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RESUMO

Estratégia de ampliagdo e escala em dois estagios foi adotada para ampliar o processo de
biodegradacao de 6leo diesel por Candida lipoytica UCP 0988 em agua do mar da escala
de frascos de Fernbach de 2.8 L para escala de biorreator de bancada de 5L.
Planejamento fatorial completo 22 foi realizado, em escala de frascos de Fernbach, para
investigar os efeitos da concentragdo inicial de biomassa (inéculo) e da agitacdo sobre
a concentracdo de biomassa, o pH, a tensdo superficial e a percentagem de
biodegradacdo do total de hidrocarbonetos, apds 216h. A agitacdo influenciou a
concentracao de oxigénio dissolvido, que por sua vez afetou o crescimento, bem como a
biodegradacdo de hidrocarbonetos. Em ambas escalas, a levedura utilizou o 6leo diesel,
tipo B7, a 10%, como Unica fonte de carbono e energia, degradando total ou parcialmente
hidrocarbonetos alifaticos, ramificados e nédo ramificados e hidrocarbonetos aromaticos.
Estes dltimos, apresentaram maior resisténcia a biodegradacdo. A formacédo de biofilme
contribuiu para aumentar a eficiéncia da degradacéo de hidrocarbonetos. Em escala de
biorreator de 5L, apds 9 dias de processo de biodegradacdo de 6leo diesel foram
sintetizadas 7,2 g/L de massa celular, em liquido metabdlico com pH, salinidade, tensdo
superficial e atividades de emulsificacdo para emulsbes com n-hexadecano, 6leo diesel e
6leo de milho, respectivamente iguais a 3,3; 47%, 38,36 mN /m, 4.416 UAEA; 4.409 UAE e
4.024 UAE. Foi constatada a biodegradacdo de aproximadamente 67% dos picos de
hidrocarbonetos resolvidos por cromatografia gasosa/espectrometria de massa. A
estratégia de scale-up adotada foi eficaz podendo ser empregada na ampliacdo do

processo para escalas maiores.

Palavras-Chaves: Yarrowia lipolytica, hidrocarbonetos, petroleo, biorremediacao,

biossusrfactante, biofilme.
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ABSTRACT

Strategy scale-up in two stages was adopted to the process of biodegradation diesel
Candida lipoytica UCP 0988 in sea water, in 2.8-L Fernbach flasks and in 5-L bench
bioreactor to study the effects of agitation, aeration and inoculum concentration on diesel oil
degradation process by Candida lipolytica UCP 0988 in sea water. 22 full factorial design
was carried out on a scale of Fernbach flasks, to investigate the effects of the initial biomass
concentration (inoculum) and agitation on the biomass concentration, pH, surface tension
and the rate of biodegradation of total hydrocarbons after 216h. Stirring influence the
concentration of dissolved oxygen, which in turn affected the growth and hydrocarbon
biodegradation. In both scales, the yeast used diesel oil, B7 type, 10% as a sole source of
carbon and energy, degraded partially or totally aliphatic, branched and unbranched
hydrocarbons and aromatic hydrocarbons. The latter showed increased resistance to
biodegradation. Biofilm formation contributed to increase hydrocarbon degradation
efficiency. Scale 5L bioreactor after 9 days of diesel oil biodegradation process were
synthesized 7.2 g/L cell mass in metabolic liquid with pH, salinity, surface tension and
emulsifying emulsions activities with n-hexadecane, diesel oil and corn oil, respectively
equal to 3.3; 47%, 38.36 MmN / m 4,416 UEA; 4,409 UEA and 4,024 UEA. It was also verified
biodegradation of approximately 67% of the hydrocarbon peaks resolved by gas
chromatography / mass spectrometry. The scale-up strategy adopted was effective and can

be used in the scale up process to larger scales.

Key Words: Yarrowia lipolytica, hydrocarbons, petroleum, bioremediation, biosurfactant,

biofilm.
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1. INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, o desenvolvimento de bioprocessos vem
crescendo em tecnologia, procedimentos, produtividade e rendimento, ocasionando
uma busca na formacdo de pessoal e das competéncias dos pesquisadores
envolvidos, com o objetivo de se ampliar as escalas de producdo dos produtos de
interesse, sob um ponto de vista econbmico (OTERO; NIELSEN, 2010),
principalmente na producédo de artigos de grande valor comercial.

Um exemplo emblematico de uma ampliacdo de bioprocessos da escala de
laboratério para escala industrial € producdo de penicilina, que foi iniciada ha mais
de 70 anos e apos sucessivas melhorias no desenvolvimento do processo de
ampliacdo de escala, hoje atinge uma marca 100.000 vezes maior do que a original
(ROKEM et al., 2007; WANG et al., 2015).

Essa perspectiva em bioprocessos tem permitido sua aplicacdo em processos
de biorremediacéo, inclusive no tratamento de residuos de petréleo, tais como 0s
gerados por combustivel diesel, que pode causar sérios danos ao meio ambiente e
aos organismos vivos (PAIXAO et al., 2007; DE BARROS et al., 2014)

A aplicabilidade de tratamentos varia de acordo com fatores tais como,
caracteristicas do 6leo, do local contaminado, do potencial bioquimico dos micro-
organismos e da natureza da operacdo de gerar contaminagdo, como por exemplo,
exploracdo, refino, armazenagem, distribuicdo, transporte (DE BARROS et al.,
2014).

Poluicdo do meio ambiente por varios hidrocarbonetos de petroleo é um grande
problema. Desastres ecoldgicos que ocorrem com frequéncia em grande escala,
mostram o quéo € importante dispor de técnicas apropriadas que possam ajudar na
rapida remediacdo do meio ambiente (KACZOREK et al., 2015).

A exploracao, o refino, o transporte e até mesmo a comercializacéo de petroleo
e seus derivados, sao atividades com alto potencial de causar impacto ambiental,
seja por riscos de possiveis incidentes com derrames de Oleo ou 0s riscos
ambientais inerentes a cada processo que envolva os Oleos pesados (XU et al.,

2013; XUE et al.,, 2015). As refinarias, devido a sua natureza de processar o
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petréleo bruto, tem esses riscos aumentados decorrentes do alto volume envolvido
em suas operacdes (ONUR, 2015).

Em Pernambuco, localizada no Complexo Industrial e Portuario de Suape, a
refinaria Abreu e Lima, dentre todas as refinarias brasileiras, tem a maior taxa de
conversado de petrdleo cru em diesel (70%), com capacidade de processamento de
230 mil barris de petréleo por dia, tendo como objetivo principal produzir 6leo diesel
e viabilizar o atendimento da demanda de derivados da regido Norte e Nordeste,
com reducdo das importagcdes (PETROBRAS, 2015).

Os derramamentos de petrdleo sdo dificeis de se evitar durante o
processamento e entrega final do petréleo (FUENTES et al., 2014). Diante dessa
problematica e com o inicio das operagbes da Refinaria previsto para 2018
(PETROBRAS, 2015), os problemas decorrentes de derramamentos de petroleo e
derivados e de despejos de efluentes industriais na costa brasileira devem
aumentar, assim como as responsabilidades técnico-cientifica e sdcio-econbmica-
ambiental dos setores industrial, académico e governamental.

Os acidentes ocorridos no Rio de Janeiro, em 2011, com as empresas
petroliferas Chevron e Modec, alertam para a urgéncia da implantacdo de um plano
estadual de contingéncia contra vazamento de petréleo e derivados e de
investimentos em pesquisa e desenvolvimento de técnicas eficazes de
biorremediacdo de ambientes marinhos e terrestres contaminados por petroleo e
derivados (ALBUQUERQUE, 2013).

Recentemente Moscoso et al. (2015), obtiveram resultados promissores em
processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos em escala de frascos utilizando
Pseudomonas stutzeri CET 9030, o que os fez partir para escala de biorreator de
bancada, onde também obtiveram resultados satisfatorios para contaminantes
estruturalmente diferentes, como fluido de trabalho de metais, hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos e inseticidas com clorpirifos, evidenciando a viabilidade da
Pseudomonas stutzeri CET 9030 para aplicacdo em processo de biodegradacdo em
escala industrial.

O dleo diesel, em suas diversas denominacdes, é o principal petroderivado

comercializado no mercado brasileiro, utilizado no transporte de cargas e de
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passageiros, em embarcacdes, na inddstria, na geracdo de energia, has maquinas
para construcdo civil, nas maquinas agricolas e locomotivas (PETROBRAS, 2014).

Diante do fato do Oleo diesel ser um dos principais produtos que sera produzido
pela Refinaria Abreu e Lima, foi escolhido para ser o contaminante a ter sua
biodegradacédo verificada, sendo utilizado como Unica fonte de carbono nos
experimentos propostos na presente pesquisa com a levedura Candida lipolytica
UCP 0988, baseado em resultados de estudos anteriores sobre biodegradacéo de
Oleo diesel em agua do mar, em escala de frascos (SOUZA et al., 2012).

Tais estudos sugeriram uma ampliacdo do processo de biodegradacéo de 6leo
diesel em agua do mar, por Candida lipolytica, com o objetivo de verificar a
biodegradacdo em volumes maiores, visando a possivel aplicacdo desse processo

no caso de ocorréncias de contaminacédo com hidrocarbonetos no meio ambiente.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar a ampliacdo de escala (scale-up) de processo de biodegradacéo de 6leo diesel por
Candida lipolytica UCP 0988, em agua do mar da escala de frascos para a escala de

biorreator de bancada.

1.1.2 Objetivos especificos

1. Realizar o scale up do processo de biodegradacdo da escala de frascos de
Erlenmeyer para a escala de frasco de Fernbach;

2. Realizar o scale up do processo de biodegradacdo da escala de frasco de

Fernbach para a escala de biorreator de bancada;
3. Investigar o efeito da salinidade sobre o processo de biodegradacéo;

4. Investigar os efeitos da agitacdo e da concentracédo do inOdculo sobre o consumo
de 6leo diesel, a concentracdo de biomassa, a atividade de emulsificacdo, a

tensdo superficial e eficiéncia da biodegradacéao;

5. Analisar a redugao de hidrocarbonetos nas amostras obtidas em processos de

biodegradacéao de Oleo diesel.
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1.2 REVISAO DA LITERATURA

1.2.1 Ampliacéo de escala

A ampliacdo de escala € um procedimento em que o0s resultados experimentais
com equipamento de menor escala sdo empregados para projetar e construir um
sistema de maior escala, sendo considerado um importante passo no
desenvolvimento de processos. Em geral, o desenvolvimento de um processo tem
inicio em uma escala de producdo menor, passando posteriormente para uma
escala maior, sendo que experiéncias em pequena escala tem uma tendéncia em
predeterminar os parametros de desempenho em escalas maiores (OKONKOWSKI
et al., 2005; FARREL, 2012).

No desenvolvimento de um processo, quando s&o encontradas condi¢des
econdmicas adequadas de operacdo em escala reduzida, as quais com frequéncia
correspondem a obtencéo de valores elevados para a produtividade e rendimento do
produto de interesse, sob o ponto de vista econémico, ha a necessidade de se
ampliar a escala de producado, sendo essa variagdo denominada de ampliacdo de
escala ou scale-up (EINSELE, 1978; PEREIRA; LEMOS, 2004). O objetivo de um
processo de aumento de escala € ampliar as quantidades de produgcdo com
produtividade e qualidade semelhantes ou superior (QU; REN; HUANG, 2013).

1.2.1.1 Ampliagéo de escala em processos biotecnoldgicos

7

A ampliacdo em bioprocessos normalmente € realizada em trés escalas:
bancada, na qual procedimentos béasicos e parametros de processo sao
especificados; piloto, na qual as condi¢cdes de operacao sao otimizadas; e industrial,
na qual o processo deve ser economicamente viavel. O sucesso dessa atividade
depende da identificagdo do critério de ampliacdo de escala mais adequado para
cada processo (OKONKOWSKI, 2005). Uma ampliacdo de escala eficaz é a chave
para a resolucéo efetiva de problemas em grande escala, e seu desenvolvimento
deve ser uma prioridade (JUNKER, 2004).
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Entretanto, é importante que um processo de producdo possa ser operado
tanto em pequena, quanto em grande escala, sendo fundamental do ponto de vista
de desenvolvimento de processos, pois a variacdo de escala tem grande importancia
para a otimizacdo, uma vez que tanto se pode ter uma reducdo de escala (scale
down), quanto uma ampliacdo de escala (Scale up). Portanto, o processo de
downstream deve ser levado em consideracao no processo de ampliacao de escala,
pois grandes volumes e/ou concentracdo de produtos podem interferir em sua
estratégia (BAART et al., 2007).

Ao longo das ultimas décadas, as fermentacdes em escala industrial, utilizando
uma ampla gama de micro-organismos, células vegetais e animais tem sido
extensivamente utilizada para a producdo de produtos comerciais, tais como
substancias alimentares, biomateriais, vacinas, produtos farmacéuticos, pigmentos e
biocombustiveis (OTERO; NIELSEN, 2010). Decisbes econdmicas sobre o0s
investimentos para novos bioprocessos sdo normalmente baseados em resultados
em escala de laboratério (TAKORS, 2012; WANG et al., 2015).

Um exemplo importante tem sido a fabricacdo industrial de penicilina, que foi
iniciada ha mais de 70 anos e a produtividade das atuais linhagens esta 100.000
vezes maior do que a estirpe original, por meio de sucessivas implementagdes de
projetos de biorreatores, planejamento de experimentos e otimizagdes de processos
(ROKEM et al., 2007; WANG et al., 2015).

Geralmente antes de ampliar a escala de bioprocessos, todos 0s parametros
devem ser inicialmente otimizados através de um cultivo em pequena escala. No
entanto, nem sempre os parametros otimizados podem ser transferidos diretamente
de pequenos cultivos para cultivos maiores, devido a inconsisténcia de condi¢bes
entre eles (LI et al., 2015)

Hoje, o desenvolvimento de novos bioprocessos é muitas vezes uma estratégia
de tentativa e erro, que depende fortemente da formacdo profissional e da
competéncia do pessoal técnico e dos cientistas ligados as pesquisas. Geralmente
leva cerca de 5 a 10 anos a partir das primeiras discussfes para a criacao final de
um processo em grande escala bem sucedido (NEUBAUER et al., 2013).

