condições identificadas pelas 

abordagens MSR-FD-AGd, MSR-FDc, MSR-FD-AGb (Tabela 6), os valores das relações N/P e das 

tensões superficiais obtidas foram respectivamente iguais a 0,018 e 33,93 mN/m; 0,096 e 35,58 mN/ e 

0,11 e 35,87 mN/m, reforçando observações de trabalhos anteriores (Kitamoto et al., 1992; Albrecht et 

al., 1996; Amaral et al., 2010; Fontes et al., 2010) que sugerem que a síntese de biossurfactante acontece 

em condições de limitação de nitrogênio. Por outro lado, Gouda e colaboradores (2007) estudaram os 

efeitos de diferentes relações N/P sobre a degradação de querosene, por três diferentes micro-organismos 

(Pseudomonas sp. AP, Pseudomonas sp. CK e Gordonia sp.DM), usando uréia como fonte de nitrogênio 

e superfosfato como fonte de fósforo e não observaram efeitos significativos, decorrentes das variações 

das relações N/P sobre a biodegradação de querosene (2% v/v). O uso de diferentes fontes de nitrogênio 

também foi analisado e mostrou que o sulfato de amônio teve efeito inibitório sobre os três micro-

organismos investigados. Outros estudos relatam que o nitrogênio exerce um efeito mais significativo que 

fósforo na biodegradação de hidrocarbonetos de petróleo (Huang et al, 2008). 

A análise das condições que apresentaram o melhor compromisso entre produção de 

biomassa e redução de tensão superficial obtidas através das diferentes abordagens da OMR (Figura 7, 

Tabela 6), permite observar que o aumento do pH favoreceu o aumento da produção de biomassa e que 

em pH extremamente alcalino, a redução da fonte de nitrogênio favoreceu a redução da tensão superficial. 

Estes resultados estão de acordo com a análise das condições otimizadas pela OUR, segundo a qual o 

aumento do pH, a interação do pH com o fosfato de potássio e a interação do sulfato de amônio com o 

fosfato monobásico de potássio favoreceram a redução da tensão superficial, enquanto o aumento da 
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concentração de fosfato de potássio, o aumento do pH e a interação do pH com o fosfato monobásico de 

potássio favoreceram o aumento da produção de biomassa. 

 De acordo com a literatura, biossurfactantes podem emulsificar hidrocarbonetos, diminuir as 

tensões superficiais e interfaciais, aumentar a solubilidade dos hidrocarbonetos em água e 

consequentemente as taxas de biodegradação e biodisponibilidade dos hidrocarbonetos poluentes (Banat, 

1995ab; Banat et al., 2000; Miller, 1996; Thiem, 1994; Guha e Jaffe, 1996; Hua et al., 2003). Zinjarde e 

Pant (2002) estudaram a produção de emulsificantes por Y .lipolytica NCIM 3589 na presença de alcanos 

ou petróleo bruto e    observaram,    na fase estacionária,  produção extracelular de emulsificantes, sob  

condições de excesso de carbono e limitação de nitrogênio. Outros requisitos para produção extracelular 

de bioemulsificante foram pH inicial 8 e concentração de cloreto de sódio de 2 a 3%.   Lovaglio et al 

(2011) relatam terem encontrado a mais alta atividade de emulsificação de ramnolipídeos de 

P.aureginosa LB com querosene, em pH variando de 5 a 9, indicando que o biossurfactante produzido 

por P.aureginosa LBI pode ser usado sob condições de pH extremo em processos de biorremediação 

ambiental.  

Neste trabalho, o pH extremamente alcalino não inibiu o crescimento de C.lipolytica UCP 0988 e 

a biodegradação de querosene em água do mar, suplementada com sulfato de amônio e fosfato 

monobásico de potássio, possivelmente porque sob condições altamente estressantes, a levedura deve ter 

produzido biossurfactantes e enzimas capazes de quebrar e aumentar a biodisponibilidade das cadeias de 

hidrocarbonetos do querosene, única fonte de carbono microbiana. Através de sua atividade metabólica, 

C. lipolytica UCP 0988 deve ter produzido, metabolitos ácidos extracelulares que reduziram o pH do 

meio externo. Portanto, pode-se supor que o pH interno da célula deve ter permanecido perto do neutro, 

mesmo com o pH do meio externo extremamente alcalino. Estes resultados reforçam trabalho pioneiro 

desenvolvido por Zvyagilskaya e Persson (2004), de acordo com o qual as leveduras são dotadas de um 

sistema de aquisição de fosfato inorgânico (Pi), dependente de íon de sódio (Na+), com alta capacidade, 

alta afinidade e finamente controlado.  No referido trabalho, os autores mostram as vantagens de uma 

variedade de levedura Yarrowia lipolytica, osmo-halo-álcali tolerante, como um modelo de organismo 
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promissor para estudo de Pi sobre grandes flutuações nos valores de pH do meio de crescimento e 

especialmente em valores de pH alcalinos.  

