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RESUMO

A biodegradacdo de hidrocarbonetos por populacdo natural de microrganismos representa
um dos mecanismos primarios pelos quais 6leo diesel e outros hidrocarbonetos poluentes
sdo eliminados ou transformados no ambiente. Atualmente aceita-se que hidrocarbonetos
de petrdleo possam ser degradados por microrganismos, desde que alguns fatores, tais
como nutrientes, disponibilidade de compostos orgéanicos, pH e temperatura sejam
controlados e otimizados. Neste estudo, biodegradacéo de 6leo diesel por Candida lipolytica
em &gua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo foi investigada em escala
de frascos de fermentacdo agitados. Um conjunto de trés planejamentos fatoriais completos
foi realizado para investigar os efeitos e as interacdes do pH e das concentra¢des de agua
do mar, Oleo diesel, uréia, sulfato de aménio e fosfato monobasico de potdssio sobre o
crescimento de C. lipolytica, a atividade emulsificacdo e a tenséo superficial do cultivo livre
de células. A biodegradacéo de 6leo diesel foi confirmada através de quatro experimentos
na presenca de: (1) agua do mar + 6leo diesel (2); &gua destilada + Oleo diesel; (3) + 4gua
do mar + 6leo de milho (4) agua destilada + 6leo de milho. O melhor resultado para
degradacédo de oleo diesel 5% (v/v) foi obtido, utilizando agua do mar suplementada com
1,0% (p/v) de sulfato de amonio e 1,0% (p/v) de fosfato monobasico de potéssio. Nesta
condi¢cdo, apés 96 h, o pH, a salinidade, a tensdo superficial e as atividades de
emulsificacdo para emulsdes com 6leo de milho e com 6leo de motor foram iguais a 9,47,
44%0, 46,63 mMN/m, 5,49 e 6,00 UAE, respectivamente. Considerando que a C. lipolytica tem
potencial de aplicagcdo em processos biotecnoldgicos, as condigcdes dos meios de producéo
e os bioemulsificantes e biossurfactantes produzidos sdo candidatos a serem otimizados e
utilizados na biorremediacdo de ambientes marinhos contaminados por 6leo diesel e outros

derivados de petréleo.

Palavras chaves: biodegradacdo, Oleo diesel, agua do mar, Candida lipolytica,

bioemulsificante, biossurfactante
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ABSTRACT

The biodegradation of hydrocarbons by natural population of microorganism represents one
of the primary mechanisms by which diesel oil and others hydrocarbons pollutants are
eliminated or transformed in the environment. It is generally accepted today that petroleum
hydrocarbon, can be degraded by microorganisms as long as a few factors, such as
nutrients, organic compound bioavailability, pH and temperture are controlled and optimized.
In this study biodegradationof diesel oil by Candida lipolytica in sea water supplemented with
nitrogen and phosphorus sources was investigated in skake flask fermentation scale. A set of
three full factorial designs was carried out to investigate the effects and interactions of pH
and the seawater, diesel oil, urea, ammonium sulfate and potassium dihydrogen
orthophosphate concentrations on the C.lipolytica growth, the emulsification activity and the
surface tension of the free cell broth. The biodegradation of diesel oil was confirmed through
four laboratory experiments using: (1) seawater + diesel oil; (2) distilled water + diesel oil; (3)
seawater + corn oil and (4) distilled water + corn oil. The best result for 5% (v/v) diesel
degradation was obtained at condition 1, using seawater supplemented with 1,0% (p/v) of
ammonium sulfate and 1,0 % (p/v) of potassium dihydrogen orthophosphate. In this
condition, after 96 h, the pH, the salinity, the surface tension and the emulsification activities
to emulsions with corn oil and with motor oil were equal to 9.47, 44 %o, 46.63 mMN/m, 5.49 e
6.00 UAE, respectively. Whereas C.lipolytica has potential application in biotechnological
process, the production medium conditions and bioemulsifiers and biosurfactants produced
are candidates to be optimized and used in bioremediation of marine environments

contaminated by diesel and other oil products.

Key-words: biodegradation, diesel oil, seawater, Candida lipolytica, bioemulsifier,

biosurfactant
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CAPITULO 1

1. Introducéo

Acidentes durante o transporte maritimo de petroleo e seus derivados tém causados
sérios danos ao meio ambiente, demonstrando a importancia e a necessidade de pesquisa,
desenvolvimento e aperfeicoamento de tecnologias de prevencdo e remediacdo de
derrames de 6leos operacionais ou acidentais.

A instalacdo da Refinaria Abreu e Lima, prevista para entrar em funcionamento em
2011, no Porto de Suape, Pernambuco, provavelmente aumentara a incidéncia de
problemas ambientais decorrentes do derramamento de petroleo e derivados, pois ird
processar 6leos pesados extraidos no Brasil e na Venezuela. Também sera instalado, em
Suape, um pdlo petroquimico integrado pela maior fabrica de resina polietileno tereftalato
(PET), por uma industria de &cido tereftalico purificado (PTA) e por uma unidade industrial
de polimeros e filamentos de poliéster (POY). A incidéncia de problemas ambientais
decorrentes do derramamento de petroleo e derivados, provavelmente aumentara, com o
inicio da operacao deste Complexo Petroquimico.

As técnicas convencionais de limpeza de areas contaminadas com petroleo e seus
derivados podem ser complementados com a remediagdo, pelo uso de dispersantes
quimicos ou de biossurfactantes (BENTO, 2005). Comparados aos surfactantes sintéticos,
os biossurfactantes tém maior toleréncia a variagdo de pH, temperatura e salinidade, sé&o
mais seletivos, menos toxicos, biodegradaveis, existindo ainda a possibilidade de serem
produzidos in situ pelos microrganismos, que se utilizariam dos contaminantes organicos
como substratos para crescimento (DESAI; BANAT, 1997).

A biodegradacdo do petréleo e seus derivados por populagbes naturais de
microrganismos representa um dos mecanismos primarios através dos quais compostos
poluentes podem ser eliminados do meio ambiente. Alguns compostos do petréleo sao

facilmente evaporados ou biodegradados, enquanto outros persistem recalcitrantes na
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natureza. Processos de biorremediagdo minimizam o impacto de substancias recalcitrantes
no ambiente (ATLAS, 1997; 1981).

O crescimento de microrganismos em uma interface de Oleo/dgua favorece o
aparecimento de um biofilme, cuja formacdo envolve as seguintes etapas: primeiro 0s
microrganismos aderem a superficie de grandes gotas de 6leo devido a hidrofobicidade das
células, em seguida as células aderidas formam uma camada delgada na interface
Oleo/dgua, extraindo os compostos insoluveis em agua da fase oleosa e utilizando os sais
minerais da fase aquosa. Quando as células revestem as gotas de Oleo produzindo
biossurfactantes, a tensao interfacial disponivel é reduzida favorecendo o crescimento
microbiano. Quando o composto oleoso contido nas gotas desaparece, 0s microrganismos
colonizam outras gotas (BENTO, 2005).

E é justamente nestes compostos oleosos provenientes da industria petrolifera, onde
esthd concentrado o maior mercado para os biossurfactantes. Em torno de 400-500
toneladas/ano de biossurfactantes produzidos sdo usados na producdo do petrdleo ou
incorporados em formulacBes de 6leos lubrificantes, além de outras aplicagbes na area
petrolifera, incluindo a biorremediagéo e dispersdo no derramamento de 6leos; a remocéo e
mobilizacdo de residuos de 6leo em tanques de estocagem e a recuperagdo terciaria de
petréleo (PIROLLO, 2006).

As refinarias de petrdleo geram uma grande quantidade de derivados indesejaveis
qgue poluem o ambiente e sédo os principais poluidores do solo e mananciais de agua. As
fontes destes produtos sao provenientes principalmente dos fundos de tanques-
reservatorios e das unidades de tratamento. No Brasil, as regifes costeiras estdo mais
suscetiveis a derramamentos de petréleo e seus derivados uma vez que sdo nas operacoes
realizadas nos portos e terminais que tém sido registrados os maiores indices de acidentes,
cerca de 90,8% do total (SILVA, 2004).

Um derrame de 6leo pode gerar uma série de impactos sobre 0s organismos e 0s
ecossistemas, prejudicando atividades recreativas como banho de mar, mergulho, pescaria,
além de gerar contestacdes por parte da populacdo, comércio (hotéis, restaurantes,
turismo), governo local, industrias que usem recursos do mar e outros setores da sociedade
que se utilizam do ambiente poluido (KHANNA; BARUA, 2001).

A poluicdo ambiental causada pela liberacdo de hidrocarbonetos, decorrentes das
atividades industriais e dos derramamentos acidentais de petrdleo e seus derivados,
apresenta grande risco aos ecossistemas marinho e terrestre. Os tratamentos tradicionais,
tais como contencao e recolhimento através de barreiras flutuantes, adsorcéo por materiais

naturais ou sintéticos, entre outros, ndo visam a degradac&o do petrdleo (PIROLLO, 2006).
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A limpeza de locais maritimos e terrestres contaminados por derramamento de petréleo,
remocao da borra oleosa de tanques de estocagem, remocdo de metais pesados de solos e
corregos contaminados, assim como o0 aumento geral nos processos de recuperacdo de
Oleo de reservatorios, sdo possiveis aplicacdes para biossurfactantes (VANDYKE et al.,
1991).

A biodegradacgédo apresenta-se como um método efetivo, uma vez que, o petrdleo é
usado como fonte de carbono através dos processos microbianos, resultando na quebra das
moléculas em compostos de baixa massa molecular (ZHANG et al., 2005). Porém,
geralmente a biodisponibilidade de compostos hidrofébicos para conversdo microbiana é
baixa, limitando assim a taxa de biodegradacdo no meio aquoso. Sendo assim, o uso de
compostos tensoativos, tal como compostos surfactantes, apresenta-se como uma
alternativa a biodegradacao de hidrocarbonetos (URUM et al., 2004; PIROLLO, 2006).

Diante desses cenérios, apoiado em legislacbes de carater ambiental e
conscientes da necessidade inova¢des tecnoldgicas, em especial tecnologias "verdes" para
prevencdo e remediacdo de acidentes, envolvendo petroleo e derivados, grupos de
pesquisadores da Universidade Federal de Pernambuco e da Universidade Catdlica de
Pernambuco vém se dedicando ha véarios anos ao desenvolvimento de novos processos
produtos biotecnolégicos com vista a preservagdo e remediagcdo de ambientes
contaminados por petrdleo e derivados (VANCE-HARROP, 2000; VANCE-HARROP;
BUARQUE-GUSMAQ; CAMPOS-TAKAKI, 2000; SARUBBO et al., 2001; VANCE-HARROP;
CAMPOS-TAKAKI, 2001; VANCE-HARROP; BUARQUE-GUSMAO; CAMPOS-TAKAKI,
2003; VANCE-HARROP, 2004; ALBUQUERQUE, et al., 2005; ALBUQUERQUE, 2006;
ALBUQUERQUE; FILETI; CAMPOS-TAKAKI, 2006, ALBUQUERQUE et al., 2008).

Portanto, considerando a escassez e a necessidade de novas pesquisas sobre
biodegradacdo de hidrocarbonetos e producéo de bioemulsificantes e/ou biossurfactantes,
em ambientes marinhos impactados por derramamentos de petréleo e derivados, o presente
trabalho teve como objetivo investigar a degradacdo de o6leo diesel e a producdo de

bioemulsificante/biossurfactante por C. lipolytica UCP 0988 em agua do mar.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade da levedura Candida lipolytica UCP 0988 degradar 6leo diesel

em agua do mar natural, suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.

1.2.2 Objetivos especificos

1. Investigar a capacidade de C. lipolytica crescer em agua do mar natural, suplementada
com fontes de nitrogénio e fésforo, tendo 6leo diesel como Unica fonte de carbono;

2. Investigar a producéo de bioemulsificantes/biossurfactantes por C. lipolytica, em agua do
mar natural, suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo, tendo 6leo diesel como
Unica fonte de carbono;

3. Avaliar os efeitos da concentracéo de 6leo diesel, da concentracédo de agua do mar, das
concentracdes de nutrientes (uréia, do sulfato de amoénio e do fosfato monobésico de
potéssio) e do pH sobre o crescimento de C. lipolytica;

4. Avaliar os efeitos da concentracao de 6leo diesel, da concentracdo de agua do mar, das
concentracdes de nutrientes (uréia, do sulfato de amonio e do fosfato monobésico de
potéssio) e do pH sobre a atividade de emulsificacdo e a tenséo superficial de cultivos
livres de células de C. lipolytica;

5. Avaliar a estabilidade e especificidades do(s) bioemulsificante(s)/biossurfactante(s)
produzido(s) frente a diferentes condi¢cbes de pH e salinidade;

6. Investigar a capacidade da levedura C. lipolytica produzir fenoloxidases (lacases),
tanases e lipases em agua do mar natural, suplementada com fontes de nitrogénio e

fosforo, tendo 6leo diesel como Unica fonte de carbono.
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1.3 Revisao da literatura

A presente revisdo teve como proposito fornecer uma visdo geral sobre
hidrocarbonetos, derramamentos marinhos e suas consequiéncias, ressaltando ainda a
degradacdo enzimatica de compostos aromaticos por lacases e tanases, além de técnicas
de biorremediacdo de hidrocarbonetos do petréleo, e producdo de biossurfactante e/ou
bioemulsificantes, em ambientes marinhos e em meios minerais a base de agua do mar

natural, tendo como substrato hidrocarbonetos e 6leos vegetais.

1.3.1 Hidrocarbonetos do petrdleo

1.3.1.1 Caracterizacao

Os hidrocarbonetos séo utilizados como indicadores de poluicdo por serem o0s
compostos mais abundantes do petrdleo. S&o formados por carbono e hidrogénio, 85% e
15%, respectivamente, e possuem composicdo e estruturas moleculares diferenciadas.
Baseados na composicdo molecular podem ser agrupados em quatro classes principais,
aromaticos, alcanos, alcenos e cicloalcanos. Os hidrocarbonetos aromaticos ou
hidrocarbonetos de cadeia benzénica (insaturada) séo os que apresentam maior toxicidade.
A biodegradacéo é lenta e estdo associados a efeitos cronicos e carcinogénicos. Aqueles
com dois ou mais anéis aromaticos sdo denominados de Hidrocarbonetos Aroméaticos
Policiclicos (HAPs), também classificados como Poluentes Orgéanicos Persistentes (POP).
Constituem os principais produtos da combustdo incompleta da matéria organica, sendo
potencialmente perigosos e amplamente distribuidos pelo meio ambientes na forma de
misturas complexas. Alguns HAPs sdo mutagénicos ou carcinogénicos, com atividade
dependente de sua forma molecular (SILVA, 2004).

Os alcanos, hidrocarbonetos de cadeias simples e ramificadas, conhecidos como
parafinas, compreendem a maior fracdo da maioria dos petroleos. S&o incolores,
relativamente inodoros e pouco reativos. A toxicidade dos mesmos geralmente € baixa e sdo
facilmente biodegradados. Enquanto que os alcenos (olefinas) caracterizam-se por
hidrocarbonetos de cadeia aberta, bem similar aos alcanos, diferindo apenas pela presenca
de ligacao dupla entre os atomos de carbono. Geralmente estdo ausentes ou aparecem em

pequenas quantidades no petrdleo, mas sdo abundantes em produtos de refino como a
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gasolina. Ja os hidrocarbonetos de cadeias fechadas (ciclicas) e saturadas, sdo admitidos
guimicamente como cicloalcanos (naftas), fazem parte da segunda maior fragdo da maioria
dos petréleos, e apresentam toxicidade variavel de acordo com sua estrutura molecular,
além do que séo hidrocarbonetos resistentes a biodegradacéo.

Essencialmente, os mesmos hidrocarbonetos compdem os diferentes tipos de
petréleo, variando apenas em suas proporc¢des. Estas diferengas na composicao influenciam
nas propriedades fisicas dos diversos tipos de petréleo cru, como por exemplo, a coloracgéo,
variando desde quase transparente até negro; o odor de quase inodoro até o forte cheiro de
enxofre.

Os derivados de petroleo apresentam propriedades fisicas semelhantes.
Normalmente, ndo reagem quimicamente ou apresentam dificuldades de reacdo com
agentes oxidantes ou redutores, ndo apresentando acdo reativa ou corrosiva. Dentre estas
propriedades temos: densidade, ponto de inflamacéo, ponto de fluidez, viscosidade, tenséo
superficial e solubilidade.

A densidade permite determinar se um 6éleo tende a afundar ou flutuar na coluna
d’dgua apés um vazamento. A gravidade especifica indica a flutuabilidade de tais
substancias. Os 6leos quando lancados no ambiente, geralmente permanecem flutuando até
gue se adsorvam a particulas em suspensdo e sedimento, passando por intemperizagéo
adicional ou sejam consumidos por organismos Vivos.