Em laboratérios de pesquisa, a caracterizacdo do estado metabdlico das

células é realizada principalmente em sistemas de cultura homogéneos. Abordagens
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analiticas para uma compreensdo abrangente das redes metabdlicas em culturas
microbianas sao baseadas, principalmente, em culturas desenvolvidas em pequena
escala, que estdo em um estado de equilibrio ou se submetem a mudancas
dindmicas. No entanto, observa-se que em uma ampliacdo de escala de
bioprocesssos € importante compreender que as células em biorreatores de grande
escala sdo expostas continuamente a mudancas rapidas, devido a um ambiente ndo
homogéneo. Abordagens analiticas que buscam uma compreensao de bioprocessos
em grande escala precisam aplicar simuladores especificos (NEUBAUER; JUNNE,
2010).

1.2.1.2 Importancia da ampliacdo de escala em processos biotecnoldgicos

Atualmente o desenvolvimento de processos biotecnoldgicos em
microbiorreatores e minibiorreatores tem desempenhando um importante papel na
triagem das melhores condicbes de operacdo e rendimento, permitindo o
monitoramento e estratégias de controle para cultivo em escala maior de producéo
(GERNAEY et al., 2012; LATTERMANN; BUCHS, 2015).

Estudos sobre a ampliacdo de escala de processos biotecnoldgicos tém focado
principalmente em escala de laboratério, uma vez que é dificil manter todos os
parametros fisicos ou quimicos constantes durante o curso do processo. No decorrer
da ampliacdo de um processo, a partir de escala em volume laboratorial, € essencial
conhecer os fatores criticos que afetam a implementacdo do scale-up para as
escalas piloto e industrial (QU; REN; HUANG, 2013).

Os perfis de concentracdo em biorreatores de producédo industriais
caracterizam-se pelo aparecimento de grandes gradientes de concentracdo. As
células em reator de larga escala passam por mudancas constantes em seu
ambiente, podendo ter sua fisiologia alterada em comparacdo com células que foram
cultivadas em escalas menores. Como consequéncia, bioprocessos em grande
escala sao frequentemente caracterizados por uma forte dindmica com a qual as
células séo forcadas a lidar (NEUBAUER; JUNNE, 2010).

Um dos principais desafios para a biotecnologia industrial € o desenvolvimento
de processos em larga escala. Um processo de Scale up bem sucedido requer uma
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boa compreensdo das interacdes entre o biocatalisador, a quimica e o ambiente
fisico no reator. No entanto, é dificil de controlar o ambiente fisico durante o
processo de aumento de escala (TUFVESSON et al., 2010).

1.2.1.3 A modelagem no processo de ampliagéo de escala

Em geral, na industria biotecnolégica e na engenharia de bioprocessos, 0S
modelos sdo usados em projeto, controle e otimizagao (TABRIZI et al., 2011). A
complexidade dos bioprocessos tem impulsionado a crescente busca por projetos e
controles mais eficientes, exigindo modelos mais precisos e robustos (PREISIG,
2010; CHATRE et al., 2011).

Modelos ndo sao utilizados apenas para descrever 0s organismos Vvivos, eles
também sdo essenciais para mapear sistemas complexos em menor dimenséo e
obter medi¢des indiretas quando aplicados como sensores baseados em software
ou softsensores (NEUBAUER et al., 2013).

O significado de modelagem em biotecnologia aumentou significativamente
dentro do contexto de biologia de sistemas, visando compreender os complexos
mecanismos de regulacdo dindmica dos sistemas celulares (KITANO, 2002a;
KITANO, 2002b). Diversos modelos, que descrevem satisfatoriamente processos
complexos desenvolvidos em grande escala (MANENTI, 2011), também vem sendo
relatados na literatura.

A combinagdo adequada das técnicas de simulacdo de grande escala de
sistemas heterogéneos, juntamente com modelos detalhados para o comportamento
celular, deve produzir modelos precisos para bioprocessos em grande escala
(NEUBAUER et al., 2013).

Apesar de algumas abordagens pretenderem realizar a analise e a modelagem
de sistemas biolégicos com métodos normalmente aplicados em engenharia;
conceitos como reutilizacdo (usando modelos criados para outros organismos) e
modularidade (descrevendo a célula como um conjunto de médulos diferentes) sao
dificeis de serem aplicados em engenharia de bioprocessos (CSETE; DOYLE,
2002). Uma das principais razdes € que a dinamica celular, estrutura, resisténcia e
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crescimento dependem fortemente das condicdes extracelulares (NEUBAUER et al.,
2013).

No geral, para desenvolver modelos de sistemas bioldgicos € necessario
identificar parametros chaves e obter dados representativos dos mesmos. Na
maioria dos casos, o esforco experimental para a estimativa de parametros aumenta
exponencialmente a medida que cresce a complexidade do modelo. Diante disso,
obter informacdes sobre a dindmica celular (rede metabdlica e expresséo de genes

reguladores da célula) durante o scale-up de biprocessos, é um dos mais

importantes desafios a serem superados pela modelagem (NEUBAUER et al., 2013).

1.2.1.4 Ampliagéo de escala em biorreator

Em qualquer processo biotecnoldgico, o elemento principal € o bioreator, pois,
devidamente controlado, permite obter as transformacfes desejadas. Biorreatores
sdo reatores onde ocorrem uma série de reacBes quimicas catalisadas por
biocatalizadores. Os agentes das transformacdes em biorreatores podem ser
enzimas (processo enzimatico) ou micro-organismos Vivos (processo fermentativo)
(SCHARF JUNIOR et al., 2015). Os biorreatores séao classificados em:

+ Reatores em fase aquosa
e Células livres
v' Reatores agitados mecanicamente (STR stirred tank reactor)
v' Reatores agitados pneumaticamente
o Coluna de bolhas (bubble column)
o Reatores air lift
v' Reatores de fluxo em pistao
e Células imobilizadas em suportes
v" Reatores de leite fixo
v" Reatores de leite fuidificado
e Células confinadas entre membranas
v' Reatores com membranas planas
v' Reatores de fibra oca (hollow fiber)

+ Reatores em fase ndo-aquosa
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e Reatores estaticos
e Reatores com agitagdo
e Reatores de leite fixo
¢ Reatores com leite fluidificado géas - sélido
A figura 1 apresenta esquemas dos tipos de reatores mencionados acima.

FIGURA 1. Tipos de biorreatores: (a) STR; (b) Coluna de bolhas; (c)
“air lift”; (d) fluxo em pistao; (e) leito fixo; (f) leito fluidificado; (g) reator
com membranas planas; (h) fibra oca.
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Fonte: SCHARF JUNIOR (2015)

Além da importancia dos biorreatores, os processos de Upstream (tratamentos
iniciais que antecedem a operacao) e Downstream (tratamentos finais que englobam
produtos e subprodutos), também s&do importantes e devem ser cuidadosamente
considerados (SCHARF JUNIOR et al., 2015), ou seja, ndo sO 0 equipamento, mas

também os processos que sdo observados, devem ser ampliados (NEUBAUER,;
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JUNNE, 2010). A figura 2 apresenta as principais etapas de um processo

fermentativo genérico, utilizando biorreator.

FIGURA 2. Principais etapas de um processo fermentativo genérico em um

biorreator.
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No desenvolvimento de bioprocessos, ampliar progressivamente para volumes
maiores utilizando-se de biorreatores para desenvolvimento e implantacdo de
processos, € fundamental, uma vez que biorreatores sdo amplamente utilizados em
uma grande variedade de processos biologicos (tais como a fermentacao aerébia e
tratamentos de efluentes biologicos, entre outros) (GARCIA-OCHOA; GOMEZ, 2009;
CLARKE, 2013).

A tarefa é bastante complexa e apesar dos biorreatores serem primordiais a
ampliacdo de diferentes escalas, existem varios parametros que influenciam os
fendbmenos de transporte e a dindmica quimica dentro de um biorreator, além dos
parametros fisicos e operacionais (SCHIMDT, 2005; CLARKE, 2013)

Em biorreatores, de inicio, os processos sao realizados em escala reduzida,

em condicbes previamente otimizadas; nas quais parametros - como pH,
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temperatura, pressao, taxa de agitacdo e concentracdes de biomassa e nutrientes -
juntamente com um modo operacional — descontinuo (batelada, batelada alimentada
e por células em repouso, continuo) ou continuo — sdo pré-estabelecidos de maneira
a regular a catélise, promovendo um melhor rendimento em biomassa e/ou produto,
além de tentar minimizar os custos de producéao (CLARKE, 2013; DABHOLE, 2015).
No entanto, os parametros otimizados em cultivos em pequena escala, podem nao
ser reproduzidos diretamente para grandes fermentacdes, devido a diferenca nas
formas de cultivo (LI et al., 2015).

Para garantir a confiabilidade de um processo de ampliacdo de escala em
biorreator, h& a necessidade de aplicacdo de estratégias de controle para melhorar a
faixa de operacdo e a robustez do processo. Dessa forma, pode-se desenvolver
softsensores, com 0s quais 0s modelos sdo ajustados para condi¢des industriais
especificas, permitindo um projeto de softsensor valido em grande escala
(NEUBAUER et al., 2013).

1.2.1.5 Principios de bioprocessos para ampliacao de escala em biorreator

O desafio para a ampliacdo de escala de um bioprocesso ser bem sucedida, €
manter as cinéticas das variaveis em valores 6timos, durante todo o processo de
aumento de escala, conforme foram desenvolvidas em escala reduzida (MARQUES
et al., 2010)

Para manter o estado fisiolégico 6timo dos micro-organismos, todas as
variaveis fisicas e mecanicas devem, idealmente, permanecer as mesmas, sem
ignorar fatores essenciais como transferéncia de oxigénio, mistura de nutrientes e
tensdo superficial, que s&o importantissimos na ampliacdo de escala de
bioprocessos. Mudancas nestes parametros invariavelmente alteram o metabolismo
microbiano, comprometendo, assim, parametros cinéticos, tais como rendimentos e
produtividades (MARQUES et al., 2010; CLARKE, 2013),

Pode-se langcar mao do principio da semelhanga geomeétrica que implica na
utilizacdo de proporcdes idénticas entre pequenas e grandes escalas. Desta forma,
o efeito de diferentes escalas pode ser avaliado de forma sistemética (CLARKE,
2013).
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1.2.1.6 Escalas de desenvolvimento de processos em biorreatores

Inicialmente utilizam-se biorreatores em escalas menores (escala de frascos),
para se investigar qual o melhor micro-organismo a ser utilizado, meio de cultivo que
proporcionara um melhor crescimento e quais condi¢cdes operacionais Sdo0 mais
favoraveis para a formacédo do produto desejado. Em geral, apds a fase de testes
em frascos de 250 mL a 1 L e andlise dos fatores de producdo, passa-se para um
biorreator de bancada com capacidade de 1 a 2 litros, o qual € normalmente
equipado com sensores de ajuste de temperatura, pH e aeracdo (NAJAFPOUR,
2007).

A etapa seguinte é o cultivo em um biorreator em escala piloto de 100 a 1000
litros. A cada processo de aumento de escala deve-se observar se ha alguma
alteracdo na resposta celular com relacdo ao rendimento do processo. Se tudo
estiver correto, a etapa final seria um biorreator de escala industrial (NAJAFPOUR,
2007). Na Figura 3 encontra-se esquematicamente, o processo de ampliagcdo de
bioprocessos da escala de frascos para escala industrial, passando pelas escalas de

bancada e piloto.

FIGURA 3. Processo de ampliagao de escala
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Fonte: O autor (2016)
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1.2.2 Petréleo e derivados

Petroleo é o termo utilizado para designar ambos, o 6leo e o gas natural. E um
produto da decomposicdo de matéria organica armazenada em sedimentos, que
migra através de aquiferos e fica aprisionado em reservatoérios cujo estado fisico em
condicBes normais de temperatura e presséao é predominantemente liquido (MILTON
et al., 2010; AGARRY; LATINWO, 2015). Trata-se de um ©6leo cru formado,
geralmente, por uma mistura complexa de centenas de hidrocarbonetos, sendo o
tipo mais abundante a série dos alcanos (CORREA, 2003; AGARRY; LATINWO,
2015). No petroleo as moléculas variam muito de tamanho, desde uma simples
molécula de metano (CHas), até moléculas com quase 100 carbonos (BAIRD, 2002).

A importéncia do petréleo em nossa sociedade, tal como esta atualmente
organizada, é extensa e fundamental. Além de sua importancia como fornecedor de
energia, os seus derivados sdo a matéria-prima para a manufatura de inUmeros
bens de consumo e, deste modo, tém um papel cada dia mais presente e relevante
na vida das pessoas (MARIANO, 2008 AGARRY; LATINWO, 2015).

Diante disso, percebe-se que o petrdleo ainda permanecera como a principal
fonte de energia nas proximas décadas, porque a producdo energética de outras
fontes alternativas confidveis, ainda nao € suficiente para substitui-lo (AL-FARAAS
et al., 2016). Como exemplos, podem ser citados no fornecimento energético, a
gasolina, o querosene e o diesel e outros produtos quimicos como reagentes,
produtos farmacéuticos, solventes, fertilizantes e plasticos (XUE et. al, 2015).

O petroleo em sua forma natural possui uso limitado. Vérias fragdes do petréleo
sdo produzidas pelo refino do petréleo, usualmente denominado 6leo cru. O refino é
essencialmente uma destilacdo fracionada em que diferentes fracées séo retiradas
ao longo de uma coluna (MONTAGNOLLI, 2011). Os tipos e produtos produzidos a

partir do refino do Gleo cru estéo ilustrados na Figura 4.
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FIGURA 4. Derivados de petroleo e suas aplicacdes
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Fonte: MONTAGNOLLI (2011).