Nas  diferentes condições  identificadas  pelas OUR e pela  OMR  (Tabela 6),  a levedura 

Candida lipolytica UCP 0988   foi capaz de metabolizar  querosene e produzir biossurfactantes em água 

do mar extremamente alcalina suplementada com sais de nitrogênio e fósforo, apresentando 

características  de osmo-álcali tolerância  que sugerem seu uso  na  biorremediação de ambientes 

marinhos e lacustres contaminados com petróleo e derivados e na produção  de  bioprodutos de  alto valor 

agregado (biossurfactantes, bioemulsificantes e enzimas).   

 

5. Conclusões 

 

A levedura Candida lipolytica UCP 0988 é capaz de utilizar querosene e produzir biossurfactantes 

em água do mar em condições extremas de alcalinidade quando adequadamente suplementada com fontes 

de nitrogênio e fósforo. As abordagens híbridas baseadas na associação de MSR, FD e AG são 

alternativas viáveis a abordagem convencional, baseada em MSR e GD - para identificar condições 

operacionais (pH e concentrações de sulfato de amônio e fosfato monobásico de potássio) que 

representem o melhor compromisso entre biodegradação de querosene (maximização de biomassa) e 

produção de biossurfactante (minimização de tensão superficial) em água do mar por Candida lipolytica 

UCP 0988. Abordagens similares, baseadas em MSR, FD e AG, podem ser usadas para modelagem e 

otimização de outros processos biotecnológicos e de biorremediação ambiental. 
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Tabela 1. Níveis e valores dos fatores do planejamento composto central 

 

Fator 
 Nível    

-1,68 -1 0 +1 1,68 

pH 4,03 6,00 8,90 11,80 13,77 

(NH4)2SO4 (g/L) 0,32 1,00 2,00 3,00 3,68 

KH2PO4 (g/L) 1,24 6,00 13,00 20,00 24,76 
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Tabela 2. Matriz codificada das variáveis independentes do planejamento central composto e 

valores observados experimentalmente e previstos por MSR para a concentração de biomassa e a 

tensão superficial (TS) 

 

 

Ensaio pH Sulfato Fosfato Biomassa 

Observada 

(g/L) 

Biomassa 

Prevista 

(g/L) 

TS 

Observada 

(mN/m) 

TS 

Prevista 

(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   5,21 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.  Parâmetros específicos usados nas otimizações baseadas em AG 

 

Parâmetro Específico 

Maximização da 

Concentração de 

Biomassa 

Mininização da Tensão 

Superficial 

chrl (comprimento do cromossomo) 60 60 

popN (tamanho da população) 200 200 

crp (probabilidade de cruzamento) 0,80 0,80 

mutp (probabilidade de mutação) 0,05 0,05 

max
gN (número de gerações)  500 500 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



Cassimiro Júnior, R. Otimização Usando Algoritmos Genéticos de Biodegradação de Querosene em Água do Mar por Candida lipolytica UCP  0988 

 
 

 

96

Tabela 4. Concentrações de biomassa previstas e validadas experimentalmente em condições 

operacionais ótimas determinadas usando abordagem híbrida MSR- AG 

 

Solução 

Otimizada 

por AG 

Número 

de 

Gerações 

pH (NH4)2SO4 

(g/L) 

KH2PO4 

(g/L) 

BIO prevista 

por AG-MSR 

(g/L) 

BIO 

Experimental  

(g/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 

* CV        0,00111 0,39952 0,0002 0,000874 4,327911 

BIO– Concentração  de  Biomassa                        DP-Desvio Padrão                                    CV –Coeficiente de Variação 
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Tabela 5. Condições de meios para degradação de querosene e produção de biossurfactantes por 

Candida lipolytica UCP 0988 otimizadas para mínima tensão superficial (TS) usando abordagem 

híbrida RMS- AG. 