O ponto de inflamagé&o é detectado pela temperatura na qual uma substancia libera
vapores (CETESB, 2004). Oleos leves e produtos refinados s&o inflamados com mais
facilidade do que os 6leos pesados. Com a gradual dispersdo ou evaporagdo dos
componentes leves e a consequente elevagao do ponto de inflamacéo, os produtos véo se
tornando menos perigosos para as equipes de limpeza.

O Ponto de Fluidez (Pour Point) é indicado pela “temperatura abaixo da qual o 6leo
nao fluird” (API, 1999), “devido a formacdo de uma estrutura microcristalina que amplia a
viscosidade e tensdo superficial do produto” (CETESB, 2002). O ponto de fluidez dos
petréleos brutos situa-se entre a temperatura inferior a -30°C para os mais fluidos e +30°C
para os mais ricos em parafina. Para os refinados, o ponto de fluidez pode variar entre -60°C
para combustiveis de avido e +46°C para 6leos combustiveis n°® 6 (FRONAPE, 2002a;
SILVA, 2004).

Entende-se por viscosidade a resisténcia interna de um fluido ao escoamento, devido
as forcas de atrito entre as moléculas. A viscosidade é inversamente proporcional a
temperatura, ou seja, a viscosidade aumenta quando a temperatura diminui e vice-versa,

varia de acordo com os teores dos componentes (leves, intermediarios, pesados),
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substancias contendo maior parte de compostos leves sdo menos viscosas que aquelas
contendo mais compostos intermediarios e estas, por sua vez, sS40 menos viscosas que
substancias contendo maior parte de componentes pesados. Um 6leo sob processo de
intemperizacdo tem sua viscosidade natural aumentada com a perda de diversos
componentes.

A tensao superficial constitui-se na for¢a de atracdo (coesédo) entre as moléculas na
superficie de um liquido. A tensdo superficial diminui com o aumento da temperatura e,
juntamente com a viscosidade determinam a taxa de espalhamento da substancia na agua
ou no solo (CETESB, 2004).

A solubilidade é o processo através do qual uma substancia (soluto) dissolve-se em
outra (solvente). Geralmente, ndo ultrapassando a 5 ppm, a solubilidade do petréleo em
agua é classificada como extremamente baixa e, dissolvem-se no meio aquatico apenas
uma pequena parte dos hidrocarbonetos sollveis e dos varios sais minerais presentes no
oleo (POFFO, 2000).

1.3.1.2 Classificacao dos 6leos

A classificagdo dos 0leos € baseada na persisténcia do 6leo no ambiente conforme
peso especifico e em funcdo das propriedades. Ao entrar em contato com o ambiente, 0
produto derramado comeca a sofrer continuos processos fisicos e quimicos decorrentes das
condicbes ambientais locais como ventos, temperatura, intensidade luminosa, ondas e
correntes. Dependendo da natureza do produto derramado, este tenderd a desaparecer ao
longo do tempo ou a persistir no ambiente. Sao classificados como ndo persistentes, 0s
produtos refinados de petréleo que tendem a evaporar e dissipar rapida e naturalmente e
gque raramente requerem limpeza (ITOPF, 2003). Os persistentes sdo aqueles petroleos crus
e produtos refinados que tendem a se dissipar mais vagarosamente.

Segundo o Cadigo Federal Americano de Regulamentacbes 33 US, sub-parte
155.1020, os Oleos séo divididos em cinco categorias, especificadas na Tabela 1.3.1.2.1,

baseado na persisténcia relativa dos mesmos.
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Tabela 1.3.1.2.1 Caracterizagdo de Oleos e derivados em funcdo da persisténcia no

ambiente
Densidade
Categoria Persisténcia especifica Exemplos
Grupo | N&o persistente N&ao aplichveis  Gasolina, condensados
(N/A)*
Grupo 1l Persistente < 0,85 Diesel, 6leo cru leve
Grupo 1l Persistente 0,85<0,95 Produtos e 6leo cru
intermediarios
Grupo IV Persistente 0,95<1,00 Oleo cru pesado residual
Grupo V Persistente > 1,00 Mais pesados do que agua doce

* Por possuirem uma baixa densidade especifica, os 6leos do Grupo | sdo simplesmente listados
como N/A.
Fonte: (API1,1999 apud SILVA, 2004).

1.3.1.3 Oleo diesel

O Oleo diesel é um subproduto do petréleo, constituido basicamente por
hidrocarbonetos, que variam de 8 a 38 atomos de carbono em sua cadeia,
aproximadamente 40% s&o de n-alcanos; 39%, de iso e cicloalcanos; 20%, de
hidrocarbonetos arométicos, e o restante é formados por isoprendides como enxofre,
oxigénio e nitrogénio. E um produto inflamavel, medianamente toxico, volatil, isento de
material em suspensdo e com odor forte e caracteristico. Contudo, a composicdo de um
Oleo diesel especifico dependera da fonte do petréleo, do método de producdo e dos
processos de destilacdo. O Oleo diesel pode também conter varios aditivos na sua
composicao final, tais como: inibidores de corrosao, surfactantes e aditivos para melhorar a
estabilidade e a ignicao (PETROBRAS, 2003).

Dos hidrocarbonetos totais de petrdleo que compdem o 6leo diesel, incluem-se os
hidrocarbonetos policiclicoaromaticos (HPA), como naftaleno, metilnaftaleno,
dimetilnaftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno, benzo(a)antraceno, criseno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno,
benzo(a)pireno, dibenzo(a,h)antraceno, benzo(g,h,i)perileno, indeno(1,2,3-cd)pireno, e 0s
monoaromaticos (BTEX), como benzeno, tolueno, etilbenzeno, o-xileno, m-xileno, p-xileno.
(MAZZUCO, 2004)
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1.3.1.3.1 Diesel brasileiro

Varias classes de diesel sdo disponiveis no mundo e a classificacdo difere de pais
para pais (GAYLARDE et al., 1999). O diesel brasileiro € um combustivel derivado do
petroleo constituido basicamente por hidrocarbonetos alifaticos. E um produto inflaméavel,
medianamente toxico, volatil, limpido, isento de material em suspensédo e com odor forte e
caracteristico. Sua cor varia de amarelo ao marrom, possuindo fluorescéncia azul. A
composi¢ao quimica deste combustivel € muito variavel no que diz respeito a distribuicdo de
hidrocarbonetos, que podem ser classificados em trés tipos: parafinas, naftalenos e
aromaticos para os produtos de destilacdo direta, aparecendo ainda as olefinas quando o
Oleo diesel contém produtos de craqueamento (CAMPOS; EPAMINONDAS, 1989). A
distribuicdo destes diferentes tipos de hidrocarbonetos é muito importante porque afetam as
propriedades do combustivel. (PETROLEO BRASILEIRO, 2009; SONG, 2000).

No Brasil, uma introducéo relativamente nova no mercado é a do diesel urbano (ou
metropolitano) que tem o mais baixo nivel de enxofre permitido (0,5% no maximo, um pouco
mais alto que em outros paises). Teor de enxofre reduzido pode permitir aumento da
atividade microbiana. O 6leo diesel € um combustivel que sofre os mais variados problemas
de contaminacdo microbiana (GAYLARDE et al., 1999). Existem dois tipos de 6leo diesel
comercializados no Brasil que se diferenciam basicamente pelo teor de enxofre. O
processamento para se conseguir um teor maximo de 500 ppm para o diesel metropolitano
(Diesel D) faz com que outras propriedades sejam alteradas em relacdo ao diesel comum
(Diesel B). Com objetivo de reduzir impactos ambientais, o biodiesel estd sendo adicionado
ao oleo diesel. No Brasil desde 2005, foi autorizada a adi¢céo de biodiesel em quantidade de
2% ao diesel cujo percentual tornou-se obrigatorio a partir de 2008, formando a mistura
chamada de B2 (YAMAMOTO et al., 2007).

1.3.2 Agua do mar

As 4guas maritmas representam um sistema complexo de manutencdo de milhdes
de formas de vida, mas a poluicdo vem prejudicando sua plena atividade enquanto
ecossistema, pois esta possibilitando o rompimento do curso evolutivo de muitas espécies,

bem como colocando em risco eminente de extingdo muitas outras.
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O estudo da poluicdo quimica nos mares e oceanos € de fundamental importancia
para a sociedade. E para melhor entender os danos causados ao ambiente maritmo pelos
derramentos de petroleo e seus derivados, faz-se necessario um conhecimento mais

aprofundado dos componentes constituintes da agua do mar, bem como suas propriedades.

1.3.2.1 Caracteristicas fisico-quimicas da agua do mar

A agua do mar contém quase todos os elementos, do hidrogénio ao uranio, e é
composta por 96,7% de agua e 3,3 % de sais dissolvidos. A densidade da agua salgada na
superficie do mar varia de 1020 a 1029 kg m™, dependendo da temperatura e salinidade.
Em oceano profundo, sob alta pressdo, a agua do mar pode chegar a uma densidade de
1050 kg m™ ou superior. O pH da agua do mar é limitado ao intervalo de 7,5 a 8,4. A 4gua
do mar é composta por 96,5% de agua e 3,5% de sais (JONES, 1999). Apenas sete
elementos respondem por cerca de 93,5% dos sais dissolvidos, todos em sua forma idnica
(Figura 1.3.2.1.1).

aCl

O Na
BS04
B Mg
B Ca
BK

B outros sais

Figura 1.3.2.1.1 Principais sais presentes na dgua do mar. (Fonte: Matsuura 2001)

A composicao da agua do mar € Unica se comparada com outros sistemas aquosos
naturais, e os principais fatores de diferenciacdo séo: a alta concentracdo de soluto e a

baixa flutuacédo geografica da concentragao.
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Embora os mares e oceanos estejam sujeitos aos movimentos oriundos dos ciclos
hidrolégicos que promovem precipitagbes ou dissolucdes de diferentes solutos, em
diferentes tempos, a agua do mar apresenta caracteristicas de concentracdo
aproximadamente constantes, tanto em sua profundidade quanto em sua extenséo (LIBES,
1992).

A constancia relativa das concentracdes dos ions é conhecida como Principio de
Marcet ou Regra das Propor¢gdes Constantes. Formalmente, isto quer dizer que, embora a
salinidade possa variar de um lugar para o outro, as relagdes entre as quantidades dos ions
majoritariamente presentes na agua do oceano aberto sdo aproximadamente constantes.
Essas proporcdes sdo constantes porque a taxa de movimentacdo de massa no interior dos
oceanos supera, em rapidez, 0s processos quimicos que possam conduzir a remog¢ao ou ao
suprimento dos ions. Os fenémenos de transporte podem alterar a concentracdo local da
agua do mar, mas ndo a abundancia relativa dos principais ions presentes no sistema
(Tabela 1.3.2.1.1).

Tabela 1.3.2.1.1 Composig&o idnica da agua do mar

fon g.kg™ de agua(35%o) 9/Kg/Cl%o
Cr 19,344 -
Na* 10,733 0,556
(SO~ 2,712 0,1400
Mg** 1,294 0,0668
ca? 0,412 0,02125
K* 0,399 0,02060
Br- 0,0674 0,00348
Sr?* 0,0079 0,00041
B% 0,00445 0,00023
F 0,00128 6,67x10°

Fonte: LIBES, 1992

O parametro salinidade (Equacdo 1) usado para expressar a quantidade de sais
contida na agua do mar representa a quantidade total (em gramas) de sais dissolvidos

presentes em um quilograma de agua:
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S(%o)= (g ions inorganicos dissolvidos/1 kg de agua do mar) *1000 (1)

O valor aproximado da salinidade da agua do mar gira em torno de 35 g/kg, também
expresso com 35 %o ou 35 ppt (parts per thousand/partes por mil). Atualmente, acredita-se
gue os sais dissolvidos na agua do mar sdo oriundos de trés fontes principais: erupcoes
vulcanicas, reagfes quimicas entre a 4gua do mar e rochas vulcanicas recém-formadas a

partir de zonas de espalhamento de lavas (LIBES, 1992).

1.3.3 Transporte de hidrocarbonetos e derramamentos marinhos

O transporte maritimo de hidrocarbonetos no Brasil é realizado pelos navios
petroleiros, que atuam tanto na navegacdo de longo curso como na navegacdo de
cabotagem ao longo de toda a costa brasileira. A interligacdo com a terra € feita através dos
terminais maritimos, distribuidos ao longo de toda a costa, que representam pecas-chave
nesta cadeia logistica.

Uma vez que o petréleo e seus derivados respondem pela maior parte dos granéis
liguidos transportados pela costa brasileira e pelos mares do mundo, os impactos advindos
da navegacdo tornam-se relevantes. Em ndmeros, os petroleiros transportam cerca de
1.800 milhdes de toneladas de 6leo cru pelo mundo ao ano. (IMO, 2004). Em termos
percentuais o petréleo e seus derivados respondem por cerca de 40% do comércio maritimo
mundial (INTERTANKO, 2003).

A atividade de transporte de petréleo e derivados tem grande potencial poluidor,
principalmente devido ao grande volume em operacdo. O transporte de petroleo e derivados
pode causar descargas de portes variaveis, desde as maiores proporcionadas por acidentes
com petroleiros até as relativamente pequenas, mas frequentes, por descargas
operacionais. Mundialmente, esse transporte langa no ambiente cerca de 100.000 toneladas
de hidrocarbonetos por ano. Comparando a outras fontes de hidrocarbonetos, apenas as
fontes antropogénicas, sdo responsaveis por cinqlenta por cento do total de
hidrocarbonetos langados anualmente no meio ambiente. (WALKER et al., 2003).

A Frota Nacional de Petroleiros (FRONAPE), integrante do sistema PETROBRAS, é
a maior transportadora de petréleo e derivados do Brasil (TRANSPETRO, 2004). Frotas e

empresas como estas contribuem bastante para o risco de impacto ambiental resultante do
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derramamento de cargas de petroleo e derivados para 0 mar, seja proveniente de um

acidente ou durante operac¢des rotineiras como carga e descarga.

1.3.4 Comportamento de hidrocarbonetos no ambiente marinho

A conduta dos hidrocarbonetos no ambiente depende da interagdo de sua
composicao juntamente com 0s processos de intemperizagdo sofridos por eles ao longo do
tempo. Dentre esses processos pode-se destacar: espalhamento, evaporagéo, disperséo,
dissolucdo, emulsificacdo, sedimentacdo, biodegradacdo e foto-oxidacdo. Cabe ressaltar
gue os processos ocorrem de forma simultdnea, ndo havendo ligacao entre o inicio de um e
o término do anterior.

O espalhamento ocorre pelo movimento horizontal do 6leo na superficie da agua
devido os efeitos da densidade, inércia, friccdo, viscosidade e tensdo superficial. Esse
processo inicia-se imediatamente apos o derrame e dura de sete a dez dias ou enquanto o
Oleo estiver sendo contido. Procede com grande rapidez nas primeiras horas (algumas
centenas de metro/hora). Apds os dois primeiros dias, o processo diminui sensivelmente
devido a evaporacédo que torna o petréleo mais pesado e viscoso (SILVA, 2004).

As condi¢Bes ambientais como vento e correntes agem diretamente no transporte do
produto derramado pela superficie da agua e na dissociacdo da mancha. O processo de
espalhamento aumenta a mancha de 6leo aumentando também a area de exposicdo ao ar,
ao sol e o contato com a agua do mar, permitindo, dessa forma, um incremento na eficiéncia
de outros processos.

A evaporagdo € o processo de perda para atmosfera dos compostos leves e
intermediarios do petréleo e/ou derivados. Inicia-se imediatamente apds o derrame e dura
por aproximadamente duas semanas e em caso de compostos pesados, 0 processo pode
permanecer atuando por até um ano quando o produto permanece no ambiente, embora a
taxa de evaporagdo seja grandemente reduzida apOs a primeira semana. A evaporacao
desses compostos promove alteracdes na composi¢cdo quimica do produto. Embora haja
reducdo do volume derramado no decorrer desse processo, 0S COmMpPOStos remanescentes
tém viscosidade e densidade especifica altas, o que deixa a mancha mais espessa. Pode-se
dizer que a evaporacdo € o primeiro processo que atua naturalmente na remocdo do
produto na superficie da dgua, sendo o mais importante neste aspecto durante as primeiras

24 a 48 horas. Dependendo da composi¢cédo do produto, a evaporagao pode ser responsavel
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pela reducdo de mais da metade do volume da mancha, podendo chegar de 75 a 100% de
reducdo do volume para muitos refinados leves como gasolina e querosene (ITOPF, 2003),

como especificados abaixo.

Tabela 1.3.4.1 Porcentagem de petroleo evaporado em fungéo do tempo e da temperatura

Porcentagem evaporada em funcéo da temperatura

Tempo em horas 20°C 21°C 38°C
5h 16,5 % 19,5 % 23,5%
10 h 19,5 % 22,5% 27,0 %
20 h 21,5% 25,0 % 30,0 %
30h 23,0 % 27,0 % 32,0%
40 h 24,0 % 28,0 % 33,0 %

Fonte: (PETROBRAS apud SILVA, 2004)

A toxicidade do produto também sofre influéncia desse processo. Os compostos
mais leves sdo considerados mais téxicos por serem mais biodisponiveis. No entanto,
evaporam-se dentro das cinco primeiras horas. Desse modo, num derrame 0S compostos
intermediarios sdo 0s mais toxicos, pois, apesar de também sofrerem evaporacéo,
permanecem por mais tempo no ambiente. As propriedades do produto derramado e as
condi¢des ambientais, tais como: composicao e volatilidade do produto; &rea e espessura da
mancha (manchas menos espessas apresentam maior taxa de evaporagao); radiagéo solar
e temperatura da agua (quanto maior a temperatura maior a taxa de evaporagéo); e ainda
os ventos influenciam o processo de evaporagao (CETESB, 2002).