Uma refinaria converte o petrdleo cru por processos que envolvem etapas de
destilagcdo, extracdo, catélise e purificacdo, devido a diferenca de temperaturas de
ebulicdo dos componentes (Tabela 1), que facilitam a separacdo através do
processo de destilacdo fracionada, e assim gera produtos de diferentes
composi¢coes (MONTAGNOLLI, 2011).

TABELA 1. Fracdes de destilacdo do Petréleo

Fracao Cadeia carbonica Ponto de ebulicao
Gas (Butano, Propana) Cq1-Cy < 32,2°C

Gasolina Cs—Cq2 32,2-104,4 °C
Nafta e Combustiveis de Aviao C11—C13 104,4 — 157,2 °C
Querosene Ciw—-Cas 157,2-232,2 °C
Diesel Ciw—-Cax 232,2-343,3°C
Oleos lubrificantes Cqia—Cyp 343,3 - 426,7 °C
Residuais (Ceras e Alfalto) > Cyo > 426,7 °C

Fonte: MONTAGNOLLI (2011).
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Os combustiveis produzidos a partir do petroleo, como gasolina e o 0leo diesel,
sdo liquidos de densa energia e relativamente baratos para serem produzidos
(BAIRD, 2002). A gasolina é uma das fracdes mais leves do petréleo, por conter
basicamente hidrocarbonetos leves, que geralmente sdo anéis aromaticos, alcenos
e saturados, formados por cadeias que variam de 4 a 12 carbonos. E um dos
principais produtos fabricados pelas empresas de petréleo (STREVA et al., 2011).

O diesel mesmo sendo um produto derivado do petréleo, ainda apresenta em
sua composicdo uma mistura complexa de hidrocarbonetos. Sua composicéo
depende da origem do 6leo cru utilizado no processo de destilagdo e das misturas
adicionadas na sua formulacéo final. A biodegradacdo do 6leo diesel é bastante
debatida pelo fato de ser um produto intermediario da destilacdo (MONTAGNOLLI,
2011).

1.2.2.1. Oleo Diesel

O oleo diesel é um produto produzido a partir do refino do petroleo que possui
enxofre, nitrogénio e oxigénio em sua composicdo, mas € basicamente constituido
por hidrocarbonetos que variam de 8 a 38 atomos de carbono em sua cadeia, sendo
gue aproximadamente 40 % s&o de n-alcanos, 39 % de iso e cicloalcanos e 20 % de
aromaticos (NIAZY et al., 2016).

E uma mistura complexa de compostos consistindo primariamente de
compostos parafinicos, oleofinicos e hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos.
Contudo, a composicdo de um oOleo diesel especifico dependera da fonte do
petréleo, do método de producéo e dos processos de destilacdo (MARIANO, 2008).

Apesar de ser um dos principais poluentes do meio ambiente, oriundo do seu
transporte e armazenamento, o diesel € o principal petroderivado comercializado no
Brasil, sendo utilizado para transporte de cargas e de passageiros, em
embarcacdes, na industria, na geracdo de energia e em maquinas e locomotivas
(PETROBRAS, 2014).
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1.2.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas e toxicolégicas do Diesel

Os hidrocarbonetos totais do petroleo que compdem o 6leo diesel, incluem os
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs), que sdo compostos por carbono e
hidrogénio com anéis de benzeno ligados de forma linear, angular e agrupados em
arranjos. Devido a sua natureza lipolitica, os HPAs tém alto potencial de
biomagnificacdo através dos diferentes niveis troficos (MAKKAR et al., 2003;
AGARRY; LATINWO, 2015). A figura 5 apresenta a estrutura quimica de alguns
HPAs.

FIGURA 5. Estruturas e nomenclaturas IUPAC dos HAPs mais frequentes
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Fonte: SILVA (2009).

Os HPAs fornecem uma ferramenta util para o monitoramento as alteracdes
ambientais. Alguns dos compostos de HPAs do 6leo diesel, como por exemplo,
antraceno e naftaleno estdo entre 0os menos afetados pelo processo de

intemperizagdo. Estes compostos semivolateis com baixa solubilidade e
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caracteristicas recalcitrantes podem persistir por um longo tempo no ambiente
(MARIANO et al., 2008; AGARRY; LATINWO, 2015), causando, consequentemente,
efeitos danosos ao meio ambiente.

A tabela 2 mostra as principais caracteristicas fisico-quimicas do diesel, que
obedecem as especificacdes da Agéncia Nacional do Petrdleo, regulamentadas pelo
Decreto Federal n® 2.657, pela Resolucdo ANP n° 50 e pela norma ABNT-NBR
14725-4:2012 (PETROBRAS, 2014).

TABELA 2. Especifica¢cdes fisico-quimicas para o 0leo diesel brasileiro

Aspecto: Liguido limpido ( isento de material em suspensao)
Odor: Caracteristico
Ph: Mao aplicavel.

Ponto de fusdo/ponto de
congelamento:

Ponto de ebulicio inicial e faixa de
temperatura de ebuligio:

Ponto de fulgor:

Taxa de evaporagao:

Inflamabilidade:

Limite inferior’superior de
inflamabilidade ou explosividade:

Pressao de vapor:
Densidade de vapor:
Densidade relativa:
Solubilidade:

Coeficiente de partigdo — n-
octanolfagua:

Temperatura de auto-ignigio:
Temperatura de decomposigio:
Viscosidade:

Faixa de destilagio:

-40—-6°C

150 — 471°C

38 *C Min_; Método MBR 7974,
Mao disponivel.

Mao aplicavel.

Mao disponivel.

0,4 kPa a 40T
Mao disponivel.
0,820-0,865 a 20 °C (Método NER-7148)

Insolivel em agua. Solivel em solventes orgénicos.

Log kow: 7,22 (dado estimado).

=225
A400°C

2555 cSt a 40°C (Método: ASTM D-445)

100 - 400 *C @ 101,325 kPa (760 mmHg); Método: NBR-9619.

Fonte: PETROBRAS (2014)
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Quanto aos riscos toxicologicos, normalmente os HPAs estdo associados a
toxicidade crbénica. Esse risco inclui o acometimento de cancer, sendo
frequentemente resultado da exposicdo a misturas complexas de aromaticos de
risco crénico (alquil-HPA, HPA, benzenos e alquilbenzenos) e ndo a compostos
simples. A inalacdo e a exposi¢cdo dérmica sdo as rotas mais comuns de exposi¢cao
(GOMES, 2004).

A toxicidade do diesel para os ecossistemas é maior, se comparada com o 6leo
bruto, por causa do maior teor de gaséleo e hidrocarbonetos leves. Embora o diesel
seja um combustivel normalmente utilizado para veiculos e maquinas, é reconhecido
COmo uma séria ameaca para os ecossistemas (JAGTAP et al., 2014; AMEEN et. al,
2015). No caso de derramamentos é esperado baixa degradacao e alta persisténcia,
além de alto percentual de bioacumulagio em organismos aquaticos (PETROBRAS,
2014).

O dleo diesel é um contaminante frequentemente relatado. E considerado uma
substancia adequada para utilizacdo em estudos para verificar 0s niveis de
contaminacdo por hidrocarbonetos provenientes de petrdleo em derramamentos
acidentais ocorridos em instalacbes operacionais e de transporte (WOLICKA et al.,
2009; NIKAKHTARI et al., 2010).

1.2.3 Contaminacdo Ambiental por Petroleo e seus Derivados

Nas ultimas décadas tem se verificado um aumento constante na poluicao
causada por petroleo e seus derivados, gerando assim, enormes danos ao meio
ambiente. Esses problemas vém aumentando porque o mundo esta cada vez mais
dependente desses combustiveis para a manutencdo de suas atividades industriais
(ANDRADE et al., 2010; WICKLIFFE et al., 2014).

A industria do petroleo traz inimeros beneficios a sociedade, mas séo
globalmente reconhecidos como uma atividade econémica com grandes impactos
ambientais. Indastrias petroquimicas e refinarias geram uma grande quantidade de
residuos oleosos, classificados de acordo com a NBR 10004 como residuos de
classe | ou residuos perigosos - residuos que ndo podem ser reutilizados ou

reciclados, e podem apresentar caracteristicas como inflamabilidade, corrosividade,
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toxicidade, e patogenicidade - (CERQUEIRA et. al, 2011 AGARRY; LATINWO,
2015).

Devido as suas consequéncias negativas para a saude e o meio ambiente, por
seus efeitos toxicos, mutagénicos e carcinogénicos ja conhecidos, tornou-se,
particularmente, uma preocupacao global cada vez mais séria (CAO et al., 2009;
MOSCOSO et al., 2012; FATHEPURE, 2014).

Em ambientes terrestres a distribuicdo e o espalhamento dos derivados
liguidos de petrdleo sdo menores se comparados a area de mesma quantidade de
poluente derramado no mar, rios ou lagoas. No solo a contaminacdo esta
relacionada com a percolacdo, sendo que a natureza fisico-quimica do solo e o
tamanho das particulas influenciam diretamente na percolacdo e na degradagédo do
poluente (GOMES, 2004).

1.2.3.1 Contaminag&o em ambientes marinhos

Cerca de metade dos produtos de petréleo séo transportados em todo o mundo
por mar (BALACHANDRAN et al.,, 2012; XUE et al., 2015). Essa exploragéo e
transporte em alto mar tem aumentado dramaticamente os acidentes de
derramamento de 6leo em oceanos e mares, tais como vazamentos em oleodutos,
plataformas de perfuragdo ou petroleiros de transporte, provocando impactos
extremamente prejudiciais para os ecossistemas marinhos (BAO et al., 2012; XU et
al., 2013; XUE et al., 2015). Entretanto, grande parte das descargas de petroleo e
petroderivados ocorre por lavagens de tanques de navios em alto mar (GOMES,
2004)

Devido ao espalhamento lateral do dleo, ha uma grande dificuldade em sua
contencdo. O petroleo derramado flutua e alastra-se progressivamente, formando
extensas manchas negras de efeitos altamente destruidores. Além dos seus efeitos
imediatos e bem evidentes, ha também os efeitos em longo prazo, com
repercussfées nao menos graves. Quando as marés negras atingem as zonas
costeiras colocam em risco a fauna e flora pela intoxicacdo de peixes, moluscos e
mamiferos, representando um perigo para o0 homem através da cadeia alimentar
(JIANG et al., 2010; MONTAGNOLLI, 2011).
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Andlises estatisticas revelaram que poluicdo de O6leo é responsavel por
aproximadamente 80% de toda a poluicdo marinha. O impacto da presenca a longo
prazo de 6leo sobre ecossistema dos oceanos permanece incalculavel (HUANG et
al., 2013; SIMONS et al., 2013).

Para resolver problemas de derramamentos de 6leo em ambientes marinhos,
0s métodos baseados em contencdo fisica e dispersantes quimicos usados para
resolver este problema séo caros e limitados em eficicia. Portanto, as expectativas
por tecnologias ecoldgicas e inovadoras para a remocao de contaminantes de
petréleo tém aumentado (SOOD; LAL, 2009; BAO et al., 2012).

1.2.3.2 Ocorréncias de contaminacao por petréleo em ambiente marinho

Acidentes com navios sdo geralmente exemplificados pelo desastre ocorrido
com o petroleiro Exxon Valdez no Alasca, em 24 de marco de 1989, por ter afetado
seriamente toda a biota marinha e costeira da regido. Estima-se que 11 milhdes de
galdes (42 milhdes de litros) de petréleo bruto escaparam através do corte no casco
do navio (MONTAGNOLLI, 2011; DAY, 2014).

Em 11 de marco de 2009, o MV Pacific Adventurer derramou 270 toneladas de
Oleo ilha Moreton, na Austrdlia, impactando zonas humidas, praias e costbes
rochosos. Quatro anos apdés o derrame, o processo de recuperacdo nao esta
completo. Estudos indicam que a recuperacao na ilha Moreton esta levando mais
tempo do que o previsto (FINLAYSON et al., 2015).

Em 15 de abril de 2010, no Golfo do México, um acidente de grande escala foi
o derramamento provocado pela exploséo da Deepwater Horizon da Britsh
Petroleum que ocorreu durante trés meses. Considerado como o pior desastre
ambiental enfrentado pelos Estados Unidos, o vazamento chegou a ser 20 vezes
maior que ocorrido em Exxon Valdez. O vazamento foi contido em 15 de julho do
mesmo ano, apoés 4,9 milhdes de barris (1 barril € igual a 159 L) serem lancados ao
oceano, na taxa de 53.000 barris por dia. O impacto ambiental continua até hoje.
Este € considerado o maior vazamento acidental marinho da industria do petréleo
(BBC, 2010; MONTAGNOLLI; 2011).
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Também em 2010, em julho, na China, uma explosdo no oleoduto em Dalian,
causou danos enormes para o mar e a costa. Dois oleodutos explodiram durante o
carregamento de um navio-tanque, no Porto de Xingang, um dos maiores da China,
despejando 1,5 mil toneladas de éleo no mar. A mancha negra atingiu quase 200
km? (XU et al., 2013).

Exemplos de acidentes com derrames de petrdleo no Brasil foram: o derrame
de meio milhdo de litros de combustivel em janeiro de 2001 nas llhas Galapagos; o
derrame de 4 milhdes de litros de petrdleo da Refinaria Getulio Vargas no municipio
de Araucaria, no Parana, em julho de 2000; e o vazamento de 1,3 milhdes de litros
de combustivel em janeiro do mesmo ano na Baia de Guanabara, Rio de Janeiro
(MONTAGNOLLI, 2011)

Em 2011 as empresas Chevron e Modec tiveram acidentes em suas operagoes
gue causaram derramamentos de petroleo na costa brasileira. O vazamento na
Chevron ocorreu na plataforma SEDOC 706, na bacia de Campos, no Rio de
Janeiro, de onde estima-se que vazou 3.738 barris por dia, entre 9 e 12 de
novembro, que resultou no total de 15 mil barris despejados no oceano (DN GLOBO,
2011).