 

Solução 

Otimizada 

por AG 

Número 

de 

Gerações 

pH (NH4)2SO4 

(g/L) 

KH2PO4 

(g/L) 

TS Prevista 

por AG-MSR 

(mN/m) 

TS 

Experimental 

(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 –Tensão Superficial                  DP-Desvio Padrão                           CV –Coeficiente de Variação 
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Tabela 6. Condições de meios para biodegradação de querosene e produção de biossurfactante em água 

do mar por C.lipolytica UCP 0988 usando diferentes técnicas de otimização  

 

 
Técnica 

Otim. 

Condições Otimizadas 

Variável 

Otimizada 

Validação  

D 

Desvio 

Tipo 

Otim. 

pH 

 

(NH4)2SO4 

(g/L) 

KH2PO4 

(g/L) 

Valor 

Prev. 

Valor 

Exp 

Padrão 

Médio 

Relativo 

(%) 

 MSR-GD 10,80 1,52 12,60 BIO  

(g/L) 

9,46 10,20 - 0,37 7,25 

OUR 

MSR-AG 13,77 2,38 24,76 23,51 22,45 - 0,53 4,72 

MSR-GD 2,91 2,64 5,53 
TS  (mN/m) 

45,47 47,80 - 1,17 4,87 

MSR-AG 13,77 0,32 17,78 33,93 34,31 - 0,19 1,11 

OMR 

MSR-FDa  8,90 2,00 13,00 
 

 

BIO      

(g/L) 

e 

TS     

(mN/m) 

8,54 9,2 
0,5 

0,33 7,17 

42,4 44,5  1,05 4,72 

MSR-FDb 13,77 2,84 24,76 
23,34 22,2 

1  
0,57 5,14 

35,87 37,8 0,97 5,11 

MSR-FD-

AGc 
13,77 2,38 24,76 

23,54 22,4 
1 

0,57 5,09 

35,58 37,1 0,76 4,10 

MSR- FD 

AGd 
13,77 0,32 17,78 

10,3 10,7 
0,66 

0,20 3,74 

 33,93 35,6 0,84 4,69 

OUR- Otimização Unirresposta OMR – Otimização Multirresposta MSR- Metodologia de Superfície de Resposta  GD-  Método Gradiente AG – Algoritmo Genético 

 FD – Função de desejabilidade  a - fatores definidos nos valores ótimos previstos por FD  b – fatores definidos nos valores  médios c - fatores definidos na condição ótima para BIO prevista  por 

AG  d - fatores definidos na condição ótima para TS prevista por  AG   BIO – Biomassa   TS – Tensão  Superficial D- Desejabilidade 
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LEGENDA DAS FIGURAS 

 

Figura 1. Superfícies de resposta da concentração de biomassa do modelo ajustado aos dados do 

planejamento composto central: (a) interação da concentração de sulfato de amônio e fosfato monobásico 

de potássio, (b) interação da concentração de sulfato de amônio e do pH e (c) interação da concentração  

de fosfato monobásico de potássio e pH. 

Figura 2. Gráficos de superfícies de resposta da tensão superficial do modelo ajustado aos dados do 

planejamento composto central: (a) interação da concentração de sulfato de amônio e fosfato monobásico 

de potássio, (b) interação da concentração de sulfato de amônio e do pH e (c) interação da concentração  

de fosfato monobásico de potássio e pH. 

Figura 3. (a) Melhores valores de biomassa (aptidão) em cada geração e(b) melhor condição operacional 

(solução) na geração atual 

Figura 4. (a) Melhores valores de tensão superficial (aptidão) em cada geração e (b) melhor condição 

operacional (solução) na geração atual 

Figura 5. Perfis para  valor  previsto da biomassa  e desejabilidade: (a) fatores definidos no ponto ótimo, 

(b) fatores definidos no ponto central (valores médios)   

Figura 6. Perfis para  valor  previsto da tensão superficial  e desejabilidade: (a) fatores definidos nos 

valores ótimos identificados por AG para a biomassa (b) valores definidos nos valores ótimos 

identificados por AG para a tensão superficial 

Figura 7 – Compromisso entre produção de biomassa e  redução de tensão superficial obtido usando a 

abordagem MSR-FD-AG 
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Figura 1(a) 
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Figura 1(b) 
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Figura1(c) 
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Figura 2(a) 
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Figura 2(b) 
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Figura 4(a) 
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Figura 5(b) 
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Figura 7 
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