O processo de dispersdo que gera a formagdo de pequenas goticulas do o6leo
derramado, ficando suspensas na coluna d’agua, facilita o processo de biodegradacédo. Este
processo € dependente da mistura natural ou turbuléncias geradas pelo vento e ondas.
Durante os primeiros dias do derrame, a dispersao constitui-se em um dos mais importantes
processos de intemperizacdo. Ela atinge seu maximo em aproximadamente dez horas e
continua por muitas semanas participando da reducéo do volume da mancha, sem alterar as
propriedades fisicas e quimicas do produto (ITOPF, 2003).

Fatores como viscosidade, coesdo entre as moléculas e tensao interfacial, muito
influencia o processo de dispersdo, visto que quanto mais viscoso o Oleo, quanto mais
espessa a mancha e quanto maior a tensao interfacial entre o 6leo e agua, menor sera sua
disperséao.

A dissolucéo consiste na transferéncia dos compostos do produto derramado para a
coluna d’agua. Apenas uma pequena fracédo se dissolve, cerca de 2% a 5%. O processo de
dissolugdo é improvavel para alguns tipos de 6leo, isto porque componentes que poderiam

se dissolver, provavelmente, evapora-se primeiro, jA que a evaporagdo ocorre 10 a 100
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vezes mais rapida. E mesmo quando se dissolvem, podem ser removidos por subseqlente
evaporagao ou por algum outro processo, como biodegradacéo ou foto-oxidagéo. As fracbes
gue se dissolvem sdo normalmente as mais toxicas e, uma vez dissolvidas, tornam-se
biodisponiveis..Compostos como os hidrocarbonetos arométicos, sdo mais leves e, portanto
mais soluveis (CETESB, 2002)

Outro processo de intemperizacdo de extrema importancia é o processo de
emulsificagdo, que se caracteriza pela incorporacdo de dgua ao 6leo formando um novo
produto (emulsdo 6leo-agua, conhecida como mousse) que é relativamente resistente a
outros processos de intemperizacdo. A emulsificacdo aumenta de duas a trés vezes, o
volume total de dleo remanescente no ambiente. A emulsdo formada no processo contém
de 30% a 80% de agua, é extremamente viscosa e tem densidade préxima a da agua do
mar, formando como produto final de um derrame as conhecidas pelotas de 6leo ou tar balls
(SILVA, 2004).

O inicio do processo ocorre ainda no primeiro dia e pode persistir ao longo do
primeiro ano, mas grande parte da emulsdo é formada ainda durante a primeira semana
ap6s a perda dos componentes leves, principalmente pelos processos de evaporacao e
dissolugdo. O processo depende diretamente da viscosidade e composigéo do 6leo, além do
estado do mar. Oleos mais viscosos com componentes pesados (altos teores de asfaltenos
e parafinas) tendem a formar emulsées agua-6leo estaveis. E quanto maior a energia de
mistura, mais rapidamente forma-se uma emulséo.

A sedimentacdo pode ocorrer essencialmente de trés formas: adesdo a particulas
em suspenséo, deposicdo como pelotas fecais ou por afundamento direto, resultante do
aumento da densidade em consequéncia da intemperizagdo. Seu inicio ocorre logo apds o
derrame, atingindo o pico algumas semanas depois. E um processo importante em areas
costeiras com alto hidrodinamismo onde ha maior quantidade de organismos e particulas
em suspensao na coluna d’agua (CETESB, 2004). Normalmente, 0 processo ocorre com 0s
componentes pesados que nao se dissolvem na agua. A densidade especifica influencia o
processo de forma que quanto maior a densidade especifica, menos particulas em
suspensao sdo necessarias para que o Oleo se sedimente. E ressalva-se ainda que, o 6leo
uma vez sedimentado, torna-se uma fonte de contaminacdo a longo prazo, devido a sua
residéncia no ambiente.

O processo através do qual microrganismos (bactérias e fungos) presentes no meio
se utilizam dos hidrocarbonetos de petroleo como fonte de alimentacéo, transformando as

moléculas em subprodutos oxidados que ser&o, por fim, degradados a CO, e agua, chama-

se de biodegradac&o. E um processo significativo, porém lento, que se inicia tdo logo ocorra
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detoxificacdo do 6leo derramado pelos processos de intemperizacdo e a populagédo
microbiana residente tenha crescido e se multiplicado. O pico normalmente ocorre dentro do
primeiro més, na superficie e coluna d’dgua, no sedimento e na costa. A disponibilidade de
nutrientes e oxigénio sao fatores limitantes do processo. A atividade microbiana €
influenciada pela temperatura, sendo este um fator que também causa interferéncia no
processo (CETESB, 2002).

Dentre os processos de intemperizacdo sofridos pelos hidrocarbonetos do petréleo
h& também a foto-oxidacdo que acontece quando componentes do 6leo sdo quimicamente
transformados através de uma reacédo foto-quimica, na presenca de oxigénio, para produzir
novos compostos que tendem a ser mais sollveis e téxicos. Tais produtos, no entanto,
apresentam meia-vida que variam de poucas horas a poucos dias porque sao degradados
por outras acdes fotoliticas e estdo sujeitos a se diluirem na coluna d’agua. A acéo da foto-
oxidacdo depende diretamente de irradiacdo solar, ndo tem grande significAncia na
intemperizacdo do 6leo como um todo (ITOPF, 2003), € iniciado dentro de algumas horas

apos o derrame e pode durar de semanas a meses.

1.3.5 Consequéncias dos derramamentos de hidrocarbonetos

Os efeitos no meio ambiente decorrentes de derrames de petréleo e de derivados
podem ser classificados como agudos ou crdénicos. Impactos agudos sdo aqueles que
causam efeitos letais aos organismos, geralmente decorrentes de um evento acidental que
0s expbe ao agente contaminante por um curto periodo de tempo, sendo as fracdes toxicas
sollveis em agua rapidamente diluidas, procedendo a recuperacéo da area atingida a partir
do recrutamento de organismos oriundos de regides ndo atingidas. Caracteriza-se poluicdo
crbnica como a exposi¢cao prolongada ao agente contaminante; fazendo com que as fracdes
téxicas persistam no ambiente, dificultando ou mesmo inviabilizando a recuperacdo do
mesmo. Os impactos crénicos geram efeitos sub-letais que podem afetar algum estagio do
ciclo de vida do organismo como o crescimento, a reproducdo e o desenvolvimento larval.
Esses impactos decorrem de atividades desenvolvidas ao longo dos anos, sendo esse tipo
de poluigéo considerada ecologicamente mais grave do que a aguda (SILVA, 2004).

Relacionando as atividades petroliferas com a poluicdo marinha por hidrocarbonetos

de petroleo, a contaminagéo ocorre de forma crénica, como resultado de uma acao rotineira
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de manutencdo dos navios e constantes descargas nos portos e terminais, e de forma
aguda como resultado de eventuais derrames no meio ambiente em funcdo de acidentes
com petroleiros.

Um derrame pode provocar uma série de impactos, dentre eles alteracdes fisicas e
guimicas dos habitats naturais, resultante, por exemplo, da incorporacdo do 6leo ao
sedimento, recobrimento fisico da fauna e flora, efeitos letais ou sub-letais nos organismos e
mudangas nas comunidades bioldgicas resultantes dos efeitos do 6leo sobre organismos-
chave. Esses efeitos podem ser divididos em visiveis e nao-visiveis. Os efeitos visiveis
podem ser caracterizados pela morte de organismos (aves, mamiferos marinhos, peixes,
etc), o gosto de 6leo nos recursos pesqueiros e sujeira nas praias, redes de pesca e
embarcacfes, enquanto que os efeitos ndo visiveis representam interferéncias nos diversos
niveis de organizacdo de um sistema, desde as fungbes celulares e fisioldégicas até a
estrutura ecolégica das comunidades aquaticas (KHANNA; BARUA, 2001)

Outras consequéncias em se tratando de efeitos em curto prazo podem ser
causadas por recobrimento e asfixia, tais como reducdo da luminosidade, diminuicdo do
oxigénio dissolvido, danos as aves aquaticas e pela toxicidade do produto derramado. Ja os
efeitos em longo prazo ndo sao tdo aparentes, além do que alguns compostos podem ser
bioacumulados ao longo da cadeia tréfica podendo trazer efeitos nocivos ao homem.

Efeitos sub-letais relacionados com a toxicidade dos hidrocarbonetos repercutem na
capacidade de reproducdo, crescimento e alimentagdo, tendo estes sido observados
experimentalmente.

A extensdo dos impactos causados pelo derramamento de petréleo no ambiente esta
diretamente relacionada a quantidade e tipo de 6leo derramado, as caracteristicas do
ambiente atingido e sua sensibilidade, as condigbes meteo-oceanogréaficas e ao tempo de
permanéncia do petréleo no meio ambiente (POFFO, 2000). Mesmo que em pequeno porte,
um derrame pode levar a danos irreversiveis, e quando ocorrido nas proximidades costeiras,
esses danos sdo ainda maiores,

O sedimento que se torna uma fonte de hidrocarbonetos para a coluna d'agua
gerando consequéncias, tais como a reducdo da disponibilidade de oxigénio restringindo a
degradacéo bacteriana e a consequente recuperacdo ambiental, também se mostra um bom
indicador da magnitude da contamina¢cdo no ambiente marinho, uma vez que as particulas
de sedimento adsorvem 0s poluentes da coluna d’agua e os acumula, elevando-os a niveis
detectaveis (KINGSTON et al., 2003). O d4leo no sedimento, mesmo em concentracdes
relativamente baixas, pode alterar a estrutura das comunidades bentdnicas, seja através de

uma poluicdo aguda ou crénica. As espécies sensiveis morrem ou abandonam o local e séo
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substituidas por espécies oportunistas tolerantes ao 6leo. O numero total de espécies
diminui e, geralmente, a biomassa também diminui.

Em geral, os organismos bentdnicos da regido entre marés de ambientes expostos
aos derramamentos se recuperam mais rapidamente visto que 0s organismos dessas areas
tendem a ser mais efémeros e, consequentemente, mais aptos a recolonizar um ambiente
impactado.

Os efeitos biolégicos dos hidrocarbonetos de petréleo sobre os organismos marinhos
dependem de sua persisténcia e biodisponibilidade, da capacidade dos organismos de
acumular e metabolizar diversos hidrocarbonetos, do destino dos produtos metabolizados e
da interferéncia dos hidrocarbonetos sobre os processos metabdlicos normais que podem
alterar as chances de sobrevivéncia e reproducdo de um organismo no meio ambiente.
Considerando os efeitos de longo prazo, € importante citar as mudancas ecologicas na
estrutura e funcdo da comunidade e os impactos nos recursos pesqueiros.

Os impactos sobre os organismos podem ser fisicos quando 0s mesmos séo
recobertos pelo produto derramado, podendo levar a morte dos mesmos por asfixia, e/ou
téxicos quando acumulam hidrocarbonetos depositados no sedimento. Efeitos tdxicos
podem dizimar culturas inteiras de recursos pesqueiros (CRAPEZ, 2001). Ao atingir o
ambiente marinho, o 6leo afeta primeiramente a coluna d’dgua, expondo 0s organismos
pelagicos imediatamente ao produto derramado. H& claras evidéncias de que o Oleo
dissolvido pode causar prejuizos aos organismos e a comunidade planctdnica, se persistir
em concentragfes suficientemente altas por um periodo de tempo. No entanto, o sistema
plancténico é caracterizado por grandes varia¢gdes naturais, espacial e temporal, fazendo
com que seja extremamente dificil a determinagéo dos efeitos da poluicdo por 6leo. Embora
para as comunidades do infralitoral, a recuperacdo ja € um pouco mais demorada uma vez
que este ambiente normalmente é contaminado pelo 6leo que sedimenta e ndo ha praticas
de limpeza para a remocao do 6leo (KINGSTON, 2002).

Outros organismos que sofrem conseqUéncias em decorréncia de derramamentos
sdo os filtradores, pois acumulam hidrocarbonetos em niveis superiores ao do ambiente. No
entanto, tdo logo sejam expostos a uma agua limpa, 0os contaminantes sao rapidamente
depurados.

As aves, embora vivam num outro habitat, também sdo organismos afetados direta
ou indiretamente pelos derramamentos. Os efeitos diretos sub-letais da contaminacao
prejudicam o desempenho (reprodutivo, alimentar) dos individuos e os efeitos indiretos as
aves sdo decorrentes das alteracBes nos ecossistemas, como por exemplo, a reducéo da

oferta de alimento.
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A tabela abaixo faz uma sintese e elucida bem os efeitos dos derramamentos sobre

comunidades bioldgicas.

Tabela 1.3.5.1 Efeitos do derrame de petréleo em comunidades biologicas

Comunidade

Efeito

Bactérias

Positivos para os grupos que degradam o
O0leo, com expressivo aumento das
populacdes, e negativos para 0s grupos que
néo tém afinidade com o mesmo.

Biomassa e produtividade
do fitoplancton

Aumento devido a diminuicdo da pastagem;
depresséo da clorofila a.

Plancton
Zooplancton Reducédo da populagéo; contaminacéo.
Anfipodas, is6podas, | Mortalidade inicial; populacéo decresce
ostracodas

Bentos Moluscos, especialmente | Mortalidade inicial; contaminacéo,
bivalves histopatologia

Poliquetas oportunistas

Populacdo aumenta

Comunidades dos

macrobentos

Decréscimo de diversidade

Entre marés e litoral

Crustaceos e carangueijos

Mortalidade inicial;, populacdo decresce.

Moluscos

Mortalidade inicial; contaminacéo,
histopatologia

Poliquetas oportunistas

Populacdo aumenta

Maioria das comunidades

Decréscimo de diversidade

Algas

Decréscimo de biomassa;
substituidas

espécies sédo

Peixes

Ovos e larvas

Diminui¢cdo de ecloséo e sobrevivéncia

Mortalidade inicial; contaminacao,

Adultos histopatologia. Normalmente afastam-se do
local atingido.

Mortalidade por esgotamento fisico

Aves Adultos (recobrimento), intoxicagdo;  decréscimo
populacional

Fonte: CRAPEZ, 2001
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A regido costeira apresenta grande riqueza bioldgica, abrigando boa parte da
biodiversidade marinha. A costa brasileira, com 7.491 km de extensdo, abriga inUmeros
ecossistemas tipicos: manguezais, costfes rochosos, praias, recifes de coral, marismas e
aguas abertas. Muitos desses ecossistemas costeiros tornam-se mais vulneraveis quando
tém em suas proximidades terminais maritimos, onde ocorrem as atividades de carga e
descarga dos navios (CETESB, 2004).

Nos ecossistemas de manguezais os derrames de 6leo podem gerar um efeito toxico
sobre as raizes e sobre os organismos deste habitat. Pode também ocorrer, uma reducéo a
decomposicdo microbiana, além de recobrimento da fauna e da zona de trocas gasosas dos
vegetais. Nos marismas, ocorre absorcdo da fracdo téxica do oOleo através de folhas ou
raizes podendo causar envenenamento pela ruptura das membranas e organelas celulares.
Nas praias e costdes rochosos, o impacto varia em funcéo do hidrodinamismo, ocasionando
recobrimento, intoxicacdo dos organismos, e provocando assim interferéncia nos processos
de locomocéo, alimentacdo e reproducdo. Em se tratando dos recifes de coral, éleos leves
representam mais perigo por conterem maior quantidade de fracbes téxicas solaveis, além
do que d6leos pesados dificilmente entram em contato com os recifes. Em agua abertas os
efeitos advindos podem ser sub-letais ou ainda letais. Além do mais, todos estes
ecossistemas podem sofrer impactos bioacumulativos provenientes de um derrame,
podendo ainda levar a morte dos organismos que habitam a localidade acidentada. (SILVA,
2004).

1.3.6 Medidas preventivas para derramamentos de hidrocarbonetos

no mar

Em 1954, a IMO (International Maritime Organization - agéncia especializada da
ONU para assuntos maritimos) ja aprovava sua primeira Convencao Internacional para a
Prevencéo da Polui¢do por Oleo — OILPOL, posteriormente MARPOL. Desde ent&o, outras
convencdes foram aprovadas (ARAUJO, 2002). Mediante a gravidade da situacéo, a IMO
com o intuito de prevenir a poluicdo acidental e operacional, preconizou ac¢fes que
culminaram em acordos internacionais, destacando-se a Convencao Internacional para a
Prevencédo da Poluicdo por Navios — MARPOL 1973, que ficou posteriormente conhecida
como MARPOL 73/78 ap6s inclusdo em 1978 de alteragdes no texto original (IMO, 2003a).