No caso da Modec, pelo menos 10 mil litros de 6leo vazaram do navio Cidade
de S&o Paulo, na Baia da Ilha Grande, litoral sul do Estado do Rio, no dia 17 de
dezembro de 2011. Apesar da quantidade ter sido bem menor que a da Chevron, o
problema maior foi que o vazamento ocorreu em uma regiao turistica que € um
bercério para muitas espécies. O fato ocorreu em menos de dois meses ap0s o
acidente com a Chevron (CINTRA, 2011)

No dia 26 de janeiro de 2012, um vazamento em uma monobdia da Transpetro
derramou no mar 33.600 litros de 6leo em Tramandai (RS). O 6leo chegou a costa e

deixou a praia bem impactada (Figura 6).
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FIGURA 6. Mancha que percorreu 6km e chegou a praia de Tramandai (RS)

Fonte: MAGS (2012).

1.2.4 Processos de Descontaminagcdo Ambiental

O tratamento pode ocorrer de forma natural, sem depender de intervencéo
fisica ou quimica, como é o0 caso da evaporacdo e da fotoxidacdo ou
fotodecomposicdo (GOMES, 2004). Entretanto, existem métodos fisico-quimicos
frequentemente utilizados e desenvolvimento de protocolos biolégicos de
descontaminacdo ambiental (ALI-ZAHRANI, 2010).

1.2.4.1 Processos fisicos e quimicos

Os métodos fisicos sao utilizados para o controle dos vazamentos. Estes
métodos sdo utilizados principalmente para prevenir a propagacdo do 6leo. Com
esses metodos, as propriedades fisicas e quimicas do 6leo derramado ndo séo
alteradas (DAVE; GHALY, 2011). O controle fisico de 6leo derramado pode ser feito
por meio de barreiras, skimmers e adsorventes (AL-ZAHRANI, 2010).

Os métodos quimicos mais comuns sao: neutralizacao, precipitacdo, oxidacgao,
extracdo por solventes e aplicacdo de surfactantes (GOMES, 2004; ALI-ZAHRANI,
2010). Geralmente a utilizacdo de métodos quimicos ocorre por meio de agentes

dispersantes que atuam em combinacdo com meétodos fisicos. Os dispersantes



45
Nobrega, H. F. Scale up de processo de biodegradagéo de 6leo diesel em agua do mar por Candida lipolytica UCP 0988

incluem surfactantes que sao pulverizados sobre a agua (ALI-ZAHRANI, 2010;
ONUR, 2015).

1.2.4.2 Processo bioldgico: Biorremediacao

Em comparacdo com meétodos fisicos e quimicos, o tratamento biolégico vem
se tornando uma alternativa eficiente, econdmica e ambientalmente amigavel para a
remocé&o da poluigdo por hidrocarbonetos de ambientes contaminados, reduzindo os
danos causados por derrames de petroleo (ZHANG et al., 2011; XU et al., 2013).

A necessidade de remediar areas poluidas abriu o caminho para o
desenvolvimento de novas tecnologias para desintoxicar contaminantes nao apenas
através de meétodos quimicos ou fisicos, como também através de técnicas
biol6gicas, com destaque para a tecnologia de biorremediacdo (MHATRE; KUNDE,
2014; SILVA et al., 2015).

A biorremediacdo é o conjunto de aclBes e técnicas que baseiam-se na
degradacdo bioguimica dos contaminantes, por meio de agentes bioldgicos,
principalmente micro-organismos, presentes ou adicionados no local da
contaminacdo, para detoxificar as areas contaminadas, tendo como objetivo principal
reduzir, eliminar e até mesmo transformar poluentes organicos e inorganicos,
degradando-os em produtos inofensivos, tais como CO2, H2O e outros compostos
inorganicos (BERNOTH et al., 2000; STRONG; BURGUESS, 2008;
KULSHRESHTHA et al., 2014).

De acordo com o local e a técnica como a biorremediacdo é conduzida, ela
pode ser classificada em:

In-situ ou on-site - envolvem tratamento de material contaminado no lugar de
origem, com a bioestimulacéo, que se trata do fornecimento de oxigénio e nutrientes
para aumentar a atividade metabdlica, ou a bioaumentacdo que se refere a
introducé@o de certos micro-organismos com conhecida capacidade de degradacgao
que aumentar&o a capacidade de remediag&o no local (SOUZA et al., 2012; SAENZ-
MARTA, et al., 2015).

Ex-situ ou off-site - sdo os tratamentos que envolvem a remocéo fisica do

material contaminado para o0 processo de tratamento. S&o preferidas
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frequentemente por apresentarem um custo menor (SOUZA et al., 2012; KUMAR,
2011).

Sua principal vantagem € a extracdo da maior parte dos contaminantes antes
que eles se espalhem. Tem sido utilizada com sucesso no tratamento de agua
contaminada com poluentes quimicos, através de reatores biologicos, tanto sob
condicBes aerdbias e/ou anaerébias (SOUZA et al., 2012; MOSCOSO, 2012). E uma
tecnologia promissora porque existe um maior controle sobre as condi¢fes fisico-
quimicas (pH, temperatura, arejamento, etc.), de modo que a atividade do micro-
organismo é reforcada (ZOUBOULIS; MOUSSAS, 2011; SILVA et al., 2015).

A remediacdo de areas afetadas pelo derramamento de 6leo através da
utilizacado de micro-organismos, pode ser uma solugéo eficaz e de baixo custo, para
restaurar o ecossistema (NIAZY et al. 2016). Em particular, no caso de
contaminagdo com hidrocarbonetos pesados, biorremediacdo ex-situ em biorreator
adequadamente projetado e controlado, demonstra ser um processo eficaz em
remover a maioria dos contaminantes, utilizando o potencial de biodegradacdo dos
micro-organismos (NIKAKHTARI et al., 2010).

1.2.4.2.1 Biodegradag&o por micro-organismos

Estudos tém sido realizados sobre o potencial da biorremediacdo através de
micro-organismos, porque eles desempenham um papel importante no meio
ambiente quando ocorrem contaminacdes (XU et al., 2013; MHATRE; KUNDE,
2014; SILVA, 2015; ONUR, 2015). A biorremediacdo, através da técnica da
biodegradacéo utilizando micro-organismos, € 0 processo que ocorre quando
substancias sdo quebradas por processos enzimaticos destes (DIAZ, 2008;
MONTAGNOLLI, 2011).

Populacdes nativas presentes nos locais contaminados estdo certamente
adaptadas as condicfes climaticas, fisico-quimicas e nutricionais. Entretanto, estas
comunidades frequentemente ndo incluem espécies com habilidades enziméticas
necessarias para permitir que a biorremediacdo prossiga em alta taxas, resultando
em processos de longo tempo (DIAZ-RAMIREZ et al., 2008).
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Biodegradacao consiste na eliminacdo de compostos organicos pela atividade
metabodlica dos micro-organismos presentes no local onde estad a substancia a ser
biodegradada. Em teoria, se o processo for 100% eficiente, os produtos finais da
biodegradacéo, serdo apenas CO2 e H20 (MONTAGNOLLI, 2011). Neste caso, a
biodegradacédo é denominada mineralizacdo. Diante disso, a identificacdo de micro-
organismos-chaves em processos de degradacdo de poluentes € fundamental para
0 sucesso no desenvolvimento de estratégias de biorremediacdo 6timas. Ou seja,
para que haja uma efetiva biotransformacao/biodegradacao/mineralizacdo do
poluente (COHEN, 2002; PRIYA et al., 2015, ANDREOLLI et al., 2016).

Existe uma estratégia de ocorréncia natural que se inicia logo apdés uma
contaminacdo. S80 0s processos metabodlicos realizados pelos micro-organismos
autoctones, ou seja, do proprio local, que atuam quando ha contaminacdo, sem
qualquer interferéncia de outras tecnologias ativas de remediacdo conhecida. Esse
processo € denominado de atenuacédo natural.

Entretanto, existem duas estratégias que otimizam esse processo de
biorremediacdo microbiana pela biodegradagcéo (BENTO et al., 2005; PRIYA et al.,
2015):

I. Adicdo de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio e surfactantes,
processo conhecido como bioestimulacéo;

II.  Inoculacdo de consércios microbianos com potencial degradador conhecido,
para suplementar a microbiota local, processo denominado de

bioaumentacéao.

Fontes de nutrientes devem ser usadas em concentracdes limitadas para que
nao haja inibicdo do crescimento microbiano e nem aumento do custo do processo.
As fontes mais comuns de nutrientes sdo sais de fésforo e nitrogénio. A adicédo de
nutrientes é feita de modo a se estabelecer relacbes carbono e nitrogénio (C:N) e/ou
carbono e fésforo (C:P) adequadas as atividades metabdlicas dos micro-organismos,
favorecendo a biodegradagéao (HAMDI et al., 2007; MONTAGNOLLI, 2011).

A Dbioestimulacdo com a adicdo de nutrientes tem sido uma estratégia

amplamente praticada na biorremediacdo e esta bem documentada que este método



48
Nobrega, H. F. Scale up de processo de biodegradagéo de 6leo diesel em agua do mar por Candida lipolytica UCP 0988

muitas vezes aumenta significativamente a degradacdo do 6leo (MOHAJERI et al.,
2010; CHEN et al., 2012; PRIYA et al., 2015).

A biodegradabilidade e a toxicidade sdo dois critérios béasicos para se
determinar o comportamento de substancias no ambiente. Alguns autores
determinam escalas de intensidade de biodegradacdo (MONTAGNOLLI, 2011).
Aluyor et al., (2009) referem-se a biodegradacdo mesmo que haja uma minima
transformacao que altere as caracteristicas fisico-quimicas de uma molécula.

Em se tratando de biodegradacdo de hidrocarbonetos, é necessario
desenvolver estudos em escalas de frascos, bancada e piloto, a fim de se
estabelecer a eficiéncia degradadora de uma cultura microbiana (PRIYA et al.,
2015).

Quando ha a presenca de compostos recalcitrantes no processo de
biodegradacdo, alguns micro-organismos produzem biofiimes formados por
polimeros que garantem sua adesdo na superficie em torno dos compostos, para
metabolizé-los. Algumas bactérias e fungos sdo especializados na formacdo de
biofilmes, o que garante a adesdo, por exemplo, no caso de biodegradacdo de
hidrocarbonetos poliaroméaticos (HPAS), facilitando a sua degradacdo (JONHSEN et
al., 2005; SINGH et al., 2006).

Biofilmes sdo conjuntos de um Unico micro-organismo ou multiplas populacdes
de micro-organismos que estdo ligados a superficies através de substancias
poliméricas extracelulares. Células em um biofilme tém uma melhor possibilidade de
adaptacao e sobrevivéncia (especialmente durante situacfes de stress), pois estdo
protegidas dentro de uma matriz. Sistemas de biofiimes sdo especialmente
adequados para o tratamento compostos de recalcitrantes devido a sua elevada
biomassa microbiana e capacidade para imobilizar esses compostos (Singh et al.,
2006).

A formacdo de um biofilme ativo envolve etapas ciclicas. Inicialmente as
células inoculadas séo espalhadas por interacdes fisico-quimicas e ao entrarem em
contato com a superficie abidtica e passam para quimiotaxia, proliferando-se,
anexando outras células, formando o biofilme. O desenvolvimento ou distor¢do do
biofilme é influenciado pelos fatores ambientais, como a hidrodindmica, os estresses

quimico e mecanico. As células no biofilme maduro levam a propagacdo de
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biomassa pelo aumento da transferéncia vertical ou horizontal. Eventualmente
ocorre o0 desprendimento eventual biofilme. Os processos de formacdo e
desprendimento de células séo repetidos num ciclo, permitindo assim a continuagéo
do desenvolvimento dos biofilmes semelhantes, que podem subsequentemente
alcancar novas dimensdes como resultado de influéncias ambientais. Esse processo
pode elevar a taxa de descontaminacdo em processos de biodegradacédo de
hidrocarbonetos do petroleo (SINGH et al., 2006). A figura 7 mostra uma
representacdo esquematica das etapas envolvidas na formacdo de um biofilme

ativo.

FIGURA 7. Representacdo esquematica das etapas envolvidas na formacao de um
biofilme ativo
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1.2.4.2.2 Vias e mecanismos de degradacdo do petréleo por micro-organismos

Geralmente, os compostos do petréleo sdo biodegradados, seguido por trés
processos. Em primeiro lugar, compostos de petréleo sao absorvidos na superficie
microbiana; em segundo lugar, estes compostos de petréleo sdo transferidos para
membrana de células microbianas; em seguida, estes compostos sdo degradados
na célula microbiana. Por fim, estes compostos sdo degradados em varias
moléculas pequenas por micro-organismos (ATLAS, 1995).

Muitas pesquisas tém mostrado que a forma de degradacédo de todos os tipos
de componentes de petrdleo (alcanos, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, etc.)
€ um processo de oxidacdo (BLUMER et al., 1973; ATLAS, 1995; ROBADOR et al.,
2009). No entanto, as vias de degradacédo destes compostos séo diferentes, devido
as diferentes estruturas de componentes de petréleo, tais como saturado, aromatico,

resina, asfalteno e fracoes de hidrocarbonetos (XUE et al., 2015).

1.2.5 Biodegradacéo de hidrocarbonetos de diesel

Existem varios métodos para testar a biodegradabilidade das substéncias. A
biodegradabilidade é conhecida ao seguir os parametros indicativos do consumo da
substancia estudada pelos micro-organismos. Isso pode ser detectado pela
producdo de compostos bésicos resultantes da degradacdo ou mineralizacdo da
amostra. Um desses métodos € a alteracdo nas bandas de infravermelho em
hidrocarbonetos (ALUYOR et al., 2009; MONTAGNOLLI, 2011).

1.2.5.1 Fatores que Influenciam na Biodegradacéo

No caso de biorremediacao, atraveés da biodegradacdo microbiana em locais
contaminados por derivados de petréleo, estudos realizados por Kennish (1996),
Gomes (2004), Bento et al., (2005) e Niazy et al., (2016), demonstraram que as
taxas de biodegradacdo do 6leo sao influenciadas principalmente pela temperatura,

pH, niveis de oxigénio, disponibilidade de nutrientes e salinidade, confirmando os
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trabalhos anteriormente realizados por Atlas e Bartha (1972) e Atlas (1981). A tabela
3 relaciona os principais fatores que afetam o processo de biodegradacdo, que
quando otimizados, possibilitam um melhor desempenho dos micro-organismos na

biodegradacao.

TABELA 3. Principais fatores que afetam a biodegradacao

Fator Influéncia
Reflete na fisiologia do micro-organismo
Temperatura Efeito direto na quimica dos poluentes

Altera a viscosidade do dleo
Pode influenciar na solubilidade dos contaminantes

H o -
P Valores extremos inibem processos de degradagéo
Oxiaénio Condi¢des aerdbias sdo necessarias para a degradacéo de hidrocarbonetos
9 Em alguns casos pode ocorrer degradagdo em processo anaerobio
. Essenciais ao crescimento celular
Nutrientes . u
Precisam manter boa relagdo com o carbono
- Alta salinidade pode afetar negativamente a atividade microbiana
Salinidade

Fungos resistem menos as altas condigdes de salinidade do que bactérias

Fonte: GOMES (2004), BENTO et al., (2005), SIHAG et al., (2014)

A concentragcdo do Oleo e a sua composicdo também influenciam na
biodegradacéo, onde as fracdes mais facilmente degradadas por micro-organismos
em ordem decrescente de susceptibilidade s&o: n-alcanos, alcanos ramificados,
aromaticos de baixo peso molecular e alcanos ciclicos, respectivamente (SIHAG et
al., 2014). Na tabela 4 estdo representados o nivel de biodegradabilidade de alguns
derivados do petroleo de acordo com os hidrocarbonetos constituintes.
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TABELA 4. Nivel de biodegradabilidade de alguns constituintes de petroderivados.

Derivados onde os

Biodegradabilidade Exemplo de Constituintes . ~
constituintes sao encontrados
Mais biodegradavel n-butano, n-pentano, n-octano 'Gasol.lna
Nonano Oleo diesel
= Metilbutano, Dimetilpenteno Gasolina
. Benzeno, tolueno, etilbenzeno, xilenos ) Gasolina
Propilbenzenos Oleo diesel, querosene
Decano Oleo diesel
Dodecanos Querosene
Tridecanos Oleos combustiveis (aquecimento)
Tetradecanos Oleos lubrificantes
Naftalenos Oleo diesel
Fluorantenos Querosene
Menos biodegradavels Pirenos Oleos co’mbustiveis (agquecimento)
Acenaftenos Oleos lubrificantes

Fonte: SILVA (2012)

-z

Além dos fatores que influenciam o processo de biodegradacdo ja
mencionados, para que 0 processo seja bem sucedido, € necessario que 0s
compostos poluentes estejam disponiveis aos micro-organismos, para que haja a
acao microbiana. A biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo ocorre em um
sistema multifasico (matéria organica insoluvel, agua, sais e micro-organismos). A
interface agua-o6leo é bastante distinta, devido a imiscibilidade das fases aquosa e
oleosa (GOMES, 2004).

Existem trés mecanismos através dos quais se explica a assimilacdo de
hidrocarbonetos. Estes mecanismos tentam explicar a forma como o hidrocarboneto
é transferido do ambiente para a superficie da célula, e depois é transportada
através da membrana para regides intracelulares por acdo enzimatica (URURAHY,
1998; GOMES, 2004). Tais mecanismos Sao:

a) Utilizacdo do composto apenas na fase aquosa

O micro-organismo apenas consegue utilizar moléculas dissolvidas na fase
aguosa. O crescimento microbiano (decorrente da degradacdo do Oleo) esta
condicionado a disponibilidade do composto a estes micro-organismos, que

presumivelmente ndo séo produtores de biossurfactantes.
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b) Contato direto dos micro-organismos com a fase oleosa

O micro-organismo adere diretamente a superficie oleosa e metaboliza seus
constituintes. Micro-organismos que crescem em hidrocarbonetos em solucao
aguosa, frequentemente se fixam ao substrato organico, sendo este, pré-requisito a

biodegradacao.

c) Producéo e excrecado de subprodutos que induzem a particdo da fase oleosa
em microgoticulas

Alguns micro-organismos séo capazes de utilizar 6leo como fonte de alimento,
degradando assim, varios tipos de hidrocarbonetos de cadeias curtas, cadeias
longas e compostos arométicos. Para isso, muitos deles produzem compostos
surfactantes potentes que podem emulsionar o 6leo em agua, tornando-o disponivel
e facilitar a sua assimilacado e remocgao (ATLAS, 1984; MUELLER, 1996; KUMAR et
al., 2011; HUANG et al., 2013).

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas que se acumulam nas interfaces,
diminuem as tensd@es interfaciais e formam estruturas agregadas, como micelas. Os
surfactantes produzidos e excretados por micro-organismos que sao capazes de
aumentar a taxa de consumo do substrato oleoso, alterando a superficie da
molécula, ocasionando o aumento no coeficiente de particdo da fase oleosa para a
fase aquosa, de modo que o Oleo possa ser absorvido, potencializando a taxa de
biodegradacao, sdo chamados de biossurfactantes ou bioemulsificantes (MAKKAR,;
ROCKNE, 2003; GOMES, 2004; SAENZ-MARTA, et al., 2015). Diversos exemplos
de biossurfactantes e/ou bioemulsificantes produzidos por leveduras e bactérias
(CIRIGLIANO; CARMAN, 1984; COOPER; GOLDENBERG, 1984; VANCE-HARROP
et al., 2003; MANEERAT, 2005; ALBUQUERQUE et al., 2006, ABBASI et al., 2012;
SOUZA et al., 2012; RUFINO et al., 2014, SAENZ-MARTA, et al., 2015) encontram-
se disponiveis na literatura.

Biossurfactantes tém vantagens sobre os seus homodlogos quimicos porque
eles sdo biodegradaveis, tém baixa toxicidade, sdo eficazes em temperaturas
extremas ou valores extremos de pH e apresentam melhor compatibilidade
ambiental (MENEZES et al., 2011; ZHENG et al., 2012). Geralmente apresentam na
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estrutura glicolipidios, lipopeptidios, complexos polissacaridio-proteina, fosfolipidios,
acidos graxos e lipidios neutros (DAS; MUKHERJEE, 2007; MONTAGNOLLI, 2011).

No que diz respeito ao mecanismo de ag¢ao, os compostos biossurfactantes séo
melhores em diminuir a tensdo superficial, e os bioemusificantes sdo capazes de
produzir emulsdes estaveis (SAENZ-MARTA et al., 2015).

1.2.5.2 Aspectos bioquimicos da biodegradacdo de hidrocarbonetos

De acordo com Gomes (2004), alguns aspectos bioquimicos importantes
devem ser considerados em um processo de biodegradacdo de hidrocarbonetos.
Séo eles:

I.  Hidrocarbonetos alifaticos sdo geralmente mais facilmente degradados;
Il.  Alifaticos de cadeia normal sdo mais faceis de serem biodegradados que
os de cadeia ramificada;

lll.  Saturados sdo mais suscetiveis a degradacao que os insaturados;

IV. Alifaticos de cadeia longa sdo mais facilmente degradados que os de

cadeia curta.

Os alcanos de cadeia normal sdo degradados primariamente por oxidacdo do
grupo metil terminal, seguido de uma clivagem da molécula na regido entre o
segundo e o terceiro carbono da cadeia. A reacdo do grupo metil envolve a acao
direta do oxigénio ao carbono terminal do hidrocarboneto, mediada por uma classe
de enzimas chamadas oxigenases. A adicdo do oxigénio ao carbono primario
promove a formacdo de um &lcool primério, que € oxidado a aldeido e por fim,
transformado em acido graxo. Um fragmento longo de dois carbonos terminais é
clivado produzindo o acetil CoA, que entra na via metabdlica do ciclo de Krebs. Uma
repeticdo sequencial destas reacdes resulta na completa oxidacdo da molécula de
hidrocarboneto (BAKER; HERSON, 1994; GOMES, 2004). Na figura 8, observa-se a
via de degradacao de alcanos, com a sequéncia das reacoes.
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FIGURA 8. Seaquencia de reacdes durante a dearadacao de n-alcanos
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Fonte: BAKER; HERSON (1994)

A oxidacdo de hidrocarbonetos alifaticos insaturados ndo ocorre da mesma
forma que a dos alcanos. Por conter dupla ligacéo no carbono terminal, proporciona
varios mecanismos de ataque e diversas maneiras de degradacdo pelos micro-
organismos (GOMES, 2004). Da mesma forma ocorre com o0 benzeno, que possui
um grande numero de vias metabdlicas envolvidas, por conter diversas fracdes
pesadas (GOMES, 2004).

O benzeno é degradado primeiro pela conversdo em catecol ou
protocatecolato. O ndcleo aromatico nesses compostos € aberto por via da
ortoclivagem ou pela metaclivagem. A ortoclivagem envolve a clivagem de catecol
entre dois grupos hidroxil, levando a formacéo de muconato e mucolactona, os quais
sao metabolizados a 4-oxadipato enol-lactona e depois ao 3-oxiadipato, procedendo
a formacdo do acetil-CoA e succinato. Na metaclivagem, entretanto, a clivagem
ocorre adjacente ao grupo hidroxil, formando semi-aldeido 2-hidroxil-mucénico,

como produto inicial da clivagem do anel. Subsequentemente a orto e metaclivagem
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do anel aromatico, procede-se a formacédo de piruvato, formiato e acetaldeido, que
vao para o cilo de Krebs (BAKER; HERSON, 1994; GOMES, 2004).

A figura 9 representa a sequéncia para formacao do catecol e protocatecolato,
durante a degradacdo de benzeno e poli-aromaticos e a figura 10 representa 0s

esquemas das reacdes de orto e metaclivagem do anel aromatico.

FIGURA 9. Sequencia de formacéao do catecol (a) e protocatecolato (b) durante a
degradacéo do benzeno
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Fonte: BAKER; HERSON (1994); GOMES (2004).
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FIGURA 10. Ortoclivagem (a) e metaclivagem (b) do anel aromatico
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1.2.6 Agua do Mar

As 4guas dos mares e oceanos sdo constituidas basicamente de uma mistura

57

complexa de sais que possibilitam a manutencdo de milhdes de formas de vida.

(PEREIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2012).

A agua do mar contém quase todos os elementos, do hidrogénio ao uréanio, e é

composta por 96,7% de agua e 3,3% de sais dissolvidos. Sua densidade na

superficie varia de 1020 a 1029 kg m3, dependendo da temperatura e salinidade.

Em oceano profundo pode chegar a 1050 kg m ° superior. O pH é limitado ao

intervalo de 7,5 a 8,4. A salinidade da agua do mar gira em torno de 35 ppt, também

expresso como 35% (MATSUURA et al., 2001; SOUZA et al., 2012).
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Devido ao excelente conteddo em sais minerais, a agua do mar tem sido
empregada para o crescimento de micro-organismos degradadores de petréleo e
seus derivados, como também para producdo de metabdlitos utilizados para
minimizar a contaminagdo causada pelo derramamento de Oleos nos oceanos
(VANCE-HARROP et al, 2003; SARUBBO; CAMPOS-TAKAKI, 2002;
ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2006; SOUZA et al., 2012).

1.2.6.1 Biodegradacéo de petréleo e derivados em agua do mar

Desde meados do século passado, a utilizacdo de micro-organismos de
degradacdo de petréleo para biorremediacdo de petréleo derramado tem sido
amplamente divulgado (TORRES et al., 2008; STALEY, 2010; LIU et al., 2014; XUE
et al., 2015).

Em se tratando de ambiente marinho, normalmente, o fator limitante para a
degradacdo microbiana do 6leo é a concentracdo de nutrientes inorganicos, em
particular, nitrogénio e fésforo (MOHAJERI et al., 2010; CHEN et al., 2012).

A éagua do mar utilizada para formulacdo de meios de -cultivos para
desenvolvimento de micro-organimos favorece o seu crescimento de forma seletiva
e reduz riscos de contaminacgédo, além de proporcionar minerais e nutrientes (SOUZA
et al., 2012).

1.2.7 Candida lipolytica

A Candida lipolytica, denominacao original da Yarrowia lipolytica, € um micro-
organismo aerébio, eucariético, do reino Fungi, pertencente a classe dos
Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos (BARTH; GAILLARDIN, 1997,
BOURDICHON et al., 2012). A espécie foi originalmente classificada como Candida
lipolytica, no final dos anos 1960, desde que nenhum estado sexual tinha sido
descrito. A forma perfeita foi reclassificada primeiro como Endomycopsis lipolytica,
depois como Saccharomycopsis lipolytica e finalmente como Yarrowia lipolytica
(BARTH; GAILLARDIN, 1997; LIU; JI; HUANG, 2015).
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Como uma levedura ndo convencional, a C. lipolytica pode assimilar e

fermentar diferentes fontes de carbono, tais como materiais hidrofilicos (glicose,
glicerol, alcoois e etila) e substratos hidrofébicos (acidos graxos, triglicerideos e
alcanos) e produzir metabolitos importantes (LIU; JI; HUANG, 2015). Os processos

metabolicos da C. lipolytica cultivadas nas fontes de carbono mais comuns, tais

como glucose, glicerol, etanol, acetato, acidos graxos, alcanos e triacilgliceréis sédo

ilustrados na Figura 11.

FIGURA 11. Vias metabdlicas de assimilacdo de fontes tipicas de carbono no

cultivo de C. lipolytica
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A C. lipolytica tem atraido atencdo e tem sido uma espécie microbiana muito
estudada (SOUZA et al., 2009; CAMPOS, 2013; ZINJARDE et al., 2014; CSUTAK et
al., 2015), devido a seu grande potencial biotecnolégico e aplicacdes na producéo
de &cidos graxos, bioemulsionantes, biossurfactantes, tratamento de aguas residuais
e na degradacdo de poluentes, tais como hidrocarbonetos (LEDESMA-AMARO et
al., 2016).