Por volta de 1992, a MARPOL introduziu a exigéncia do casco duplo para navios de
5.000 tpb ou maior, ordenados a partir de 1993, e um cronograma para conversdo ou

desativacao de navios de casco simples a partir de 1995 (SILVA, 2004).
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De acordo com Barrow e Rothschild (2002), a legislacdo ambiental em diversas
partes do mundo surge em resposta a um desastre ambiental, sendo caracterizada como
“legislacdo emergencial’. E no Brasil ndo é diferente, podendo ser citada como exemplo a
criagdo da Lei n° 9.966 do ano de 2000 (lei do 6leo), apds o acidente ocorrido na baia de
Guanabara no mesmo ano, e em seguida a Resolucdo do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) n° 237, do ano de 2001 (diretrizes para elaboragdo dos Planos de
Emergéncia Individuais — PEISs).

Mas apesar de tantos cuidados e leis estabelecidas ao longo de décadas, enquanto
se falar da existéncia do petréleo e de desenvolvimento sustentavel, os transportes
maritimos com cargas petroliferas continuardo existindo e junto com eles o risco potencial
de acidentes envolvendo derramamentos de petréleo e derivados. E é justamente por esta
questdo, que técnicas de limpeza sdo estudadas com tanta énfase por pesquisadores,

principalmente os envolvidos com a pesquisa ambiental.

1.3.7 Processos de remediacao

Existem duas classes distintas de remediacdo: in situ ou on-site e ex-situ ou
off-site. As remediacbes in-situ sdo frequentemente preferidas porque sdo mais
baratas. Por outro lado, transportar agua e ou solo contaminados para um local
remoto antes de limpa-los, muitas vezes pode ser mais complicado. A remediacao
ex-situ tem a vantagem adicional de extrair a maior parte dos contaminantes para
fora do local antes que eles se espalhem ainda mais.

Em geral, tecnologias de reabilitagdo podem ser agrupadas em categorias
usando técnicas fisico-quimicas ou métodos biolégicos. As diferentes técnicas

geralmente funcionam bem quando aplicadas a um tipo especifico de poluicéo.

1.3.7.1 Remediacdao fisico-quimica

Processos fisico-quimicos tém sido largamente empregados na remediacdo de
aguas contaminadas, normalmente mostrando compatibilidade com os critérios ambientais

estabelecidos pelas legislactes vigentes. Alguns processos sao expostos na tabela abaixo.
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Tabela 1.3.7.1.1 Tecnologias de tratamentos por processos fisico-quimicos.

Tecnologia Aplicacéo Processo
Pump-and-treat ex situ Fisico-quimico
Air stripping in situ Fisico
Lavagem do solo in situ Fisico
ex situ
Extrac&o por vapor in situ Fisico
Estabilizacao in situ Fisico-quimico
Solidificagéo ex situ
Barreiras reativas in situ Fisico-quimico

Fonte: MEIRA, 2007

No caso de aguas contaminadas, a tecnologia de tratamento mais utilizada
corresponde ao sistema pump-and-treat, que consiste na remocéo da agua contaminada por
bombeamento, seguida de tratamento "ex situ" por processos convencionais, geralmente
adsorcdo em carvao ativado (MACKAY et al., 2000). Apesar de este processo ser eficiente,
ele apresenta sérias limitacdes, principalmente relacionadas com o0 seu carater nédo
destrutivo, ou seja, esta técnica simplesmente leva a geracdo de fases sdlidas saturadas
com poluentes ndo destruidos. Adicionalmente, a necessidade de associar diversas
tecnologias de tratamento faz com que 0s processos se tornem demorados e dispendiosos,
principalmente pela complexidade das instalagdes (MEIRA, 2007).

A biorremedia¢@o muitas vezes aparece como uma ferramenta viavel na restauragéo
ambiental da superficie contaminada, principalmente quando a &rea contaminada possuli
grande extensao e volume, o que inviabiliza a escavagéo e outras tecnologias, permitindo a
remediagdo “in situ”, ou seja, no proprio local. (FANG; BARCELONA, 2003).

1.3.7.2 Biorremediacao

A biorremediacéo caracteriza-se como uma tecnologia limpa e de baixo custo, que
permite a recuperacdo de locais contaminados pela estimulacdo do crescimento de
microrganismos que possuem capacidade de degradar o 6leo, convertendo substancias
complexas em moléculas mais simples ou volateis, promovendo a degradacdo de
contaminantes (CAMMAROTA, FREIRE, 2006).
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A bioestimulacdo de populagBes de microrganismos autdéctones com o objetivo de
aumentar as taxas de biodegradacdo € frequentemente empregada em projetos de
biorremediagdo (ATLAS, 1997). Para se utilizar o processo de bioestimulagédo, deve-se
demonstrar que existe no local contaminado uma populacdo natural de microrganismos
capazes de biodegradar os contaminantes presentes e que as condigcbes ambientais sdo
insuficientes para se obter altas taxas de atividade microbiologica dessa populacao.
Medidas das propriedades fisicas e quimicas de amostras do local podem revelar as
limitacBes fisico-quimicas para a atividade microbiologica, a qual pode entdo ser modelada
para indicar os fatores criticos limitantes (RAMASWAMI; LUTHY, 1997). Algumas limitacbes
naturais comuns a biodegradacdo de poluentes sdo: altos niveis de concentracdo de
poluentes, falta de oxigénio, pH desfavoravel, falta de nutrientes minerais, baixa umidade e
temperaturas desfavoraveis. Uma variedade de métodos que modificam as condi¢cdes
ambientais podem ser utilizados para melhorar as taxas das atividades biodegradadoras da
populacdo microbiolégica autdoctone. Uma vez que as condi¢cdes naturais limitantes séo
corrigidas, a distribuicdo natural existente de microrganismos permite, em muitos casos, um
enriquecimento espontaneo dos microrganismos apropriados a degradacao.

A introducdo de microrganismos ndo indigenos (aléctones) ou introduzidas no
ambiente através de agdo antropogénica, pode ser considerada em locais, onde apés a
contagem das bactérias heterotréficas totais e fungos, foi identificada uma insuficiéncia de
microrganismos indigenos, para a biodegradacdo do residuo em questdo, mesmo apos a
tentativa da bioestimulagdo (SPILBORGHS, 1997). O bioaumento € um processo de
biorremediacdo que utiliza microrganismos al6ctones muitas vezes encontrados em
produtos biotecnoldgicos comercializados. Esse processo é necessario quando um local
contaminado ndo possui ou possui em quantidades insuficientes, os requisitos necessarios
para que o processo de degradagéo ocorra. Assim, essa técnica tem como objetivo acelerar
ou estimular a biodegradacado através do aumento do crescimento microbiano tanto quanto,
pela otimizacdo do ambiente em questdo (GENTRY et al., 2004; MARIANO, 2006).

A biodegradacéo ou biotransformacdo de compostos organicos contaminantes € uma
das principais medidas de recuperacéo de ecossistemas contaminados e requer a interacao
de muitos grupos de organismos vivos diferentes que trabalhem juntos ou sequencialmente
na degradacao dos compostos (KATAOKA, 2001).

Os mais eficientes biodegradadores sdo os microrganismos devido a abundancia,
grande diversidade de espécies, versatilidade catabolica e anabdlica, bem como a
capacidade de adaptacdo as condicdes adversas do meio. Muitos trabalhos envolvendo a

biodegradacédo de hidrocarbonetos de petroleo tém sido desenvolvidos utilizando consorcio
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de microrganismos (JORGENSEN et al., 2000; LI et al., 2000; DEL’ ARCO; FRANCA, 2001,
MISHRA et al., 2001; VASUDEVAN; RAJARAM, 2001).

Em uma cultura mista, o produto metabdlico pode ser degradado por uma sé
espécie, sendo que o ataque de outros microrganismos leva a uma completa degradacéo do
produto, mesmo que dentro da comunidade ndo exista um microrganismo capaz de
degrada-lo totalmente (KATAOKA, 2001). Condigbes aerbbicas e microrganismos
adequados séo fatores importantes na biorremediacdo de solos e 4guas contaminados por
residuos de petréleo. Baixa concentracdo de oxigénio pode influenciar a mineralizacdo dos
hidrocarbonetos por microrganismos (VASUDEVA; RAJARAM, 2001). No caso de solos, é
necessario que se faga o revolvimento periodicamente para promover a aeracdo da camada
fértil e propiciar o contato da matéria organica a ser degradada com 0s microrganismos
existentes no solo, procurando assim acelerar o processo de biodegradacdo (KATAOKA,
2001).

O processo de biodegradacéo do petréleo por bactérias e fungos, envolve todos os
fendbmenos de quebra de seus constituintes em componentes de menor peso molecular. A
biodegradacdo completa dos hidrocarbonetos tem como produtos finais o dioxido de
carbono e a 4gua. A biodegradacgéo do petréleo por populacdes naturais de microrganismos
representa um dos mecanismos primarios de eliminagdo de compostos poluentes do meio
ambiente. Alguns compostos do petrdleo sdo evaporados ou biodegradados, enguanto
outros persistem recalcitrantes na natureza. Existem algumas revisfes que tratam da
degradacdo de hidrocarbonetos por microrganismos que incluem os principais tipos de
microrganismos, as vias metabdlicas e os efeitos da contaminacdo em comunidades
microbianas (ATLAS, 1997, 1981, 1984; COLWELL; WALKER 1977; LEAHY; COLWELL,
1990; BAIRD, 2002, BENTO, 2005).

Apesar das bactérias serem provavelmente as maiores responsaveis pela
biodegradacéo de hidrocarbonetos no ambiente, os fungos e as leveduras (CERNIGLIA et
al.,, 1977; MacGILLIVARY; SHIARIS, 1993), as cianobactérias, as algas e mesmo 0s
protozoarios apresentam capacidade de degradacdo (CERNIGLIA et al., 1979). Como a
degradacédo de hidrocarbonetos para CO, envolve uma reacdo de oxidacdo, 0s organismos,
em sua maioria, aerdbios sdo responsaveis por esse metabolismo. O destino dos
hidrocarbonetos, além da producdo de CO, na degradacado total, pode também oferecer
caminhos alternativos. Eles podem ser armazenados como globulos e alguns podem ser
incorporados como biomassa (BERTRAND et al., 1983; DUMENIL et al., 1988), porém os
produtos parcialmente oxidados podem ser mais toxicos e mutagénicos que o0
hidrocarboneto original (WANG et al., 1990).
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Rosenberg et al. (1984) demonstraram a necessidade de interacao fisica direta entre
células microbianas e substratos 6leo-hidrofébicos para o inicio da biodegradagéo. Varios
investigatores (RATLEDGE, 1980; REDDY et al., 1982) consideraram importante a
exigéncia de processo de internalizacdo seguido por degradacdo através de enzimas intra
ou extra-celulares. O processo de internalizacdo € mediado por biosurfactantes e
bioemulsificantes. A internalizacdo de hidrocarbonetos ocorre através de formacdo de
microemulsdo, presumivelmente diminuindo a tensdo interfacial (REDDY et al., 1982).
Embora, a literatura a respeito dos efeitos de surfactantes sobre a capacidade de utilizacédo
de hidrocarbonetos apresente diferentes resultados, a maioria dos artigos indica o seu
importante papel na dispersdo e degradacdo efetivas de Oleos poluentes no ambiente
marinho (ARONSTEIN et al., 1991; OBERBREMER et al., 1990; LAHA; LUTHY, 1992;
VOLKERING et al., 1993).

Processos bioquimicos de degradacdo de petrdleo com participacdo de
microrganismos incluem varios tipos de reacbes enzimaticas baseadas em processos de
oxi-reducdo (oxidases ou desidrogenases) e ou em reacBes por acdo de hidrolases. As
enzimas causam hidroxilacdo de aromaticos e alifaticos, desaminacao oxidativa, hidrdlise e
outras transformagfes bioquimicas das substéncias do petroleo original e dos produtos
intermediérios da sua degradacao (PATIN, 1999). Ha linhagens de microrganismos capazes
de degradar compostos com cinco ou mais anéis aromaticos. Geralmente, a oxida¢éo dos
hidrocarbonetos arométicos se processa produzindo principalmente fenéis (BENTO, 2005).

Os microrganismos necessitam de condigdes ambientais de crescimento, nas quais a
velocidade e a extensdo com que degradam os componentes do petrdleo dependem da
umidade (facilita as reag¢des), quantidade de oxigénio, da presenca de nutrientes e do
contato do 6leo com a agua (BAIRD, 2002):

Por outro lado, a biodegradac&o de hidrocarbonetos depende ainda de seu estado
de dispersdo e € geralmente maximizada quando o substrato insolivel em &gua é
dissolvido, solubilizado ou emulsificado (MATTEI et al., 1986; HARAYAMA et al., 1999).
Surfactantes sintéticos e de origem microbiolégica ou biossurfactantes séo freqientemente

usados para limpar derramamentos de petrdleo e seus derivados nho meio ambiente.

1.3.8 Surfactantes

Os surfactantes, também chamados de tensoativos, emulsificantes ou agentes de

interface, sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcao hidrofébica e uma porcgéo
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hidrofilica. A porcdo apolar € freqlientemente uma cadeia hidrocarbonada enquanto a
porcdo polar pode ser i6nica (anidnica ou catibnica), nao-idnica ou anfotérica. Geralmente,
os surfactantes séo utilizados em produtos comerciais com a finalidade de melhorar a
dispersdo (ou a solubilizagdo) de materiais hidrofébicos em agua (MULLIGHAN; GIBBS,
1993). Com este proposito, a eficacia destes compostos € avaliada em funcdo de algumas
propriedades fisicas deles proprios e das misturas que estabelecem com a &gua, como
solubilidade, concentracdo micelar critica (CMC), tenséo superficial e tenséo interfacial.

Em uma emulséo, onde existe um limite interfacial entre duas fases imisciveis, 0s
surfactantes concentram-se nas interfaces, sélido-liquido, liquido-liquido ou vapor-liquido. A
parte hidrofébica da molécula concentra-se na superficie voltada a fase oleosa, enquanto a
por¢cdo hidrofilica esta orientada para a fase aquosa (MULLIGHAN, 2005). A tensédo
superficial, que é uma medida da energia livre da superficie por unidade de area requerida
para trazer uma molécula a superficie (ROSEN, 1978 apud MULLIGHAN, 2005),
correlaciona-se com a concentracdo do composto ativo na superficie até que a CMC seja
alcancada. Assim, a CMC é definida como a concentragdo maxima necessaria para o inicio
da formacdo da micela (BECHER, 1965 apud MULLIGHAN, 2005). A tenséo interfacial
(ASTM D971 e D-2285) de um 0Oleo é a forca necessaria para romper o filme de Oleo
existente em uma interface 6leo/agua, sendo variavel com a presencga de contaminantes. Ao
contrario da tenséo superficial de um liquido, a tenséo interfacial de um par de substancias
pode ser negativa; neste caso a energia potencial de coesdo diminui & medida que a area
da interface aumenta, e este aumento se produz espontaneamente por ser a adesao entre
as moléculas mais intensa do que a coesao entre elas (SOUZA, 1995).

A eficacia de um surfactante € determinada por sua habilidade de diminuir a tenséo
superficial da agua, pois o surfactante interage com a molécula de agua e diminui o trabalho
requerido para trazer uma molécula a superficie e assim, a tensdo superficial é reduzida.
Um surfactante eficaz pode diminuir a tensdo superficial da agua de 72 a 35 mN/m e a
tensao interfacial (Tl) de n-hexadecano em agua de 40 a 1 mN/m. Na prética, a CMC é
também a concentracdo minima de mondémeros de surfactante na agua e € influenciada pelo
pH, pela temperatura e pela forca ibnica. Os surfactantes eficientes apresentam uma CMC
baixa, pois a concentracdo de surfactante necessaria para reduzir da tensdo superficial ao
minimo € menor (OBERBREMER et al., 1990; SAMSON et al., 1990).

Uma outra caracteristica importante dos surfactantes € o balanco hidrofilico-lipofilico
(BHL) que é conferido pela composicdo da mistura. BHL é uma expressao numérica relativa
da atracdo simultdnea do emulsificante pela agua e pelo 6leo cujo valor informa a

solubilidade do emulsificante em 6leo ou 4gua. Em geral, as moléculas com baixo BHL s&o
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lipofilicas, enquanto as de BHL alto sdo mais solluveis em agua (CHRISTOFI; IVSHINA,
2002). A Tabela 1.3.8.1.1 ilustra as aplicagBes de tensoativos ndo-ibnicos com diferentes

valores de BHL e seus usos.