A capacidade que as leveduras do género Candida tem para crescer em meio
com hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono, € indicativa da sua capacidade
em utiliza-los (SOOD et al., 2009). A C. lipolytica utiliza hidrocarbonetos por possuir
vias metabdlicas necessarias para a utilizacdo (ZINJARDE et al.,, 2014). O
crescimento desse género microbiano em 6leo diesel como unica fonte de carbono e
energia, indica a sua capacidade de degrada-lo (SOOD et al., 2009; KUMARI;
ABRAHAM, 2011).

A incidéncia frequente da C. lipolytica em solos e ambientes marinhos
contaminados com Oleo, demonstra seu papel importante da desintoxicacdo de
hidrocarbonetos, mesmo sob condi¢cdes naturais. Com a adi¢cdo de nutrientes e/ou a
conjugacdo com outros micro-organismos, a capacidade de degradacdo pode ser
aumentada. Além disso, algumas estirpes tém sido excepcionalmente versateis no
que diz respeito as suas interagcdes com os poluentes e podem ser projetadas como
principais agentes no desenvolvimento de futuras tecnologias (ZINJARDE et al.,
2014).

Trabalhos com C. lipolytica UCP 0988 crescendo em agua do mar
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo, utilizando como fonte de carbono
Oleos vegetais como 0Oleo de babacu (VANCE-HARROP et al., 2003) ou o6leo milho
(ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE et al., 2006) ou derivados de petrdleo,
como Oleo diesel (SOUZA et al., 2012; SEGER et al., 2013) ou querosene (SILVA,
2012) - tém ratificado o potencial desta levedura produzir tanto em condi¢Bes 6timas
quanto em condicbes extremamente adversas, bioprodutos (bioemulsificantes,
biossurfactantes e enzimas) de grande interesse cientifico, comercial e ambiental.

A figura 12 apresenta a C. lipolytica UCP 0988 utilizada no presente estudo de
biodegradacéo de 6leo diesel em dgua do mar.
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FIGURA 12. C. lipolytica UCP 0988

Fonte: O autor (2016)

1.2.7.1. Metabolismo de alcanos por Candida lipolytica

Os mecanismos de transporte e de assimilacdo de alcanos pela C. lipolytica
ainda ndo sado totalmente conhecidos. Geralmente, dois modelos que incluem um
processso por difusédo passiva e um mecanismo ativo e dependente de energia
ocorrem em C. lipolytica. Sabe-se que existe um mecanismo de absorcdo de
alcano, dependente do comprimento da cadeia, que discrimina entre alcanos de
cadeia de carbono curta (Ci0 ou C12) e alcanos de cadeia de carbono longa (Ci4 ou
Cie6). Normalmente, alcanos com cadeias mais curtas, de Cs a Cio, ndo podem ser
assimilados porque eles sao citotoxicos e simplesmente rompem a membrana
celular (THEVENIEAU et al., 2007; LIU; JI; HUANG, 2015).

E geralmente suposto que os alcanos s@o primeiro convertidos nos &lcoois
graxos correspondentes, de mesmo comprimento de cadeia, pelo sistema de alcano
mono-oxigenases, que € composto de um citocromo P450 e de um NADPH-
citocromo 450 redutase ou seja de um citocromo 450 redutase dependente de
NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-oxidase - Fosfato
Dinucleotideo de Nicotinamida e Adenina). Entdo, os alcoois graxos de cadeia longa
sao convertidos nos aldeidos graxos correspondentes de mesmo comprimento de
cadeia pela élcool-oxidase de cadeia longa, no reticulo endoplasmatico e os

aldeidos graxos correspondentes sdo convertidos em acidos graxos de mesmo



62
Nobrega, H. F. Scale up de processo de biodegradagéo de 6leo diesel em agua do mar por Candida lipolytica UCP 0988

comprimento de cadeia pela desidrogenase de aldeido graxo no reticulo
endoplasmatico. Entretanto, os 4&lcoois graxos de cadeia curta no reticulo
endoplasmatico podem ser transportados diretamente para o peroxissoma e Sao
finalmente convertidos em acidos graxos correspondentes do mesmo comprimento
de cadeia (THEVENIEAU, 2010; LIU; JI; HUANG, 2015).

Recentemente, os membros da familia redutase demonstraram ser proteinas
que atuam como fatores de transcricdo e tém papéis potenciais na degradacao e
assimilacdo de alcanos por C. lipolytica (HIRAKAWA et al., 2009; LIU; JI; HUANG,
2015).

No metabolismo, os acidos graxos de cadeia curta sdo convertidos em acetil-
CoA no peroxissoma, ao passo que os &cidos graxos de cadeia longa séo
convertidos primeiro em acetil-CoA no citosol, sendo, em seguida, transportados
para o peroxissoma ou utilizados como substratos para a sintese de lipideos. Apés o
metabolismo dos alcanos, notavelmente, a C. lipolytica pode assimilar e utilizar
alcoois e aldeidos de cadeia longa como substratos de carbono diretamente a partir
de um meio de cultura (LIU; JI; HUANG, 2015).

Com base em reacbBes metabdlicas complexas e devido a sua capacidade
inerente de produzir multiplas enzimas, a C. lipolytica pode destoxificar poluentes
ambientais perigosos, como por exemplo, fenol e bifenila (ZINJARDE et al., 2014,
LIU; JI; HUANG, 2015).

Quando cultivada em meios com substratos hidrofobicos, durante o
metabolismo celular, a C. lipolytica pode produzir compostos biossurfactantes
capazes de acelerar a degradacdo e assimilagdo desses substratos (LIU; JI;
HUANG, 2015).

1.2.7.2 Producgéao de biossurfactantes por C. lipolytica

Biossurfactantes e bioemulsificantes produzidos por micro-organismos vém
despertando grande interesse, principalmente para aplicacdes em biorremediacdo
de solos, oceanos e mares poluidos por petrdleo. Muitas espécies de leveduras,
bactérias e fungos filamentosos podem degradar petrdleo, inclusive algumas cepas
de C.lipolytica, que tem apresentado, de acordo com a literatura, excelentes
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resultados na degradacdo da porcéo alifatica do petréleo bruto (ZINJARDE et al.,
1998; MANEERAT, 2005).

Geralmente, C. lipolytica cultivadas em materiais hidrofébicos, tais como,
residuos de 6leo vegetal, residuos de gorduras industriais e alcanos, podem produzir
compostos biossurfactantes ou bioemulsificnates (LIU; JI; HUANG, 2015). Um
bioemulsificante, chamado Liposan, o qual € composto principalmente por hidrato de
carbono e proteina, foi produzido por C. lipolytica cultivadas em substratos de
carbono ndo miscivel com a agua (CIRIGLIANO; CARMAN, 1985; LIU; JI; HUANG,
2015). Em outro estudo, cultivada em meio de cultura a base de glicose, a C.
lipolytica (IMUFRJ50682) produziu um bioemulsificante com alta emulsificacédo, o
qual foi chamado de Yansan (AMARAL et al., 2006; LIU; JI; HUANG, 2015). Outro
biotensioativo, que é um agente antimicrobiano e antiadesivo, denominado Rufisan,
foi produzido por C. lipolytica UCP0988 com um alto rendimento, aproximadamente
4,5 g / L, quando esta estirpe foi cultivada em meio suplementado com residuos de
refinaria de 6leo de soja (RUFINO et al., 2011; LIU; JI; HUANG, 2015).

A producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes € afetada por muitos
fatores, tais como a fonte de carbono, oxigénio e pH (LIU; JI; HUANG, 2015).
Producdo de biossurfactantes e bioemulsificantes associada a utilizacdo de 6leos
vegetais (VANCE-HARROP et al., 2003; ALBUQUERQUE, 2006; ALBUQUERQUE
et al., 2006) ou de derivados de petréleo, como querosene e 0leo diesel (SOUZA et
al., 2012; SILVA, 2012; SEGER et al., 2013), por C.lipolytica UCP 0988 em agua do
mar também tem sido verificada em diferentes condi¢cdes operacionais.

A otimizacdo e a ampliacdo de escala sédo etapas importantes para tornar os
processos de producdo de biossurfactantes/bioemulsificantes mais eficientes e
competitivos do ponto de vista econémico. Otimizacdo estatistica de componentes
de meios de producdo de bioemulsificantes por C. lipolytica foi realizada por
Albuquerque et al.,, (2006a) usando planejamento fatorial e metodologia de
superficie de resposta. Um modelo matematico para representar a atividade de
emulsificacdo como funcéo das concentracdes de uréia, sulfato de potassio e fosfato
de amonio foi proposto (ALBUQUERQUE et al., 2006a). De acordo com o modelo,
as concentracdes de uréia, sulfato de amonio e fosfato de potéassio, necesséarias

para atingir a atividade de emulsificacdo maxima (4,415 UAE), foram
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respectivamente iguais a 0,544; 2,131 e 2,628 % (p/v). A validacdo do modelo foi
realizada sob as condicbes do meio otimizado. A otimizagcdo aumentou a atividade
de emulsificacdo (1,198 UAE) do processo padréo de producao de bioemulsificante
em 262,8% nas condicbes do ponto central do planejamento experimental e em
272% nas condi¢des otimizadas do meio de producéao.

Ampliacdo de processo de producéo de biossurfactante por C. lipolytica UCP
0988 da escala de frasco para escala de biorreator de 5 litros, foi realizada por
Albuquerque (2006). Nos experimentos em escala ampliada, empregou-se 0 meio
de baixo custo, a base de agua do mar diluida a 50% (v/v), desenvolvido e otimizado
por Albuguerque (2006). Nas faixas de temperatura e agitacdo estudadas, para
obter-se altas atividades de emulsificagcbes para emulsdes agua-em-hexadecano,
adgua-em-oleo de milho e 4gua-em-6leo de canola, a melhor condi¢cdo operacional de
temperatura e agitacao foi 28°C e 300 rpm.

Neste contexto, novas pesquisas precisam ser desenvolvidas para ampliar os
conhecimentos técnico-cientificos sobre os potenciais, limitacdes e aplicacdes de C.
lipolytica UCP0988 em processos de biodegradacao (desde a escala de frascos até
a escala industrial) de petroleo e derivados associados a producdo de bioprodutos

ambientalmente amigaveis e com alto valor agregado
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Resumo

Neste trabalho, o efeito da salinidade sobre a producdo de biomassa, pH e tensdo superficial em
processo de biodegradacdo de 6leo diesel por Candida lipolytica UCP 0988 foi investigado. Dois
experimentos testes, em escala de frasco, foram realizados, em triplicata, usando como diluentes;
agua do mar e agua destilada, contaminadas com 6leo diesel e suplementadas com sulfato de aménio
e fosfato monobasico de potassio.  Experimentos controles — abidtico estéril, negativo e positivo —
foram realizados para cada experimento teste. Perfis cinéticos de producdo de biomassa, pH,
salinidade e tensédo superficial foram construidos e analisados. Comparacdes entre os resultados dos
experimentos de biodegradacgédo - testes e controles - usando agua do mar e agua destilada foram
realizadas. Os perfis cinéticos de producdo de biomassa indicam que C. lipolytica apresentou
comportamento diduxico e diferen¢as significativas nas taxas de degradagdo de 6Oleo diesel, em agua
do mar e em agua destilada. O efeito da salinidade reduziu mas néo inibiu a biodegradacgao de diesel,
que foi favorecida pelo aumento do tempo.

Palavras-chaves: degradacédo microbiana, hidrocarbonetos, tensédo superficial, agua do mar, agua
destilada

1. Introducéo

Na segunda década do século 21, o mundo permanece ainda dependente da energia oriunda de
combustiveis fosseis e a poluicdo de mares e oceanos devido ao derramamento de petroleo bruto e
de produtos derivados de seu refino (como gasolina, querosene e diesel) continua sendo um dos
maiores problemas ambientais. Quando o petréleo entra em contato com a agua do mar, ele é
submetido a varios processos fisico-quimicos e bioldgicos. Entre eles, a biodegradagédo desempenha
um papel importante. Esfor¢os consideraveis tém sido realizados visando compreender o efeito da
temperatura e das concentrages de oxigénio e nutrientes (N e P) sobre as taxas e 0s mecanismos
de biodegrada¢do. No entanto, h4 pouca informagéo disponivel sobre o papel da salinidade sobre a
biodegradacgédo de petrdleo [1-3]. A 4gua do mar natural tem uma composi¢do quimica muito variavel
[4], contendo mais que 50 elementos e um grande nimero de compostos organicos. Meios de cultura
marinhos podem ser classificados em dois grupos: 0os que usam agua do mar natural e 0s que usam
agua do mar artificial. Tanto a agua do mar natural quanto a agua do mar artificial sdo meios nao
otimizados e compartilham problemas semelhantes com relacdo as exigéncias das culturas
microbianas; por exemplo macronutrientes, como nitrogénio e fésforo ou metais traco podem ser
limitantes [5]. Existem poucos estudos na literatura sobre os efeitos da salinidade sobre a
biodegradacdo de 6leo diesel por leveduras em agua do mar. No presente estudo, agua do mar
natural e agua destilada contaminadas com dleo diesel, foram suplementadas com nitrogénio (sulfato
de amanio) e fosforo (fosfato monobasico de potassio), a fim de estimular o crescimento celular e, em
seguida avaliar os efeitos da salinidade sobre o pH, a tenséo superficial e a producédo de biomassa
em processos de biodegradacéo de 6leo diesel por C. lipolytica UCP 0988.
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2. Material e métodos

2.1. Micro-organismo

C. lipolytica UCP 0988 foi obtida da colecdo de culturas do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias
Ambientais e Biotecnologia, da Universidade Catolica de Pernambuco, Recife, estado de
Pernambuco, Brasil, registrada na World Federation Culture Collection (WFCC). A levedura foi
mantida a 4°C em meio Yeast Mold Agar (YMA) com a seguinte composi¢ao: extrato de levedura 3
g/L, extrato de malte 3 g/L, glicose 10 g/L, triptona 5 g/L, agar 15 g/L e pH 5.

2.2. Oleo diesel

Comercializado pela Petrobras, tipo metropolitano B7 (mistura diesel / biodiesel 7%), méaximo de
0,05% de enxofre; com aditivos; contendo hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aromaticos (de
10 a 40%).

2.3. Agua do mar

A agua do mar foi coletada no Porto de Suape, Pernambuco, Brasil. Sua composicdo foi Ca** 1.00%;
Mg** 0,97%; Na* 11,13%, K* 0.88%, CI-20.50%, SO4—3,41%. A salinidade, a gravidade especifica, o
pH e a tensédo superficial foram iguais a 37% , 1026 kg/m-3, 8,22 e 53,43 mN/m, respectivamente.

2.4. Experimentos testes e controles de biodegradacao de 6leo diesel

Dois ensaios testes com meios para biodegradacéo de 6leo diesel metropolitano B7 por C. lipolytica
UCP 0988, a base de agua do mar (TA-SW Test Assay-SeaWater) ou de dgua destilada (TA-DW Test
Assay-Distilled Water), foram realizados em frascos de Erlenmeyer de 500 mL com volume util de
250 mL, usando agitador rotatorio a 200 rpm e 28°C, durante 96 h. Os componentes do meio, sulfato
de amodnio e fosfato monobasico de potassio, foram dissolvidos em agua do mar ou agua destilada,
ambas esterilizadas. As concentragdes iniciais de sulfato de aménio e fosfato monobasico de potassio
foram iguais a 2 e 13 g / L, respectivamente. O pH inicial, a biomassa inicial (inéculo) e a
concentracao inicial de éleo diesel foram respectivamente iguais a 5,0; 0,424 g/L e 10% (v/v). Para o
ensaio teste com 96h (TA-SW-96h), quatro ensaios controles foram realizados: controle positivo
constituido por agua do mar, éleo de milho, nutrientes e indculo (PC-SW Positive Control-SeaWater);
controle negativo constituido por dgua do mar, Oleo diesel e inéculo (NC-SW Negative Control-
SeaWater) e controle querosene constituido por agua do mar, querosene, nutrientes e in6culo (KC-
SW Kerosene Control-SeaWater) e o controle abidtico constituido por agua do mar, 6leo diesel e
nutrientes (AC-SW Abiotic Control-SeaWater). O controle positivo serviu como ponto de referéncia
para reproduzir a biodegradacéo sob condi¢des 6timas (ndo toxicas). O controle negativo serviu como
um ponto de referéncia para reproduzir a biodegradacao em condi¢cdes sub-6timas (limitacao de
nutrientes). O controle com querosene serviu como ponto de referéncia para reproduzir a
biodegradagdo em condi¢Bes tdxicas. O controle abibtico serviu para medir as perdas abidticas (ou
seja, perdas por volatilizagdo adicional e dissolu¢éo). Controles positivo (PC-DW Positive Control-
Distilled Water), negativo (NC-DW Negative Control-Distilled Water), com querosene (KC-DW
Kerosene Control-Distilled Water) e abiético (AC-DW Abiotic Control-Distilled Water) utilizando agua
destilada no lugar da agua do mar também foram analisados com 96 h para verificar os efeitos da
salinidade sobre a biodegradacdo de Oleo diesel. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

2.5. Cinéticas de variaveis ambientais em biodegradacgéo de 6leo diesel em agua do
mar e em agua destilada

As cinéticas da salinidade, do pH, da tensao superficial e da produ¢do de biomassa no processo de
biodegradacédo de 6leo diesel por C. lipolytica UCP 0988, utilizando como diluente agua do mar e
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agua destilada foram monitoradas durante 4 dias. Aliquotas de cada experimento foram coletadas em
triplicata com 0, 4, 8, 24, 48, 72 e 96h e submetidas a determina¢des analiticas.

2.6. Andlises

As medidas de concentracdo da biomassa foram realizadas gravimetricamente. O 6éleo residual foi
extraido usando cloroférmio (CHCIls) e metanol (CHsOH) a razéo de 10:1 [6]. Os pH das aliquotas de
agua do mar e dos liquidos metabdlicos livre de células foram determinados usando um
potenciébmetro Orion (modelo 310) (Orion Research Inc., Cambridge, MA, USA). As salinidades e a
gravidades especificas da dgua do mar e das culturas livres de células foram determinadas atravées
de refratbmetro de mao sem compensacao automética de temperatura, com escalas de 0 a 100%o
para salinidade e de 1000 a 1070 para gravidade especifica, resolugédo 0.7%. As tensfes superficiais
(TS) dos liquidos metabdlicos livres de células - obtidos por centrifugacéo (10.000 x g por 15 minutos)
seguida por filtracdo das culturas - foram determinadas pelo método do anel Du Nouy [6], em
temperatura ambiente (28°C), utilizando um tensiometro modelo Sigma 70 (KSV Instruments Ltd.
Finland).

3. Resultados e discussao

3.1. Cinética de crescimento de C. lipolytica UCP 0988 em biodegradacéo de 6leo
diesel em 4gua do mar e 4gua destilada

Os perfis cinéticos de producédo de biomassa no TA-SW e no TA-DW estéo apresentados na Figura 1.
A levedura C. lipolytica UCP 0988 apresenta ciclos de crescimento ndo convencionais no TA-SW e no
TA-DW. Nas condicdes estudadas, a regulacéo fisioldgica desta levedura conduz ao crescimento
diauxico. Os resultados sugerem que o biodiesel € um substrato com prioridade de utilizacao por C.
lipolytica UCP 0988 em relacéo ao 6leo diesel. O dleo diesel metropolitano B7 foi metabolizado de
modo sequencial. A presenca de 7% de biodiesel no 6leo diesel metropolitano pode ter levado a
repressao de enzimas para o metabolismo do dleo diesel. Portanto, apenas quando a concentracéo
de biodiesel é reduzida através do consumo por esta levedura, pode ocorrer a producéo de enzimas
para o metabolismo do 6leo diesel. Trabalhos anteriores relacionados com a biodegradacdo  de
misturas de biodiesel e diesel, e focados principalmente na contaminacao da agua, tém demonstrado
que o biodiesel e as misturas de biodiesel/diesel sdo mais facilmente e mais rapidamente
biodegradadas que o 6leo diesel [7]. Outras explicacBes possiveis para o comportamento diduxico do
crescimento sdo: (i) a acumulacao transitéria de um metabolito, 0 qual eventualmente ira servir como
uma fonte nutricional secundaria, (i) a mudanga na composicdo das proprias células e (iii)
emergéncia e a coexisténcia em meios de biodegradacdo de dois tipos de células estaveis com
estratégias metabdlicas alternativas [8-9].
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Fig. 1 Producgéo de biomassa em meios para biodegradacgao de diesel usando como diluente agua do mar e
agua destilada

3.2. Ensaios testes e controles

Os ensaios controles foram avaliados apds 96 h de cultivo. As producfes mais elevadas de biomassa
foram obtidas nos controles positivos (PC-SW, PC-DW) e nos ensaios testes com agua do mar e
agua destilada (TA-SW, TA-DW), respectivamente (Figura 2). A mudanca de substrato de 6leo diesel
(téxico) para 6leo de milho (ndo téxico) no controle positivo obviamente favoreceu o aumento da
producdo de biomassa em comparacdo ao ensaio teste. Nestes mesmos ensaios (teste e controle),
as concentragbes de biomassa em agua do mar foram maiores do que as concentracbes de
biomassa em agua destilada, ressaltando a importancia dos sais minerais dissolvidos na agua do mar
para a biodegradacdo de Oleo diesel por C. lipolytica UCP 0988, além da suplementagdo com
nitrogénio e fésforo. A comparagdo dos ensaios testes e controles negativos permite observar que a
adicdo de sulfato de amdnia e fosfato monobasico de potassio no TA-SW e no TA-DW favoreceu a
producéo de biomassa em ambos os ensaios. Por outro lado, a mudanca de substrato de 6leo diesel
para querosene desfavoreceu a producédo de biomassa nos ensaios controles com querosene (KC-
SW and KC-DW), uma vez que o querosene é potencialmente mais téxico que o diesel. Em todos os
experimentos, as tensdes superficiais em meios a base de agua do mar foram maiores do que as
tensbes superficiais dos meios a base de agua destilada, revelando uma relagédo inversa entre o
aumento da salinidade e a redugdo da tenséo superficial.

70
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Ensaios Testes e Controles de Biodegradagao de Diesel
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Fig. 2 Ensaios testes e controles de biodegradacao diesel usando como diluente agua do mar e agua destilada
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3.3. Modelagem

Um modelo com trés-fases (linear ascendente, linear descendente e exponencial) e um modelo com
quatro-fases (exponencial, linear descendente, exponencial e linear descendente) foram
desenvolvidos para simular os perfis cinéticos de crescimento da biomassa nos TA-SW e TA-DW. A
tabela 1 mostra os modelos e parametros cinéticos obtidos a partir da modelagem matematica.
Ambos os modelos de crescimento para biodegradacao de 6leo diesel por C. lipolytica UCP 0988 sao
baseados na cinética de Monod (1949). As taxas de crescimento especificas (k) foram determinadas
durante as fases exponenciais e o0s tempos de duplicacdo (ts) foram calculados através da
incorporacdo das taxas de crescimento especificos. No TA-SW, a taxa de crescimento especifico foi
duas vezes menor do que no TA-DW, revelando o forte efeito inibitério da salinidade sobre a taxa de
crescimento dos micro-organismos que degradam Oleo diesel. As analises de regressdo foram
realizadas utilizando os softwares: Statistica Versédo 8.0 (Statsoft Inc., USA) e Sigma Plot versdo 11
(Systat Soft.Inc., Germany).

Tabela 1. Comparacéo de modelos cinéticos e parametros para o crescimento de Candida lipolytica 0988 UCP
em processos de biodegradacao de 6leo diesel utilizando como diluentes a &gua do mar e agua destilada

Agua do Mar Agua destilada

Fase de . -
Crescimento Modelo Biomassa R? k ta Modelo Biomassa R? k ta

(b (1) (1) (b
Linear Ascendente m=0,445t+0.42 1,000 - - - - - -
Exponencial - - - - m=0,6308e°1741t 0,864 0,174 3,981
Linear Descendente m=-0,34t+3,56 1,000 - - m=-0,1175t+0,92 1,000
Exponencial m=0,7437e 0013t 0,985 0,013 51,913 m=0,6318e%026t 0,963 0,026 26,613
Linear Descendent - - - - m=-0,0642t+8,46 1,000 - -

R? — Determination coefficient k- Specific growth rate td- doubling time m -biomass (g/L) t—time (h)

3.4. Efeitos da salinidade

Os perfis cinéticos da salinidade, pH, tenséo superficial e producdo de biomassa no TA-SW e no TA-
DW sao apresentados na Fig. 3(a-e). No TA-SW — durante a fase ascendente linear (Fig.1 e Fig.3c) —
as leveduras utilizam preferencialmente para crescer, o biodiesel, fonte de carbono néo téxica, e sais
nutrientes, havendo, entdo, aumento na producédo de biomassa e reducgéo da salinidade, do pH e da
tensdo superficial (ST). Na fase linear descendente, a salinidade, o pH e a tensdo superficial
continuam decrescendo e apenas as células mais adaptadas aos estresses salino, acido e toxico
(6leo diesel) sobrevivem. Entre 8 e 96 h, ocorre a assimilagdo do 6leo diesel, associada a produgéo
exponencial de biomassa. O pH (Fig.3a) e a TS (Fig.3b) inicialmente diminuem — atingindo valores
minimos em torno de 20 h, e depois aumentam, atingindo valores de pico em torno de 48 e 72 h,
respectivamente. A salinidade diminui até aproximadamente 35 h e depois aumenta até atingir um
valor de pico em 72 h. Apés 72 h, o pH e a salinidade aumentam e a tenséo superficial diminui até
96h (Fig.3a-c). A producdo maxima de biomassa (2,72 g/L) foi alcangada com 96h, salinidade de
37%0, pH 4,78 e TS igual a 47,07 mN/m. Os perfis cinéticos de salinidade, pH, TS e producéo de
biomassa, no TA-DW, séo suficientemente diferentes do TA-SW, para permitir a avaliacao do efeito
da auséncia dos sais minerais presentes na agua do mar, na producao de biomassa no processo de
biodegradacgéo de dleo diesel por C. lipolytica UCP 0988.
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Fig. 3 Efeitos da salinidade sobre: pH (a e d), tenséo superficial (b e €) e concentragédo de biomassa (c e f)
em meios a base de agua do mar (a, b e c) e agua destilada (d ,e e f)

No TA-DW, durante a primeira fase exponencial e a primeira fase de declinio linear (Fig.3f), as
leveduras usam inicialmente o biodiesel e sais nutrients para sobreviver, enquanto o pH aumenta
lentamente (Fig.3d), a TS permanence praticamente constante (Fig.3e) e a salinidade diminui até
alcancar um valor minimo apds cerca de 24h (Fig.3f). Na fase exponencial tardia, o pH aumenta
lentamente até 72 h, apresentando uma ligeira variacdo associada a producao de biomassa (Fig. 3d).
A TS também aumenta associada a producdo de biomassa até 72h (Fig.3e), quando ambos
alcancam valores de pico e depois diminuem continuamente até 96h. A salinidade aumenta
associado a producdo de biomassa (Fig. 3f) e a tensdo superficial (Fig.3e) até 48 h, e entdo
permanece praticamente constante, variando em torno de 9%. até 96h, favorecendo a produgao de
biomassa (Fig.3e), inibindo a producéo biossurfactante pelo aumento do seu consumo (Fig.3e) e pela
producéo de acidos orgéanicos (Fig.3d), entre 48 e 72 h. O declinio da producao de biomassa (Fig.3f),
entre 72 e 96h, esta provavelmente associado com a morte das leveduras, devido a limitagdo da fonte
de carbono e de sais nutrientes, a reducao do pH (producgéo de 4cidos) e a reducéo da TS (producéo
de biossurfactantes). A producdo maxima de biomassa (2,3 g/L) foi alcangada com 96h, salinidade de
9%o0, pH 3,56 e TS igual a 43,65 mN/m. No processo descrito acima, a redugcdo da TS esta
relacionada com a producdo de biossurfactante, acessibilidade e a biodegradacdo, enquanto a
elevacdo da TS estd relacionada com a utilizacdo de biossurfactantes produzidos pelas leveduras.
Varios estudos corroboram com os resultados acima [10-11]. A salinidade tem um grande impacto na
biodegradacédo de 6leo diesel por C. lipolytica UCP 0988. Os resultados sugerem que alta salinidade
(maior que 35%o) constitui uma barreira natural para a biodegradacdo de 6leo diesel, mas que a
levedura halotolerante C. lipolytica UCP 0988 apresenta capacidade para crescer em 0Oleo diesel e
aumentar a sua biodegradacéo, em ambos os ambientes, TA-SW e TA-DW.