Tabela 1.3.8.1.1 AplicacBes para tensoativos ndo-idnicos em relacdo aos valores de BHL

(balanco hidrofilico-lipofilico)

BHL Usos
<3 Filmes de superficie
3-6 Emulsificantes agua em 6leo (a/0)
7-9 Espalhamento de liquidos em superficies sélidas
8 -15 Emulsificantes 6leo em agua (o/a)
13-15 Detergentes
15-18 Solubilidade

Fonte: CHRISTOFI; IVSHINA, 2002

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir
de derivados de petréleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental entre os
consumidores, combinado com novas legislagbes de controle do meio ambiente levou a

procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos existentes.

1.3.8.1 Biossurfactantes

Os biossurfactantes sao produzidos principalmente por microrganismos aerobicos a
partir de uma fonte de carbono. Uma variedade de microrganismos produz potentes agentes
de superficie ativa, os biossurfactantes, os quais variam nas propriedades quimicas e no
tamanho molecular.

A capacidade do biossurfactante em emulsificar misturas de hidrocarboneto/agua
tem sido muito bem documentada. Esta propriedade é demonstrada pelo aumento
significativo de degradacdo de hidrocarbonetos e por isso é utilizado nos processos de
biorremediacdo (LOBATO, 2000; CRAPEZ et al., 2002). De acordo com Cameotra e Bollag
(2003), os biossurfactantes podem ser utilizados “in situ” para emulsificar e aumentar a
solubilidade de contaminantes hidrofébicos e desta maneira, facilitam o acesso dos

microrganismos naturalmente presentes no ambiente para que ocorra a degradacdo dos
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compostos hidrofébicos. E segundo Maier e Soberon-Chavez (2000), a sua eficacia
depende das suas propriedades funcionais.

Os biossurfactantes constituem um grupo de diversas moléculas sintetizadas por
varios géneros microbianos (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004; NITSCHKE et al., 2005a). Esses
compostos oferecem muitas vantagens em relagdo aos surfactantes de origem quimica, tais
como: aceitabilidade ecoldgica, pois sdo potencialmente aplicaveis em prote¢cdo ambiental
(RAHMAN et al., 2002); baixa toxicidade e alta biodegradabilidade (COSTA et al., 2006;
MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; RAHMAN et al.,, 2002); efetividade em ampla faixa de
temperatura e pH e salinidade (BANAT et al., 2000; KOSARIC, 2001; MULLIGHAN, 2005);
producdo a partir de fontes renovaveis (NITSCHKE et al., 2005b; BENINCASA et al., 2002)
e maior eficiéncia em relacédo aos surfactantes sintéticos.

A grande desvantagem dos biossurfactantes € seu custo de producdo que é cerca de
3 a 10 vezes maior do que o custo dos surfactantes sintéticos (MULLIGHAN; GIBBS,1993).
Consequentemente, o futuro das aplicagbes dos biossurfactantes sera governado
principalmente pelo ganho econémico na producédo versus o custo da aplicacéo.

Enquanto surfactantes quimicos sdo classificados de acordo com a natureza de seu
grupo polar, os biossurfactantes séo classificados com base em sua natureza bioquimica, e
também a partir de sua baixa e alta massa molar. Na tabela 1.3.9.1 sdo apresentadas as
principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores.

Cada grupo de biossurfactantes apresenta propriedades e funcdes fisiologicas
diferentes, sendo que a maioria & constituida por porgBes hidrofilicas e hidrofobicas
distintas. A parte hidrofébica da molécula pode ser formada por &cidos graxos de cadeia
longa, hidroxi-acidos graxos ou por ca-alquil-B-hidroxi-acidos graxos. A porcao hidrofilica
pode ser composta por carboidratos, aminoacidos, peptideos ciclicos, fosfato, acidos
carboxilicos ou alcoois (JACOBUCCI, 2000).

Uma grande variedade de microrganismos pode produzir biossurfactantes. Assim
como a sua composicao pode variar, as propriedades fisico-quimicas dos biossurfactantes
também sdo bastante variaveis: os valores de CMC podem estar situados huma faixa de 1 a
200 mg/L, enquanto para surfactantes sintéticos a CMC apresenta valores em uma faixa
bem mais elevada podendo chegar a valores como de 2420 mg/L para o SDS
(dodecilsulfato de sdédio) um surfactante sintético bem conhecido, e suas massas molares
situam-se entre 500 a 1500 Da (VAN HAMME et al., 2006).
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Tabela 1.3.8.1.2 Principais classes de biossurfactantes e microrganismos produtores

29

Tipo de biossurfactante

Microrganismo produtor

GLICOLIIDEOS

- ramnolipideos
- soforolipideos
- trealolipideos

LIPOPEPTIDEOS E LIPOPROTEINAS

- peptideo-lipideo
- viscosina

- serrawetina

- surfactina

- subtilisina

- gramicidina

- polimixina

ACIDOS GRAXOS, LIPIDEOS NEUTROS E

FOSFOLIPIDEOS

- cidos graxos
- lipideos neutros
- fosfolipideos

SURFACTANTES POLIMERICOS

- emulsan

- biodispersan

- liposan

- carboidrato-lipideo-proteina
- manana-lipideo-proteina

SURFACTANTES PARTICULADOS

- vesiculas
- células

Pseudomonas aeruginosa
Torulopsis bombicola, T. apicola
Rhodococcus erythropolis,
Mycobacterium sp.

Bacillus licheniformis
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus brevis

Bacillus polymyxa

Corynebacterium lepus
Nocardia erythropolis
Thiobacillus thiooxidans

Acinetobacter calcoaceticus
Acinetobacter calcoaceticus
Candida lipolytica
Pseudomonas fluorescens
Candida tropicalis

Acinetobacter calcoaceticus
Vérias bactérias

Fonte: NITSCHKE et al., 2002

1.3.9 Producédo de bioemulsificantes/biossurfactantes em meios a

base de agua do mar por Candida lipoytica

A Candida lipolytica (Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe Saccharomycetes,

Ordem Saccharomycetales, Familia Saccharomycetaceae, Género Candida) € uma espécie
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de levedura de grande interesse para a biotecnologia, principalmente devido ao seu
conhecido potencial na producdo de biossurfactantes. Estudos fisiolégicos com leveduras
marinhas tém posto em evidéncia a ampla margem de adaptabilidade de algumas delas.
Por exemplo, ao estudar o efeito da pressdo osmética se encontram diferentes respostas
para organismos dos géneros Aurobasidium, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces e
Rhodotorula (Hernandez-Saavedra et al., 1994; 1995). Duas estratégias gerais dos
microrganismos para sobreviver em ambientes de alta salinidade tém sido observadas: (i)
exclusédo de sddio do citoplasma, acumulando grandes quantidades de soluto compativeis
para evitar a perda de agua (sélidos-excludentes); (i) uso e armazenamento pelos
microrganismos de altas concentracdes de soédio, sem que este represente um problema
de toxicidade para a célula (solido-includentes). As leveduras tém sido um modelo
amplamente utilizado para entender o fenbmeno da halotolerancia. Saccharomyces
cerevisiae que € uma levedura sodio-excludente. A levedura D. hansenii apresenta a
capacidade de resistir a altas concentracdes de NaCl, pode ser isolada de ambientes com
baixa atividade de agua ou de ambientes marinhos, sendo considerada como um modelo
eucaridtico ideal para estudos de halotolerancia.

A agua do mar usada na formulacéo de meios de cultivos para desenvolvimento de
leveduras marinhas favorece seu crescimento de forma seletiva e reduz riscos de
contaminagdo. Alguns microrganismos nao resistem a concentragdo de metais e sais
presentes na agua do mar. Outra vantagem do uso de agua do mar na formula¢éo dos
meios de cultivo, € que proporciona minerais e nutrientes que complementados com baixas
concentracdes de extrato de levedura e peptona permite rendimentos que se equiparam aos
de processos industriais (RAMIREZ-OROZCO et al., 1998), fornecendo assim condicdes de
trabalho que eventualmente transformam-se em oportunidades econdémicas (OCHOA;
VASQUEZ-JUAREZ, 2004).

A introducdo e utilizacdo de meios de baixo custo a base de agua do mar,
suplementados com 6leo de milho para a producdo de biopolimeros extracelulares, com
atividade de emulsificacdo por C. lipolytica, foi descrita pela primeira vez por Vance-Harrop
et al. (1999) e Vance-Harrop (2000). Dois meios de baixo custo, suplementados com 6leo de
milho, foram formulados e avaliados visando o estudo das condi¢cbes de producdo de
biossurfactante por C. lipolytica. O meio denominado de YWS-C (Yeast Salt Watter-Corn) foi
formulado com a seguinte composicdo: 0,1% de sulfato de aménio; 0,1% de uréia; 5% de
Oleo de milho; 100 mL de &gua do mar e agua destilada, na proporgédo 1:1 v/v. O meio
denominado YWS-C1 (Yeast Salt Watter-Corn 1) foi formulado com a mesma composi¢ao
do meio YWS-C, acrescido de 10 mM de fosfato de potdssio e pH ajustado para 5,3.
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Controles foram realizados com os dois meios, utilizando-se D-glicose como fonte de
carbono. Os resultados indicaram que o meio de cultura YWS-C1, utilizado como base
nutriente, suplementado com 6leo de milho ou D-glicose como controle, possibilitou a
producdo de biossurfactante com atividade de emulsificagdo, quando o pH era controlado
através de tampéo fosfato. A atividade de emulsificagéo foi observada no meio YWS-C1, na
fermentacdo em batelada no periodo de 168 horas. Os resultados demonstraram que a C.
lipolytica apresentou habilidade de crescimento nos meios com salinidade de 13% e os
biopolimeros extracelularmente produzidos apresentaram alta atividade de emulsificacao.
Adicionalmente, a introducéo de uréia como fonte de nitrogénio e de tampao fosfato induziu
a producéo de biossurfactante por C. lipolytica com propriedades de emulsificacéo.

Os resultados obtidos por Vance-Harrop et al. (1999) sdo corroborados pelas
informacfGes de Reisfield, Rosenberg e Gutnick (1972) que observaram a absoluta
dependéncia da fonte de nitrogénio e do tampéao fosfato na producéo de biossurfactante.

Estudos realizados por Vance-Harrop et al. (2000) sobre a influéncia da agua do mar
na producdo de surfactante por C. lipolytica demonstraram a capacidade da levedura
produzir biopolimeros com atividade de emulsificacdo apds a fase estacionaria de
crescimento. A producédo de biossurfactante realizada nos meios previamente descritos por
Vance-Harrop et al. (1999), utilizando agua do mar diluida e suplementada com 6leo de
babacu e D-glicose como fontes de carbono, nédo foi afetada pela alta salinidade dos meios
de cultura. Esses resultados s&o apoiados por Zinjarde et al. (2003) que obtiveram a
producdo de um emulsificante pelo estagio perfeito, Yarrowia lipolytica, em um meio
contendo &gua do mar artificial e n-hexadecano como fonte de carbono, visando sua
utilizagdo na dispersdo da poluicdo dos derramamentos de Oleos em ecossistemas
marinhos.

A capacidade de C. lipolytica produzir biossurfactantes extracelulares com atividade
de emulsificacdo, através de fermentacéo utilizando 6leo de babacu e D-glicose como fontes
de carbono foi investigada por Vance-Harrop et al. (2003). A agua do mar diluida a 50%
suplementada com uréia, sulfato de aménio e fosfato foi utilizada como meio basal. Os
melhores resultados foram atingidos com os meios YSW-B2 (contendo uréia, sulfato de
amonio e Oleo de babacu) e YSW-B3 (contendo uréia, sulfato de aménio, fosfato e 6leo de
babacu), através de fermentacdo em batelada alimentada com 5% de 6leo de babacu. As
velocidades especificas de crescimento foram de 0,02 h* e 0,04 h*; tempos de geracéo de
346 h' e 17,3 h' e atividades de emulsificacdo iguais a 0,666 e 0,158 UAE,
respectivamente. As moléculas dos novos bioemulsificantes demonstraram ser constituidas

por carboidratos, proteinas e lipideos.
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O potencial biotecnologico de C. lipolytica na produgcdo de biossurfactante com
habilidade de emulsificacdo — utilizando meios de cultura de baixo custo a base de agua do
mar, adicionados de 6leo de babacu e glicose como controle da fonte de carbono — também
foi investigado por Vance-Harrop (2004). Planejamento fatorial fracionario com dois niveis e
cinco fatores foi realizado para investigar a influéncia de extrato de levedura, sulfato de
amonio, uréia, fosfato de potassio e 6leo de babacu sobre a producdo de biossurfactante.
Os resultados obtidos sugeriram maior produgdo com os niveis utilizados de extrato de
levedura, fosfato e uréia nos seus valores superiores, enquanto que o da amoénia foi fixado
em seu nivel inferior. A fonte de carbono, éleo de babacu, ndo exerceu efeito significativo
sobre a producédo de biossurfactante. Cinco condicdes de meios de culturas selecionados do
planejamento foram utilizadas para realizacdo de estudos com substratos mistos (solavel e
insolavel) para os processos de remocéao e biossor¢cédo de pireno (derivado de petrdleo). Os
resultados das andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstraram uma alta
taxa de remocdo de pireno nos meios | e IV com porcentuais de 99,02% e 97,51%,
respectivamente. Estudos subseqiientes com a biossorcdo de pireno foram realizados
utilizando a biomassa de C. lipolytica imobilizada em alcool polivinil como matriz inerte. Os
resultados obtidos sugeriram que a biomassa imobilizada de C. lipolytica apresentou grande
potencial nos processos de biossor¢ao do pireno tendo em vista 0 baixo custo, da produgéo
e da imobilizacéo da biomassa, aliado ao elevado percentual de remocéo.

Um planejamento fatorial completo 2* foi realizado por Albuquerque et al. (2005) para
investigar os efeitos e interagcdes das concentracdes de 6Oleo de milho, uréia, sulfato de
amonio e fosfato monobasico de potassio sobre a atividade de emulsificacdo do
biossurfactante produzido por Candida lipolytica, com. Os resultados indicaram que as
concentracdes de fosfato monobasico de potassio e de sulfato de aménio, em seus niveis
mais altos, e a concentracdo de 6leo de milho em seu nivel mais baixo, foram significativas
favorecendo ao aumento da atividade de emulsificacdo. O estudo também mostrou que a
interacdo da uréia com o fosfato, exerceu um efeito positivo significativo sobre o0 aumento da
atividade de emulsificacdo. As interacBes da uréia com a amoénia e do 6leo de milho com a
amoOnia apresentaram efeitos negativos significativos, observados através da reducédo da
atividade de emulsificacdo. A melhor atividade de emulsificacdo para emulsées agua-em-n-
hexadecano (3,727 UAE) foi obtida com um meio composto por 0,4 g de uréia, 1,1 g de
sulfato de aménio, 2,04 g de fosfato de potassio, 50 mL de agua destilada e 50 mL de agua
do mar usando 6leo de milho como fonte de carbono.

Otimizacao estatistica de componentes de meios de producdo de bioemulsificantes

por Candida lipolytica foi realizada por Albuquerque et al. (2006a) usando planejamento



33
SOUZA, F. A. S. D. Biodegradaco de Oleo Diesel por Candida lipolytica em agua do mar

fatorial e metodologia de superficie de resposta. Um modelo matematico para representar a
atividade de emulsificacdo como fungéo das concentracdes de uréia, sulfato de potassio e
fosfato de amonio foi proposto (ALBUQUERQUE et al., 2006a). O modelo ndo apresentou
falta de ajuste e o coeficiente de determinacédo indicou que o modelo pode explicar 95,72%
da variabilidade na atividade de emulsificacdo para emulsdes agua-em-n-hexadecano. De
acordo com o modelo, as concentracdes de uréia, sulfato de aménio e fosfato de potassio
necessarias para atingir a atividade de emulsificacdo méaxima (4,415 UAE) foram
respectivamente 0,544 % (p/v), 2,131 % (p/v) e 2,628 % (p/v). A validacdo do modelo foi
realizada sob as condi¢cdes do meio otimizado. Os resultados mostraram que a atividade de
emulsificacdo para emulsbes agua-em-n-hexadecano prevista pelo modelo foi similar aquela
obtida experimentalmente (diferenca inferior a 0,5%). A otimizacdo aumentou a atividade de
emulsificagdo (1,198 UAE) do processo padrdo (VANCE-HARROP, 2000) de producédo de
bioemulsificante em 262,8% nas condi¢cdes do ponto central do planejamento experimental e
em 272% nas condi¢cfes otimizadas do meio de producéo. O bioemulsificante produzido por
Candida lipolytica, mostrou ser estavel e reduziu a tensdo superficial da agua para 32,75
mN/m.