Conclusao

A alta salinidade exerce um forte efeito inibitério sobre o crescimento das células e sobre a
biodegradagdo de hidrocarbonetos do Oleo diesel. O tempo de duplicagdo em TA-SW é
aproximadamente duas vezes mais lento que em TA-DW. No entanto, a extensdo da fase

exponencial e do processo de biodegradacédo de 6leo diesel em TA-SW é maior que em TA-DW.
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Sendo uma levedura marinha facultativa, C. lipolytica UCP 0988 adapta seus sistemas biolégicos e
fornece respostas de defesa efetivas ao estresse salino. As alteracdes fisioldgicas e os produtos
(biossurfactantes/bioemulsificantes, entre outros) sintetizados para manter o crescimento celular e
sobrevivéncia em ambiente aquatico hipersalino (salinidade superior a 35%.) contaminado com 6leo
diesel, favorecem o crescimento celular e a absorcéo e biodegradacdo de hidrocarbonetos de diesel
por C. lipolytica UCP 0998, nas condi¢c@es investigadas.

Agradecimentos: Este trabalho foi apioado financeiramente pela FACEPE, CNPq, CAPES e
UNICAP.
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Resumo

Experimentos de scale up foram realizados em frascos de Fernbach de 2.8-L e em
biorreator de bancada de 5 L para estudar a biodegradacdo de 6leo diesel por Candida
lipolytica UCP 0988 em agua do mar suplementada por sulfato de aménio e fosfato
monobasico de potassio. A levedura mostrou potencial para utilizar 6leo diesel como Unica
fonte de carbono e energia, sendo capaz de utilizar n-alcanos, alcanos ramificados e
compostos aromaticos, com preferéncia por alcanos com comprimentos intermediarios de
cadeia de carbono. A porcentagem de biodegradacdo de éleo diesel foi determinada
usando método gravimétrico e cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa
do Oleo diesel residual apés 9 dias. Formacgdo de biofilme contribuiu para aumentar a
eficiéncia da degradacdo dos hidrocarbonetos. Aeracdo e agitacdo influenciaram o
crescimento e a biodegradacdo de hidrocarbonetos. A estratégia de scale up em dois
estagios adotada no presente trabalho foi efetiva e pode facilitar ampliacbes adicionais

do processo para escalas semi-piloto, piloto e industrial.

Palavras-chave: Yarrowia lipolytica, hidrocarbonetos, petréleo, biorremediacéo,
biossurfactante, biofilme.
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1. Introducéo

O potencial das leveduras para metabolizar hidrocarbonetos encontra-se estabelecido
na literatura (Cerniglia e Crow, 1981; Cong et al., 2014; Gargouri et al., 2015). Leveduras
marinhas sdo consideradas agentes de biodegradacdo verdadeiramente verséteis. Elas
participam de uma quantidade de processos ecologicamente significativos no mar,
especialmente em estuarios e ambientes costeiros (Kutty e Philip, 2008). Recentes
pesquisas mostram que leveduras marinhas tem varias caracteristicas Unicas e vantajosas
sobre as leveduras terrestres, como maior tolerancia a osmose, maior produtividade quimica
e producéo industrial de enzimas especiais (Zaky et. al, 2014).

Embora leveduras marinhas ainda ndo sejam largamente usadas em escala industrial,
em processos de biorremediacao ex-situ de mares e oceanos contaminados com petréleo e
seus derivados, pesquisas de estratégias de ampliacdo de escala, para processos de
biodegradacdo de hidrocarbonetos por leveduras de ecossistemas marinhos, podem
conduzir ao desenvolvimento tanto de tecnologias de biorremediacdo ambientalmente
amigaveis, custo-efetivas e inovadoras quanto de bioprodutos com alto valor agregado como
biossurfactantes, bioemulsificantes e enzimas (Kutty e Philip 2008; Zaky et. al, 2014).

Biorremediacdo in situ de aguas de mares e ocednos contaminadas por petroleo e
produtos petroliferos como o 6leo diesel é ainda um grande desafio, devido as dificuldades
para avaliar e controlar os fatores criticos envolvidos, especialmente os ambientais. Quando
a biorremediacao in situ pode ser realizada de forma segura, ela é muito menos dispendiosa
e causa menos perturbacdo ambiental que os métodos de limpeza fisicos de
biorremediacdo ex situ. Quando a biorremediacdo in situ ndo pode ser realizada, a
biorremediacéo ex-situ € uma tecnologia alternativa considerada eficaz e amigavel para o
ambiente. Em geral, a aplicacdo de biorremediacdo ex-situ esta associada a processos de

biodegradacdo de hidrocarbonetos realizados em batelada ou em batelada alimentada,
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iniciados e otimizados em escala de laboratorio e depois transferidos para escala piloto e/ou
escala industrial (Paniagua-Michel; Rosales, 2015)

O método tradicional de ampliacdo de escala (scale up) de bioprocesssos é
geralmente baseado em critérios empiricos, como entrada constante de energia por unidade
de volume, coeficiente de transferéncia de massa constante, tempo de mistura constante e
velocidade do impulsor constante (Shuler et al.,, 1992). No entanto, os critérios empiricos
supracitados apresentam problemas, especialmente devido a mudancas no regime de
controle durante o scale up (Charles, 1985).

No presente trabalho foi proposta uma estratégia de scale up em dois estagios para a

biodegradacado de 6leo diesel em agua do mar por Candida lipolytica UCP 0988 - seguindo
0s mesmos fundamentos utilizados na abordagem de scale up de bioprocessos introduzida
por Hsu e Wu (2002), com base na avaliagdo dos efeitos das variaveis ambientais sobre a
biodegradacdo e da variacdo das varidveis ambientais.
Durante as ultimas décadas, abordagens similares tém sido utilizadas em ampliacdo de
processos de biodegradacdo de hidrocarbonetos, entre escalas de frascos agitados e/ou
biorreator de bancada e/ou piloto e/ou industrial (Gomes et. al, 2010, Silva et. al, 2012;
Usharani e Muthukuma, 2013; Sharma et. al, 2014; Moscoso et al 2015).

Neste trabalho, a ampliagdo de processo de biodegradacéo de 6leo diesel por Candida
lipolytica UCP 0988 em &gua do mar suplementada com nitrogénio e fésforo, foi realizada
da escala de frascos de Fernbach de 2,8L para a escala de biorreator de bancada de 5L -

visando investigar, entre outros, os efeitos da agitacdo e da concentracao inicial de in6culo.

2. Materiais e métodos

2.1. Micro-organismo e meio de manutencao

A levedura C. lipolytica UCP 0988 foi obtida da cole¢éo de culturas UCP (Universidade

Catdlica de Pernambuco), abrigada no Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais e
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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
Federacdo Mundial para Colecdo de Culturas (World Federation for Culture Collection )
sob o n° WDCM 927. A levedura foi mantida a 4° C em meio 4gar YMA com a seguinte
composicao: extrato de levedura 3 g/L, extrato de malte, 3 g/L, glicose a 10 g/L, triptona a 5

g/L, agar 15 g/L e pH 5.

2.2. Oleo diesel

Oleo diesel, tipo metropolitano B7 (mistura 93% diesel - 7% biodiesel), comercializado
em posto Petrobras, maximo de 0,05% de enxofre; com aditivos; contendo hidrocarbonetos

parafinicos, nafténicos e aromaticos (10 a 40%).

2.3. Agua do mar

A 4gua do mar foi coletada no Porto de Suape, Pernambuco, Brasil. Composicéo:
Ca*™ 1,00%; Mg** 0,97%; Na* 11,13%, K + 0,88%, CI-20,50%, SO,.. 3,41%. A salinidade,
gravidade especifica, pH e tensao superficial foram iguais a 37 %o; 1026 kg/m=3, 8,22 e 53,43

mN / m, respectivamente.

2.4. Estratégia em dois estagios para ampliacdo de escala (scale up) de processo de

biodegradacao de 6leo diesel por C. lipolytica UCP 0988 em agua do mar

O tipo de biorreator e as condicdes iniciais adotadas pela estratégia de ampliacdo de

escala em dois estagios encontram-se descritos na tabela 1.
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Tabela 1 - Condi¢gbes operacionais (volume, pH, temperatura taxa de agitacdo e taxa de
aeracdo) e nutricionais (diesel, (NH4).SOs e KH2PO,) iniciais utilizadas em estratégia de
ampliacdo de escala, em dois estagios, de processo biodegradacdo de Oleo diesel
por C.lipolytica UCP 0988 em agua do mar, suplementada com sais de nitrogénio e fésforo

Condigdes iniciais operacionais e nutricionais

Biotr_reator Volume pH  Temperatura Taxa Taxa Concentragdo
Ipo _ °C Agitacéo Aeragéo - -
Total Uil ) g(]rpn(i) (an) Biomassa! Diesel  (NH4);S042 KHyPO,2
(O] (O] (g/L) (%viv) (9/L) (9L
Fernbach 2.8 1.5 5 28 200 0.867 0.636 10 13 2
BioFlo 2000 3 5.0 4.0 5 28 300 0.875% 0.636 10 13 2

1 células de leveduras crescidas em meio YMA por 48 h 2 Diluente: &gua do mar 3 News Brunswick Scientific Co., EUA 4 3,5L ar / min

No inicio de cada etapa do processo da ampliacdo de escala, os biorreatores (frascos
de Fernbach de 2.8L ou biorreator de bancada BioFlo 2000 de 5L) foram parcialmente
preenchidos com meio mineral (MM), isto €, com 4gua do mar, suplementada com sulfato de
amonio e fosfato monobasico de potédssio nas concentragfes especificadas na Tabela 1. O
pH inicial do MM foi ajustado para 5,0, sendo monitorado durante todo o processo, mas sem
ser controlado automaticamente. O MM foi esterilizado em autoclave a 121° C, durante 20
minutos. A Unica fonte de carbono utilizada foi o 6leo diesel metropolitano tipo B7, que foi
autoclavado em vapor fluente durante 15 min, em frasco de vidro previamente
esterilizado. O 6leo diesel foi adicionado ao MM nas concentragdes acima especificadas. O
processo de biodegradacéo foi iniciado com a inoculagdo direta aos biorreatores de células
de C. lipolytica UCP 0988, crescidas em meio YMA por 48 h e ndo submetidas a
aclimatacao prévia. Os valores das taxas de agitagdo e aeracdo e da concentracao inicial de
biomassa estdo especificados na Tabela 1. Nas duas fases da estratégia de ampliacdo de
escala, os processos de biodegradagdo de Oleo diesel foram realizados durante 216 h (9
dias). Os biorreatores foram operados, em modo batelada, sem controle de pH e de
oxigénio dissolvido. Nas duas etapas do scale up, controles abiéticos (sem in6culo) foram
preparados para determinacao de perdas de 6leo diesel por extracdo e volatilizagao.
Amostras foram coletadas, de forma estéril, em 0, 4, 8, 12, 24, 48, 72, 96,168,192 e 216 h,

para analises posteriores. O volume das aliquotas coletadas dos frascos Fernbach e do
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biorreator de bancada Bioflo 2000 foi 50 mL. Todos os tratamentos e analises foram

realizadas em duplicata.

2.5 Planejamento fatorial completo 22 em escala de frasco de Fernbach

Um planejamento fatorial completo (PFC) 22, constituido por 4 ensaios, foi realizado
em duplicata, em escala frasco de Fernbach, para verificar os efeitos e interacbes da
concentracao inicial de biomassa (in6culo) e da taxa de agitacdo sobre a concentracao final
de biomassa, a tenséo superficial, a atividade de emulsificacdo e a biodegradacado do 6leo
diesel. Os intervalos e niveis dos fatores (ou variaveis independentes) estdo apresentados
na Tabela 2 e foram otimizados e validados previamente (Henriques 2013, Seger 2013). As
andlises estatisticas dos resultados dos experimentos do PFC 22 foram realizadas utilizando
os softwares Statistica® versdo 8.0 (Statsoft, Inc., EUA) e SigmaPlot® versdo 8.0 (Systat,

Inc., Germany).

Tabela 2 - Valores da concentracdo inicial de biomassa e da velocidade de agitacdo em
diferentes niveis do planejamento fatorial completo 22

i Nivel
Variavel Independente 1 1
Biomassa inicial (g/L) 0,212 0,636
Taxa de agitacdo (rpm) 150 200

Para o melhor ensaio do PFC 22 foram realizados: controle positivo constituido por
agua do mar, 6leo de milho, nutrientes e inéculo: controle negativo constituido por agua do
mar, 6leo diesel e in6culo e o controle abidtico constituido por agua do mar, 6leo diesel e
nutrientes. O controle positivo serviu como um ponto de referéncia para a biodegradacédo
reprodutivel sob condi¢Bes Gtimas (ndo toxico). O controle negativo serviu como um ponto

de referéncia para a biodegradacéo reprodutivel em condi¢6es sub-6timas (limitacdo de
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nutrientes). O controle abidtico serviu para medir as per