Ampliacdo do processo de producéo de biossurfactante por C.lipolytica UCP 988 da
escala de frasco para escala de biorreator de 5 litros foi realizada por Albuquerque (2006).
Planejamento fatorial completo 2° e metodologia de superficie de resposta foram utilizados
por para investigar a influéncia da temperatura e da velocidade de agitacdo sobre as
atividades de emulsificagdo do biossurfactante frente ao hexadecano, ao 6leo de milho e ao
Oleo de canola. Nos experimentos do planejamento empregou-se meio de baixo custo a
base de agua do mar diluida a 50% (v/v) otimizado por Albuquerque (2006). Verificou-se
que o aumento de temperatura exerceu efeito negativo significativo apenas sobre as
atividades de emulsificagcdo para emulsdes 4gua-em-hexadecano e agua-em-6leo de milho
e que o aumento da velocidade de agitacdo produziu efeito positivo apenas sobre a
atividade de emulsificacdo para agua-em-0leo de canola. A atividade de emulsificacdo
média para emulsdes agua-em-hexadecano - obtidas em biorreator, a 28° C, com de
agitacdo de 150 rpm e 300 rpm - foi igual a 5,45 UAE, ou seja, 21,5% maior que a atividade
de emulsificacdo média para emulsdes agua-em-hexadecano (4,435 UAE) obtidas em
frascos, a 28°C e 150 rpm, com 0 meio otimizado. Nas mesmas condi¢des, foram obtidas
atividades de emulsificacdo médias para emulsdes agua-em-6leo de milho e 4gua-em-6leo
de canola de respectivamente 6,010 UAE e 5,212 UAE. Portanto, nas faixas de temperatura
e agitacdo estudadas, para obter-se altas atividades de emulsificacdes para emulsdes agua-

em-hexadecano, agua-em-6leo de milho e agua-em-Gleo de canola, a melhor condi¢éo
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operacional de temperatura e pressédo foi 28°C e 300 rpm. Entretanto, as mais altas
atividades de emulsificagcdo para emulsdes dgua-em-hexadecano e agua-em-6leo de milho
foram obtidas na temperatura de 28°C e agitacdo de 150 rpm.

Software sensores baseados em redes neurais para estimagao e predicdo, em tempo
real, da concentracdo da biomassa e da atividade de emulsificagdo do biossurfactante
produzido por Candida lipolytica UCP 988 foram desenvolvidos por Albuquerque et al.
(2006b). O algoritmo empregado nos treinamentos foi o de retropropagacdo baseado em
Levenberg Marquardt, em conjungdo com regularizacdo bayesiana. Os conjuntos de
treinameto e teste dos "softwares sensors” foram obtiidos em experimentos de producao de
biossurfactante realizados em biorreator de 5L, sob diferentes condi¢cdes de temperatura e
agitacado, utilizando meio de baixo custo a base de agua do mar natural diluida a 50%
(viv), otimizado (ALBUQUERQUE et al., 2006a). Os resultados obtidos mostraram que 0s
software sensores projetados fornecem estimacdes e predi¢cbes on-line da concentracdo de
biomassa e da atividade de emulsificacdo dentro de um intervalo de + 5% dos valores
experimentais. Coeficientes de determinagcdo superiores a 0,90 foram obtidos para
concentracao de biomassa e atividade de emulsificagéo, evidenciando a qualidade do ajuste
dos valores estimados e preditos pelos software sensores neurais com os dados
experimentais dos conjuntos de treinamento e teste.

Visando reduzir custos e melhorar o monitoramento do processo de producdo de
biossurfactante por C.lipolytica UCP 988, Albuquerque et al. (2008) desenvolveram um
software sensor baseado em redes neurais artificiais multicamadas com alimentagéo
progressiva (feedforward) para fazer estimativas on-line da concentragdo de biomassa.
Entre os diversos protétipos de software sensores testados para fazer inferéncia on-line
da concentracdo de biomassa o que apresentou melhores resultados, teve como entradas
dados on-line de pH e oxigénio dissolvido e 4 neurbnios na camada escondida. O
treinamento, validacdo e teste dos software sensores foram realizados com dados de
planejamento experimental 22 realizado por Albuquerque (2006) usando meio otimizado a
base de agua do mar natural diluida a 50% (v/v). O desempenho do software sensor
selecionado também foi avaliado usando dados experimentais do processo . Os resultados
indicaram uma capacidade preditiva muito boa do software sensor, que apresentou
coeficiente de determinacdo (R? de 0,972 e raiz do erro quadratico médio igual a 0,021
para concentracdo da biomassa.

Biossurfactantes produzidos por microrganismos marinhos, como Y. lipolytica, vém
despertando maior atencéo, principalmente para a biorremedia¢cdo de mar poluido por 6leos
crus (MANEERAT, 2005). A cepa Y. lipolytica NCIM 3589, uma espécie marinha tropical,
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pode produzir emulsificante na presenca de hidrocarbonetos ou petrdleo cru.
Supostamente, o mecanismo de assimilacdo de hidrocarboneto se realiza através da
aderéncia da levedura as gotas de 6leo, o que faz com que se produza um emulsificante,
formado por lipideo-carboidrato e proteina, associado com a parede celular durante a fase
de crescimento. JA4 na fase estacionéaria, a levedura Y. lipolytica NCIM 3589 libera o
emulsificante, em condic6es de excesso de carbono e limitacdo de nitrogénio, a um pH
inicial de 8, em presenca de cloreto de sddio de 2 a 3% (ZINJARDE; PANT, 2002).

1.3.10 Atividade enzimatica em ambientes contaminados por

hidrocarbonetos

As enzimas sao biocatalisadores muito utilizados industrialmente, podendo ser
empregados na biologia molecular e aplicagdes biomédicas (SANCHEZ, DEMAIN, 2002), no
desenvolvimento de metodologias analiticas, na fabricagcdo de produtos tecnoldgicos e no
tratamento de efluentes. S8o capazes de atuar em todas as principais macromoléculas
biolégicas (lipideos, carboidratos, proteinas e acido nucléicos), bem como em moléculas
menores de agucares e aminoacidos (CHIRUMAMILLA et al, 2001).

Esses catalisadores s&o utilizados em indastrias quimicas, alimenticias,
farmacéuticas, de cosméticos, detergentes e fibras téxteis, dentre outras, por tornarem
diversos processos de producdo mais eficientes e menos dispendiosos, causando menor
impacto no meio ambiente por utilizar temperatura e pressdo menores do que 0S processos
quimicos tradicionais. Os produtos enzimaticos apresentam excelente qualidade devido a
especificidade das enzimas (PEREIRA-JR. et al., 2008 apud BOM; FERRARA; CORVO,
2008).

As enzimas de origem microbiana levam vantagem sobre enzimas vegetais e animais
no que dizem respeito aos custos no processo de producédo, pois seu tempo de obtencao é
menor, além do vasto leque na escolha de substratos de baixo custo que consequentemente
geram um maior rendimento através da otimizacdo em processos fermentativos (HAKI,
RAKSHIT, 2003).

O elevado aumento na producdo em larga escala e a utilizagdo das enzimas nos
diversos setores industriais € um reflexo de sua especificidade e acéo catalitica. Enzimas
com mesmo perfil de atuacdo sob substratos em comum podem apresentar
comportamentos diferenciados na presenca de pH, temperaturas e condigcdes idnicas

distintas. Devido a presenca dessas varidveis e das condi¢cbes que estes catalisadores
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organicos podem ser utilizados, se faz necesséario uma sele¢édo enzimatica anterior ao uso
industrial (BEISSON et al., 2000; BORNSCHEUER et al., 2002; GUPTA et al., 2004).

Estratégias tradicionais de isolamento, sele¢cdo de microrganismos, bem como
estudos das caracteristicas fisico-quimicas do meio de cultura sdo de fundamental
importancia, ndo apenas para o0 crescimento celular como também para o rendimento em
produto enzimético. As células sdo capazes de responder aos estimulos quimicos e fisicos
do meio externo através de mecanismos bioquimicos que regulam a expressao génica e a
fisiologia do microrganismo e, consequentemente, seu desempenho na formacgéo do produto
desejado. Esses mecanismos sdo acionados, dentre outros fatores por indutores, ativadores
e repressores nos processos de producdo (MADIGAN et al, 2000 apud BOM; FERRARA,;
CORVO, 2008).

Em se tratando da importancia enziméatica num processo biodegradatorio, é
importante ressaltar que para haver degradacéo de hidrocarbonetos, como por exemplo, de
HAPs, é necesséario que o microrganismo utilizado no processo de degradacao, utilize o
hidrocarboneto como fonte de carbono, adquirindo assim energia para o seu crescimento e
que 0 mesmo possua ou produza no decorrer do processo algumas ou varias enzimas que
transformam as complexas moléculas dos HAP’s em intermediarios comuns das suas rotas
catabdlicas (JACQUES et al, 2007).

Na biodegradacdo dos diversos hidrocarbonetos existentes, por exemplo, é
necessario que haja uma inducdo de enzimas degradadoras apropriadas. Este processo
envolve a ativagéo de regides especificas do genoma microbiano. Quando alguns substratos
alvos estdo presentes, 0s microrganismos iniciam reagdes bioquimicas em cascata que
resultam na transcricdo de genes (plasmidios) que codificam a sintese das enzimas
necessarias para degradar o composto alvo (MARIANO, 2006)

No caso dos HAPs, sua complexidade e a estabilidade da sua estrutura quimica,
devido a ressonéncia dos anéis aromaticos, a maioria dos microrganismos nao possuli
enzimas capazes de reconhecé-los e degrada-los (JOHNSEN et al., 2005).

Desde a década de 1950, vém sendo isolados varios fungos, degradadores destes
compostos, pertencentes principalmente aos géneros Cunnighamella, Phanerochaete,
Fusarium, Candida, Penicillium, Pleorotus, Trametes, Aspergillus, Bjerkandera,
Chrysosporium, dentre outros (CERNIGLIA, 1997; JACQUES et al., 2005a).

O melhor desempenho na degradacdo de hidrocarbonetos ainda esta na utilizacéo
dos consorcios microbianos, que demonstra a importancia de se considerar o papel do co-

metabolismo no tratamento de poluentes recalcitrantes como o 6leo diesel, onde cada
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espécie tem uma funcao especifica nas seqiiéncias de reacfes enzimaticas responsaveis
pela quebra de cadeias complexas de hidrocarbonetos (MARIANO, 2006).

O mecanismo da degradacdo de hidrocarbonetos por fungos tém sido pouco
estudado, mas provavelmente envolvem oxigenases induziveis similares as apresentadas
por Mycobacterium e Nocardia (RUDD et al., 1996).

Efeitos de compostos téxicos, com o 6leo diesel ou qualquer outro hidrocarboneto
do petréleo sobre populacdes microbiolégicas podem ser monitorados pelo
acompanhamento da atividade enzimatica proveniente do local contaminado. Clemente et al
(2001) cultivaram espécies de fungos em meios contaminados com HAPs, onde a
degradacdo dos mesmos foi monitorada por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Durante
as analises foi constatada uma alta degradacdo de naftaleno por algumas linhagens, e os
liguidos metabdlicos obtidos dos cultivos apresentaram atividades de manganés-peroxidase,
lignina peroxidase e lacase.

Segundo Alexander (1999), uma grande variedade de bactérias, fungos e algas tém
a capacidade de metabolizar hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. Fungos filamentosos
sdo conhecidos por seu potencial degradador de HAPs (CERNIGLIA, 1992; GRAMSS et al.,
1999).

A biodegradacéo de alcanos e aromaticos envolve sistemas enzimaticos, os quais
sdo responsaveis pelo ataque primario aos substratos. Dioxigenases séo as enzimas chaves
na completa mineralizagdo de moléculas monoarométicas ou de um dos anéis de um
sistema poliaromatico. Entretanto, hidrocarbonetos poliaromaticos séo alvos de ataque de
monooxigenases microbianas, onde a atividade destas enzimas resulta na formagéo de um
epoxido, o qual é um intermediario altamente reativo. Epoxidos, por sua vez, podem ser
transformados em didis, através da acdo de epoxido hidrolases microbianas
(VASCONCELLOS, 2001).

A biodegradacdo aerdbica de hidrocarbonetos do petrdleo, como n-alcanos,
aromaticos e HAPs, por microrganismos extremofilos tem sido relatada por Margesin e
Schinner (2001). Margesin et al. (2003), investigou a capacidade de varias cepas de
leveduras e bactérias adapatadas a ambientas frios, utilizarem fracbes de hidrocarbonetos
do petréleo como substrato para crescimento e producdo de vérias enzimas. Um elevado
poecentual (89%) das cepas de leveduras mostrou atividade lipolitica, mais de 1/3 das
cepas bacterianas produziram amilase, p-lactamase, 3-galactosidase ou lipase, e mais de
2/3 foram produtoras de protease. Apenas 6% das cepas bacterianas e 79% das estirpes de
levedura utilizaram n-hexadecano como substrato para o crescimento; 13% das cepas

bacterianas e 21-32% das estirpes de leveduras utilizaram fenol, fenantreno ou antraceno
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como substrato para o crescimento. Apenas quatro cepas de leveduras, e nenhuma das
estirpes bacterianas puderam crescer em todos os hidrocarbonetos testados. A
biodegradacédo de fenol foi investigada com culturas em batelada alimentada a 10°C. Trés
estirpes de leveduras degradaram fenol em concentragfes elevadas como 10 mM e 12,5
mM. Das oito cepas bacterianas, duas cepas degradaram até 10 mM de fenol. A melhor
temperatura para a degradacdo do fenol foi 20°C para todas as oito cepas bacterianas e
duas estirpes de leveduras. A biodegradacdo pelas cinco estirpes de leveduras foi boa a
10°C, e mais rapida a 1°C do que a 20°C. Todas as linhagens capazes de degradadar fenol

apresentaram producdo de catecol 1,2 dioxigenase.

1.3.10.1 Degradacao de compostos fendlicos por lacases e tanases

Os fendis estdo presentes em baixas concentracdes no 6leo e produtos refinados do
petréleo, como o 6leo diesel. Os compostos fendlicos mais abundantes no éleo sdo aqueles
com radicais alquilas contendo de 2 a 9 atomos de carbono (NEFF, 2002).

A lacase (EC 1.10.3.2) é uma fenoloxidase que catalisa a oxidacdo de varios
compostos fendlicos com a concomitante reducdo de O, para H,O. Participa também da
catalisacdo e remocao de elétrons e protons de grupos hidroxi-fenélicos e aminoaromaticos,
formando radicais fenoxi livres e radicais amino, respectivamente (GIESE et al, 2004).
Lacases oxidam uma ampla série de fendis (GARG; MODI, 1999; SHUTTLEWORTH;
BOLLAG, 1986), transformando radicais fenolicos em radicais aril-oxi, que se polimerizam
espontaneamente e formam complexos insollveis, podendo ser removidos por precipitacao,
filtracdo ou centrifugacdo (DAVIS; BURNS, 1990). A destoxificacdo de contaminantes
fendlicos € consequéncia da reacdo de acoplamento oxidativo (DEC; BOLLAG, 1990).

Para Li et al. (1999), as lacases diferem das peroxidases por ndo necessitarem do
peroxido de hidrogénio para oxidar compostos fendlicos. Em vez disso, os elétrons séo
transferidos ao oxigénio molecular, produzindo agua. Alguns microrganismos apresentam
esses dois tipos de exoenzimas oxido-redutases (peroxidases e lacases) ou apenas uma
delas (GIESE et al., 2004).

A importancia tecnoldgica das lacases é resultante da capacidade de catalisar a
transformacdo de um grande numero de compostos aromaticos fendlicos e néo fenolicos
(DURAN et al., 2002 apud GIESE et al., 2004). As lacases quando aplicadas no tratamento
de efluentes pode ser vantajoso, pois € necessario apenas o oxigénio molecular como
aceptor de elétrons para que ocorra a reacdo enzimatica (HUBLIK; SCHINNER, 2000). As

lacases tém sido aplicadas em diferentes processos em inddstrias farmacéuticas, téxteis, de
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papel, bebidas e alimentos, e assim como em processos de biorremediacdo
(ALEXANDRINO et al., 2007).

A tanase ou tanino acil hidrolase (EC 3.1.1.20) € uma enzima extracelular induzivel,
com capacidade para hidrolisar ésteres e ligacGes laterais de taninos hidrolisaveis,
produzindo glicose e &cido galico (BANERJEE et al., 2001). Pode ser obtida por fontes
vegetais, animais e produzida por fungos, bactérias e leveduras (BANERJEE; KAR, 2000)
pelas fermentagBes solida, liquida ou submersa (LEKHA; LONSANE, 1994). As tanases
microbianas sdo mais estaveis do que as demais. Além disso, microrganismos podem
produzir tanases em larga escala e de maneira continua, propiciando um aumento de
rendimento, dependendo das condi¢cbes estabelecidas no seu processo de producdo
(BANERJEE et al., 2001). Enzimas extracelulares sdo preferidas, pois sdo mais faceis de
serem extraidas e dispensam os métodos de extracdo dispendiosos (COURI et al., 1998).

A tanase apresenta pH estavel na faixa de 3.5 - 8.0, com pH 6timo entre 5.5 - 6.0,
temperatura 6tima na faixa de 30 — 40 °C, estabilidade térmica entre 30 e 60 °C, ponto
isoelétrico de 4.0 - 4.5 e massa molecular entre 180 e 300 kDa. Essas propriedades
dependem fortemente das condicbes de cultura e também da linhagem utilizada
(BATTESTIN et al., 2004).

Industrialmente, existe um grande potencial para a aplicagdo das tanases, mas
poucas sdo empregadas de maneira efetiva devido ao elevado custo de producgéo, além do
que, a sua acgao catalitica ainda ndo esta totalmente clara devido a grande diversidade dos
substratos (taninos) e a biodiversidade microbiana que sintetiza a enzima. Essa enzima
pode ser aplicada na clarificagdo de sucos, na fabricacido de cervejas e vinhos favorecendo
a remogédo de compostos fenodlicos, cosméticos e remédios, e atualmente, € empregada na
producdo de &cido galico, chas instantaneos, ragdo animal, na estabilizacdo da coloracéo de
vinhos, refrigerantes a base de café, processo de tratamento de couro, e ainda em
tratamento de efluentes (BANERJEE et al., 2001; MACEDO et al., 2005; AGUILAR et al.,
1999).

Para viabilizacdo do uso de tanase, faz-se necessaria investigar a producdo de
tanase fangica em escala industrial, mas ainda ndo se tem um completo entendimento a
respeito da regulacdo, capacidade catalitica, especificidade e aspectos apesar de varios
microrganismos produzirem tanase, essas hao sao igualmente ativas com todos os taninos
hidrolisaveis (BATTESTIN et al., 2004)

A linhagem identificada como Candida sp K1 na presenca de acido tanico, produziu
tanase extracelular. Candida é a Unica linhagem de levedura, estudada como produtora de

tanase (BATESTIN et al., 2004). Degradacéo de tanino por levedura ndo tem sido estudada
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em todo seu potencial. Aoki et al. (1976) isolou e relatou a degradacdo enzimética de

galotaninos por levedura pertencentes a espécie Candida que foi capaz de produzir tanase.

1.3.10.2 Atividade lipolitica em ambientes contaminados por 6leo

diesel

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo enzimas pertencentes ao grupo das serinas hidrolases,
catalisam a quebra de ligacbes ésteres de acil gliceréis, e acomodam cerca de 300
aminodcidos. Esta classe enzimatica ndo requer co-fatores, e atuam em uma larga faixa de
pH. Além de participarem de reacdes de hidrolise, podem também exercer atividade
catalitica (SARKAR et al., 1998; SCHMIDT-DANNER, 1999).

As lipases sdo amplamente encontradas na natureza podendo ser extraidas de
animais, vegetais e produzidas por microrganismos. Lipases de fontes microbianas recebem
atencao especial devido a sua atual e potencial aplicacdo na industria, principalmente na de
detergentes, 6leos e gorduras, fabrica de laticinios e industria farmacéutica (SHIRAZI et al.,
1998; DRIKS, 2002; SAXENA et al., 2003), sendo também empregadas em analises clinicas
na avaliacdo de triglicérides e glicerol.

Industrialmente podem ser empregadas na obtencg&o de aditivos para lavagem, como
os detergentes, na industria alimenticia, na preparagdo de substitutos do chocolate amargo
e producdo de sabores especiais. Além disso, tem sido usada na industria de cosméticos,
producdo de bronzeadores, nas diversas reacdes de transesterificacdo de triglicerideos, e
também nos tratamentos de esgotos (PANDEY et al., 1999). As lipases também tém sido
empregadas em processos de extracdo de Oleos, através do melhoramento das
propriedades fisicas e nutricionais de gorduras por interesterificacdo (BRADOO et al., 1999;
SHARMA et al., 2001; BORNSCHEVER et al., 2002).

De acordo com Margesin et al. (2002), solos com historico recente de contaminacao
por HAP’s, apresentam elevada atividade da lipase. Por outro lado Margesin et al. (2002),
também afirmam que os metais pesados presentes nos residuos petroquimicos podem inibir
a atividade lipolitica.

Margesin, Zimmerbauer e Schinner (1999), afirmam que uma contaminagcdo por
hidrocarbonetos do petréleo no solo causou uma inducdo da atividade lipolitica, e a
presenca de nutrientes inorgénicos induziu significativamente a atividade da mesma. A
hipétese de inducdo enzimatica também é confirmada pelo fato da atividade lipolitica no solo

aumentar com a elevacao da taxa inicial de petréleo presente em solo contaminado.
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Segundo Margesin e Schinner (2001), a atividade lipolitica pode ser utilizada como
indicador em processos de biodegradacdo, conforme mostram seus experimentos que
correlacionam significativamente a atividade lipolitca com a concentracdo residual de
hidrocarbonetos provenientes da degradacédo do 6leo diesel. Investigando a viabilidade da
biorremediacdo para solos contaminados de maneira crénica por 6leo diesel, e analisando
também o método bioestimulativo, 0 solo petencente a uma area de geleira foi fertitizado
com adubo contendo nitrogénio, féstforo e potassio e comparados aos resultados com o
mesmo solo infertilizado, ou seja, sem o0 adubo. O experimento foi realizado por trés
temporadas de verdo (Julho de 1997 a Setembro de 1999), e controlado através das
mudancas de concentracfes de hidrocarbonetos no solo e da evolucdo da contagem
microbiana. Uma reducdo significativa do nivel de 6leo diesel foi alcancada. No final da
terceira temporada de verdo (ap6s 780 dias), o nivel inicial de contaminacao (2,612 + 70 ug
de hidrocarbonetos g(peso seco) de soil foi reduzido em (50 + 4)% e (70 = 2)% no solo ndo
fertilizado e fetilizado, respectivamente. No entanto, os niveis de contaminacao residual de
hidrocarbonetos ainda foram elevados, tendo (1,296 + 110 e 774 + 52 ug g (peso seco) de
solo, no solo ndo fertilizado e fertilizado, respectivamente.

O monitoramento da atividade lipolitica em solos contaminados por 6leo diesel € um
valioso indicador da biodegradagcdo. Podendo ainda potencializar seu processo
biodegradativo através da inser¢cdo de nutrientes como nitrogénio, fésforo e potéssio.
Fatores de interferéncia tais como a composi¢cdo dos componentes contaminante e 0s niveis
de compostos recalcitrantes, podem influenciar na atividade lipolitica dos solos
contaminados (MARGESIN; SCHINNER, 2001)

Embora muitos estudos tenham focado na biodegradacdo como um procedimento
para eliminar hidrocarbonetos do meio ambiente, ndo se encontrou na literatura consultada,
relato de pesquisas sobre degradacdo de Oleo diesel e/ou producdo de
bioemulsificantes/biossurfactantes por C. lipolytica, em agua do mar natural, suplementada
com fontes de nitrogénio e de fosforo, utilizando 6leo diesel como Unica fonte de carbono.
Portanto, o presente trabalho pretende investigar e contribuir cientifica e tecnologicamente

para preencher esta lacuna.
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Resumo

A levedura Candida lipolytica foi capaz de degradar 6leo diesel em agua do mar,
suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo e produzir biosurfactante/bioemulsificante
(BS/BE) com potencial de aplicacdo em biorremediacdo ambiental. A habilidade de
producdo de BS/BE por C.lipolytica foi avaliada. Medidas de atividade de emulsifcagdo e
tensdo superficial foram utilizadas para monitorar a producdo de BS/BE. A influéncia de
fatores ambientais (pH, composi¢do do meio, salinidade e tipo de fonte de carbono) sobre o
crescimento celular e a producdo de BS/BE foi também investigada utilizando um conjunto
de trés planejamentos fatoriais. A biodegradacédo de dGleo diesel foi confirmada através de
experimentos na presenca de: (1) agua do mar + Oleo diesel; (2) agua destilada + dleo
diesel; (3) agua do mar + 6leo de milho e (4) &gua do destilada + 6leo de milho. O melhor
resultado para biodegradacdo de Oleo diesel 5% (v/v) foi obtido com &gua do mar
suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de amobnio e 1,0% (p/v) de fosfato monobasico de
potassio. Nesta condicdo, apés 96 horas, o pH, a salinidade, a tensdo superficial e as
atividades de emulsificagdo para emulsfes agua-em-0leo de milho e emulsbes 6leo de
motor-em-agua foram iguais a 9,47, 44%., 46,63 mN/m, 5,49 e 6,00 UAE, respectivamente.
O melhor resultado para produgéo de BE/BS, usando 6leo de milho 5% (v/v) como fonte de
carbono foi obtido na condicdo 4, usando agua destilada suplementada com 1,0% (p/v) de
sulfato de amonio e 1,0% (p/v) de fosfato monobasico de potéssio. Nesta condigcdo, apds 96
horas, o pH, a salinidade, a tensdo superficial e as atividades de emulsificagdo para
emulsdes agua-em-0leo de milho e emulsdes 6leo de motor-em-agua foram iguais a 6,
16%0, 26,01 mN/m, 5,54 e 6,00 UAE, respectivamente. Estes resultados indicam que a
levedura C.lipolytica pode ser aplicada em biorremediacdo e bio-refino na industria do
petrdleo.

Palavras-chaves: biodegradacdo, Oleo diesel, &gua do mar, Candida.lipolytica,

bioemulsificante, biossurfactante.
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Abstract

The yeast C.lipolytica UCP988 was able to degrade diesel oil in seawater, supplemented
with nitrogen and phosphorus sources and to produce emulsifier/surfactant with potential of
application in environmental bioremediation. The ability of bioemulsifier/biosurfactant
(BE/BS) production by C.lipolytica was evaluated. Emulsification activity and surface
tension measurement were used to monitor the bioemulsifier/biosurfactant production. The
influence of environmental conditions (pH, medium composition, salinity and type of carbon
source) on cell growth and BE/BS production was also investigated using a set of three full
factorial designs. The biodegradation of diesel oil was confirmed through four laboratory
experiments using: (1) seawater + diesel oil; (2) distilled water + diesel oil; (3) seawater +
corn oil and (4) distilled water + corn oil. The best result for 5% (v/v) diesel degradation
was obtained at condition 1, using seawater supplemented with 1,0% (p/v) of ammonium
sulfate and 1,0 % (p/v) of potassium dihydrogen orthophosphate. In this condition, after 96
h, the pH, the salinity, the surface tension, the emulsification activities to water-in-corn oil
and motor oil-in-water emulsions were equal to 9,47, 44%., 46,63 mN/m, 5,49 and 6,00
UAE, respectively. The best result for BE/BS production using 5% (v/v) corn oil as carbon
source was obtained to condition 4 using distilled water supplemented with 1,0% (p/v) of
ammonium sulfate and 1,0 % (p/v) of potassium dihydrogen orthophosphate. In this
condition, after 96 h, the surface tension, the pH, the salinity, the surface tension, the
emulsification activities to water-in-corn oil and motor oil-in-water emulsions were equal
to 6, 16%., 26,01 mN/m, 5,54 UAE and 6,00 UAE, respectively. These results indicates
that the yeast could be useful for bioremediation and bio-refining application in petroleum
industry.

Key-words:  biodegradation, diesel oil, seawater, Candida. lipolytica, bioemulsifier,

biosurfactant
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Introducéo

s

Poluicdo por Oleo diesel € um problema ambiental de importancia crescente.
Derramamentos de oleo diesel originarios de rupturas de tubulacdes, falhas de tanques e
varios problemas de armazenagem de producédo e de acidentes durante o transporte sdo as
mais freqlientes causas de poluicdo de solos e aguas subterraneas (Bossert et al., 1984;
Margesin, Schinner, 1997; Lee et al., 2006). Um importante fator que afeta a degradacéao
microbiana é a hidrofobicidade do 6leo diesel que limita sua transferéncia para a superficie
das células dos microrganismos. Essa limitacdo pode ser superada ou pela adicdo de
agentes de superficie ativa ou surfactantes, ou pelo crescimento de microrganismos
produzindo surfactante. Isto por sua vez aumenta a biodisponibilidade de 6leo diesel para
microrganismos (Miller, 1995; Herman et al., 1997).

Biossurfactantes e emulsificantes microbianos tém sido usados para dispersar
poluicdo criada por operacdes com navios e derramamentos de 6leos em ecossistemas
marinhos (Reisfeld et al., 1972). Durante a biodegradacéo, o 6leo bruto € usado como fonte
de carbono orgénico pelo processo microbiano, resultando na quebra de componentes do
O0leo bruto em compostos de baixo peso molecular. Portanto, a biodisponibilidade de
compostos hidrofobicos é usualmente baixa e assim limita a taxa de degradacdo deles no
meio aquoso. O uso de biossurfactantes tem mostrado aumentar a degradacéo de oleo
bruto (Urum et al 2004; Balba et al. 2002) e outros hidrocarbonetos (Nakahara et al. 1981).
Muitos microrganismos degradadores de Oleo produzem produtos de superficie ativa extra-
celulares para aumentar a utilizacdo de substratos oleosos através do aumento da
solubilidade do 6leo ou disperséo (Bai et al. 1977; Noordman and Janssen, 2002; Abalos et
al. 2004). Alguns microrganismos, entretanto, ndo podem produzir biossurfactantes, mas

sdo ainda capazes de degradar efetivamente substratos oleosos via formagéo de
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bioemulsificantes extracelulares ou aderidos a superficie da membrana celular tais como
exopolissacarideos (Lin et al. 2008).

Um numero consideravel de estudos sobre bactérias e fungos terrestres e aquaticos
degradadores de hidrocarbonetos e produtores de biossurfactantes e emulsificantes tem
sido publicado na literatura. Existem também varios relatos sobre degradacdo de
hidrocarbonetos melhorada pela adicdo de biossurfactante ou surfactante quimico
(Boonchan et al. 1998; Stelmack et al. 1999; Rahman et al. 2003; Kuyukina et al. 2005).
Estudos sobre efeitos da producdo de biossurfactante in situ por co-cultura de bactéria
produtora de biossurfactante e degradadora de hidrocarboneto, embora em menor nimero,
também tem sido alvo de pesquisas (Dean et al., 2001). Entretanto, leveduras marinhas ndo
tém sido estudadas extensivamente para producgdo de surfactantes e emulsificantes usando
hidrocarbonetos derivados de petréleo como Unica fonte de carbono. A levedura Yarrowia
lipolytica NCIM 3589 isolada de agua do mar contaminada perto de Bombay, produziu um
complexo lipideo-carboidrato-proteina, termoestavel, com propriedades emulsificantes,
quando crescida em um meio de agua do mar artificial, contendo 1% (v/v) de n-hexadecano,
como unica fonte de carbono (Zinjarde et al. 2003). O biosurfactante produzido apresentou
amino-acidos com composicdo semelhante a do biossurfactante produzido por Candida
lipolytica (Pareilleux 1979). O emulsificante foi capaz de estabilizar emulsfes 6leo-em-agua
com hidrocarbonetos aromaticos, tais como tolueno, xileno, benzeno e I-metil-naftaleno.
Com o6leo bruto e n-alcanos, as gotas dispersadas separaram em duas fases e, portanto a
formacdo da emulséo foi instavel. Singh e Desai (1989) descreveram um emulsificante de
Candida tropicalis também ativo sobre hidrocarbonetos aroméaticos, embora as culturas
tenham crescido sobre n-alcano, como Unica fonte de carbono.

A 4gua do mar usada na formulacdo de meios de cultivos para desenvolvimento de
leveduras marinhas favorece seu crescimento de forma seletiva e reduz riscos e custos
derivados de contaminacdo. Esta contaminacdo se observa usualmente em processos que

utilizam 4gua destilada como solvente e se presume que com agua do mar seja reduzida.
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Outra vantagem do uso de agua do mar na formulacdo dos meios de cultivo para produgéo
de biomassa € que proporciona minerais e nutrientes que complementados com baixas
concentracdes de extrato de levedura e peptona permitem rendimentos que se equiparam
aos de processos industriais (Ramirez-Orozco et al. 1998). No caso das leveduras
marinhas, as vantagens inerentes ao uso de 4gua do mar como solvente no processo de
fermentagéo, fornece a oportunidade de trabalhar em condi¢cdes que eventualmente podem
traduzir-se em oportunidades econémicas (Ochoa and Vasquez-Juarez, 2004).

O numero de estudos em laboratério e em campo sobre biorremediacdo de
derramamentos de Oleo marinhos é ainda bastante limitado. Poluicdo de ecossistemas
marinhos devido a produtos leves de petroleo, como gasolina, é tratada eficientemente por
fatores naturais fisico-quimicos; combustiveis mais pesados, como os 6leos diesel, levam
meses para completa remediacdo natural devido a sua baixa volatilidade. O 6leo diesel é
formado por uma mistura de n-parafinas, parafinas ramificadas, ciclo-parafinas e
hidrocarbonetos aromaticos. Alcanos normais e ramificados tem sido extensivamente,
estudados pelo seu metabolismo microbiano. Alcanos superiores, frequentemente devido a
baixa volatilidade, requerem tempo relativamente mais longo para sua degradacdo
microbiana (Pavitran et al. 2006).

Biorremediacdo bem sucedida de sistemas contaminados por petrdleo e seus
derivados, requer conhecimento das caracteristicas do lugar e dos parametros que afetem a
biodegradacdo microbiana dos poluentes (Sabate et al. 2004). Diversos fatores afetam a
biodegradacdo de hidrocarbonetos de petroleo. Exemplos tipicos destes fatores limitantes
sdo: composicdo quimica dos hidrocarbonetos de petroleo, estado fisico, imtemperismo,
temperatura, nutrientes minerais, reacdes (pH baixos podem ser limitantes) e
microrganismos, entre outros. Nutrientes sdo muito importantes para biodegradacdo bem
sucedida de poluentes, especialmente nitrogénio, fésforo e em alguns casos ferro (Conney
1984). Dependendo da natureza do local impactado, alguns destes nutrientes podem tornar-

se limitantes afetando assim 0s processos biodegradativos.
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Quando um grande derramamento de 6leo ocorre em ambientes marinho e de agua
fresca, o fornecimento de carbono é dramaticamente aumentado e a disponibilidade de
nitrogénio e fésforo torna-se o fator limitante para a degradacéo de 6leo (Atlas 1984). Isto é
mais pronunciado em ambientes marinhos, devidos aos baixos niveis de nitrogénio e fésforo
na agua do mar (Floodgate 1984), ao contrario de sistemas de agua fresca nos quais 0s
nutrientes regularmente flutuam devido a recepgéo de efluentes domésticos e de agua de
chuva provenientes de &areas agricolas (Cooney 1984). Entretanto, concentracdes
excessivas de nutrientes podem inibir a atividade de biodegradacéo (Challain et al. 2006), e
varios autores tem relatado o efeito negativo de altos niveis de nitrogénio, fosforo e potassio
sobre a biodegradacéo de hidrocarbonetos (Oudot et al. 1998; Chaineau et al. 2005) e mais
especialmente sobre os aromaticos (Carmichael and Phaender 1997).

No ambiente aquatico, a entrada e aderéncia de microrganismos a camada de 6leo é
importante para sua efetiva utilizagdo. Esta aderéncia é dependente de varios mediadores,
tais como bioemulsificantes. Desde que a dispersao de 6leo no ambiente é funcdo de duas
fases e é dependente de compostos de superficie ativa tais como bioemulsificantes
produzidos por estes organismos para estabilizar emulsdes, o papel de biossurfactantes e
bioemulsificantes é de primordial importancia na biorremediacdo de dleos (Pavitran 2006).

Varios pesquisadores tém descrito o fendmeno de aderéncia microbiana ao 6leo e a
interface 6leo-a4gua, considerando-o dependente das diferentes especificidades das
propriedades bioquimicas da superficie celular para 6leo (Kappeli and Fiechter 1984;
Rosenberg 1984; Singh and Desai 1985). Além disso, € relatado que a capacidade de
biodegradacéo de hidrocarbonetos € direta ou indiretamente influenciada pelos mediadores
microbianos, afetando a sua adeséo ao 6leo ou a interface 6leo-agua (Neu and Pralla 1996),
mas 0 acesso ao Oleo, também é um requisito primario importante para a sua degradacéo
(Miura 1978; Mihelcic et al. 1995; Bruheim et al. 1997). Diante destes fatos, microrganismos
sdo considerados mais eficientes na utilizacdo de 6leo, quando possuem um sistema de

enzimas bioquimicas capazes de degradar o 6leo, aliadas a um elevado grau de aderéncia
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ao mesmo. A literatura ressalta a importancia de se estudar a capacidade enzimética desses
microrganismos para degradar 6leo, juntamente com as propriedades de aderéncia ao 6leo
em relacdo a mediadores, tais como bioemulsificantes (Ratledge 1980.; Herman et al. 1997;
Lee et al. 2006).

Este trabalho teve como obijetivo investigar a degradacao de 6leo diesel por Candida
lipolytica UCP 988, em &agua do mar, assim como o potencial de producdo de
emulsificantes/surfactantes e enzimas por esta levedura durante o referido processo

degradativo.
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Material e Métodos

Microrganismo e Meio de Preservacao

A levedura Candida lipolytica UCP 988 foi obtida da cole¢do do banco de culturas
do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catoélica de Pernambuco.
As colonias de leveduras foram mantidas em 4° C, em tubos de ensaio com o meio YMA
(Yeast Mold Agar) inclinado, contendo 3 g/L de extrato de levedura, 3 g/L de extrato de
malte, 10 g/L de D-glicose, 5 g/L de triptona e 15 g/L de agar. O pH foi ajustado para 5,0
com HCI. Transferéncias usando técnicas assépticas foram realizadas mensalmente para

placas com agar para assegurar a viabilidade celular.

Oleo Diesel

O oleo diesel usado nos experimentos foi Oleo diesel do tipo B, conhecido como
“metropolitano”, comercializado em Posto Petrobras para utilizacdo em motores de ciclo
diesel (6nibus, caminhdes, carretas, veiculos utilitrios, etc.) e em instalagbes de
aquecimento de pequeno porte. Este éleo encontra-se disponivel nas regides metropolitanas
das principais capitais brasileiras, incluindo a do Recife. Caracteriza-se por possuir
hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aroméaticos (10-40% v/v), teor de enxofre (CAS
7704-34-9, organico) de no maximo 0,05% p/p (500ppm) e impurezas de compostos
nitrogenados e de compostos oxigenados e aditivos (FISPQ 007, 2008). A mistura 6leo
diesel/biodiesel metropolitano comercializada na regido metropolitana do Recife € do tipo
B4, ou seja, com teor de biodiesel igual a 4% segundo resolucdo da Agéncia Nacional de

Petroleo (ANP n° 13, 2008)
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Agua do Mar

A agua do mar usada nos meios de producao foi coletada em garrafas de polietileno
com capacidade de 2000 mL, em praia préxima a Refinaria Abreu e Lima, no Porto de
Suape, Pernambuco, em junho de 2008, e apoés filtracdo para retirada de sdélidos em
suspensdo, apresentou salinidade igual a a 37%o, gravidade especifica igual a 1026 kg m?,
pH igual a 8,22 e tensao superficial igual a 53,43 mN/m. A caracterizacao fisico-quimica da
agua coletada foi realizada no Laboratorio de Andlises Minerais, Solos e Agua do
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco e esta
especificada na Tabela 1. A composi¢do dos seis principais ions presentes na dgua do mar
de 4gua do mar e a abundancia relativa dos mesmos esta apresentada na Tabela 2. Outros

sais que normalmente constituem cerca de 0,7% da agua do mar nao foram considerados.

Determinacao da salinidade

As salinidades e densidades (gravidades especificas) da 4gua do mar e dos cultivos
livres de células foram determinadas através de refratbmetro de mdo sem compensacao
automatica de temperatura, escala entre 0 e 100%. (ppt) de salinidade e 1000 a 1070 de
gravidade especifica, resolugéo 0,7%.. Uma amostra de agua do mar estéril filtrada (tomada
da superficie com auxilio de uma micropipeta) foi colocada sobre o prato do refratbmetro,
qgue foi mantido contra a luz. A leitura da salinidade em parte por mil e da gravidade

especifica foi realizada através do visor do refratbmetro (Albuguerque 2006).

Quantificacdo microbiana

As concentracdes de células de C. lipolytica no inéculo e nos meios de producéo

foram determinadas através de contagem em camara de Neubauer, utilizando microscopia
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de luz com aumento de 400x. O crescimento microbiano também foi avaliado por contagem
de colbnias utilizando o meio malte-agar (g/L): extrato de malte 30, peptona 5, agar 15 na
presenca de clorafenicol 0,1 a pH 5,4 £ 0,2. As amostras foram assepticamente retiradas do
cultivo a 0, 24, 48, 72 e 96 h. As diluigbes decimais das amostras foram realizadas utilizando
agua esterilizada as quais foram inoculadas assepticamente em triplicatas. Foi empregada a
técnica de Pour Plate e as amostras foram incubadas a 28 °C por 48 h de acordo com a
metodologia do Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA
1998). Os resultados foram expressos em unidades formadoras de coldnias por mL

(UFC/mL).

Determinagao de atividade de emulsificacéo

A atividade de emulsificacdo para emulsdo dgua-em-hexadecano foi determinada
de acordo com o método descrito por Cirigliano and Carman (1984). As amostras coletadas
durante o crescimento dos microrganismos foram filtradas através de membrana Milipore®
(diametro do poro de 0,22 um). Aliquotas de 2mL do filtrado livre de células foram
transferidas para tubos de ensaio (15x125 mm) com tampa e diluidas com 2 mL de soluc¢éo
tampédo de acetato de sodio 0,1 M (pH 3,0). A seguir, foi adicionado 1mL de hexadecano e a
mistura, apds fechamento do tubo de ensaio, foi submetida a agitacdo méaxima, durante 2
minutos a 25° C, em agitador de tubos (vértex). A emulsdo uniforme resultante foi colocada
em repouso por 10 minutos. Apds este periodo, a absorbancia foi medida, sendo o meio de
cultivo utilizado como branco. O método define uma unidade de atividade de emulsificagéo
(UAE) como a quantidade de emulsificante que produzird uma emulsdo com absorbancia de
1,0 em 540nm, ou seja, a quantidade de emulsificante capaz de elevar a absorbancia do

sistema em uma unidade. O mesmo método foi aplicado para determinacdo de atividades de
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emulsificagdo de emulsGes dgua-em-6leo de milho, 4gua—em-06leo diesel e agua-em-6leo de

motor, substituindo o n-hexadecano por 6leo de milho, 6leo diesel ou 6leo de motor.

Determinac&o do indice de Emulsificacéo e da Estabilidade de Emuls&o

Para determinar o indice de emulsificacdo, misturou-se 4 mL de n-hexadecano (6leo
diesel, 6leo de milho ou 6leo de motor) com 4 mL de liquido metabdlico livre de células em
tubo com tampa, agitado em vértex por 2 minutos, segundo método descrito por Cooper e
Goldenberg (1987). O indice de emulsificacdo foi calculado em termos de porcentagem de
emulsificagéo, definida como a razdo entre a altura da emulsdo em um determinado tempo e
a altura total da coluna liquida, multiplicada por 100. Para determinar a estabilidade da
emulséo, as solugbes emulsificadas foram permitidas permanecer em repouso na
temperatura ambiente e o indice de emulsifica¢éo foi calculado em diferentes intervalos de

tempo (Kumar et al. 2006).

Determinacao da Tensao Superficial

A tensdo superficial foi determinada pelo método do anel de Du Noy utilizando um
tensibmetro digital SIGMA 70 (KSV Instruments Ltd. Helsinki, Finland) na temperatura
ambiente (25°C). A medida da tensdo superficial (mN/m) foi realizada através do registro da
forca requerida para empurrar o anel de platina no liqguido metabdlico livre de células,

através da interface ar-liquido.

Planejamentos Experimentais dos Meios de Producao

Para avaliar o potencial de producdo de biossurfactante/bioemulsificante e de

degradacéo de ¢6leo diesel por C.lipolytica UCP 988, trés planejamentos fatoriais (Box et al.
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1978; Montgomery 1997) foram realizados, sequencialmente, visando entender os efeitos
das concentracdes da agua do mar, do Oleo diesel, da uréia, do sulfato de aménio, do
fosfato monobasico de potassio e do pH inicial dos meios de cultivo sobre o crescimento
celular, a atividade de emulsificacdo, a tensdo superficial, o pH final e a salinidade. De
acordo com os resultados dos planejamentos, os efeitos dos vérios fatores sobre as
variaveis respostas foram analisados e as melhores condicdes para producdo de
bioemulsificantes/biossurfactantes identificadas. Em todos o0s planejamentos, 0s
experimentos foram realizados em ordem sorteada para evitar que erros atipicos fossem
relacionados a determinadas combinacgdes. As repeticdes no ponto central do planejamento
foram realizadas para obtencdo de estimativa da variabilidade em funcdo do erro
experimental e para permitir teste de adequacdo do modelo de primeira ordem. Nos trés
planejamentos realizados, Diagramas de Pareto - com nivel de significAncia de 95 % - foram
empregados para ilustrar as estimativas dos efeitos principais lineares e de segunda ordem,
em valor absoluto, dos fatores em relagédo as variaveis respostas estudadas. No diagrama
de Pareto, a magnitude de cada efeito é representada pelas colunas e a linha transversal as
colunas corresponde ao valor de p igual a 0,05 e indica o0 quéo grande deve ser o efeito para
ter significado estatistico. O ponto no qual os efeitos estimados séo significativos (p=0,05)
esta indicado pela linha vertical vermelha. As significancias dos efeitos foram testadas por
andlise de variancia (ANOVA). As analises estatisticas dos planejamentos experimentais,
incluindo os diagramas de Pareto foram realizadas usando o programa Statistica® versao
8.0 (Statsoft.Inc, Tulsa/OK,USA). Os demais graficos foram contruidos com o apoio do

programa SigmaPlot versdo 10.0 (Systat software, Inc, Germany).
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Planejamento 1 - Avaliacdo dos efeitos das concentracbes de 6leo diesel e dos

componentes do meio de producéo sobre a atividade de emulsificacdo e a tensdo superficial

Planejamento fatorial completo 2°, constituido por 20 ensaios, incluindo 4 repeticdes
no ponto central, foi realizado para verificar os efeitos e as interacdes das variaveis
independentes, concentracdo do substrato (6leo diesel) e concentragdes dos componentes
do meio basal (uréia, sulfato de amdnio e fosfato monobasico de potéssio), sobre as
variaveis resposta tensao superficial e atividade de emulsificacdo dos filtrados dos liquidos
metabdlicos produzidos, apds 168 horas de cultivo de Candida lipolytica em meios a base
de agua do mar. Os niveis e valores das varidveis independentes encontram-se
especificados na Tabela 3 e basearam-se em valores empregados previamente em
planejamento fatorial por Albuquerque (2006). O inéculo foi obtido a partir de um tubo de
cultura pura de C. lipolytica, mantido a temperatura de 28 °C por 48 h. Para padroniza¢éo do
in6culo, células de levedura foram inoculadas em agua do mar suplementada com uréia
0,4% (p/v) sulfato de ambnio 1,1% (p/v) e fosfato monobasico de potassio 2,04% (p/v). Os
componentes foram dissolvidos em 300 mL de agua do mar, o pH foi ajustado para 5,3 e 0
meio foi esterilizado em autoclave a 120°C, por 20 minutos. O in6culo foi incubado a 28 °C e
150 rpm, durante 48 h. A concentracao final do in6culo, determinada através de contagem
em camara de Neubauer foi de 10° células por mililitros. O indculo foi utilizado na proporgéo
de 5% nos meios de producdo. Os componentes dos meios de producdo foram pesados
conforme especificacdes apresentadas na Tabela 3, dissolvidos em agua do mar e
esterilizados em autoclave a 121°C por 20 minutos. O pH inicial dos meios de producao foi
ajustado em 5,3. Como substrato foi empregado 6leo diesel a 1%(v/v), 3%(v/v) ou 5%(v/v),
esterilizado em fator fluente e distribuido nos meios de producéo, conforme especificacbes
do plananejamento fatorial completo 2* (Tabela 3). Os meios de producédo foram incubados
a 28°C e 150 rpm, em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com volume util de 300 mL, durante

168 horas.



72
SOUZA, F. A. S. D. Biodegradaco de Oleo Diesel por Candida lipolytica em agua do mar
Planejamento 2 - Avaliagdo dos efeitos das concentragbes da &gua do mar e dos

componentes do meio de producédo sobre a atividade de emulsificacdo e a tensdo superficial

Planejamento fatorial completo 2*, constituido por 20 ensaios incluindo 4 repeticdes
no ponto central, foi realizado para investigar os efeitos e as interacfes das variaveis
independentes, as concentracded de agua do mar, de uréia, de sulfato de amoénio e de
fosfato monobasico de potédssio sobre as variaveis resposta atividade de emulsificacdo e
tensdo superficial dos filtrados dos liquidos metabdlicos produzidos por Candida lipolytica
em diferentes meios de producéo. Os niveis e valores das varidveis independentes sédo
apresentados na Tabela 4. Trés tipos de inéculos foram preparados a partir de tubos de
cultura pura de C. lipolytica UCP 988, mantidos a temperatura de 28 °C por 48 h. Para o
in6culo foram utilizados trés erlenmeyers de 500 mL, cada um contendo 300 mL de meio
liquido com composi¢Bes especificadas na Tabela 5. Conforme o tipo do inéculo, os
componentes foram dissolvidos em &gua destilada pura (0% de agua do mar), em agua do
mar diluida (50% de &gua do mar) ou em agua do mar pura (100% de agua do mar). Os
meios de crescimento dos indculos tiveram os pH ajustados para 5,3 e foram esterilizados
em autoclave a 121°C por 20 minutos. Como fonte de carbono foi utilizou-se 6leo diesel a
5% vlv, esterilizado em vapor fluente. Os inéculos foram incubados a 28 °C e 150 rpm,
durante 48 h. A concentragdo final dos in6culos, determinada através de contagem em
camara de Neubauer, foi de 10° células por mililitros. O in6culo foi utilizado na proporcéo de
5% nos meios de producdo. Os componentes dos meios de producdo foram dissolvidos em
agua destilada (0% de agua do mar), em agua do mar diluida (50% de agua do mar) ou em
agua do mar natural (100% de agua do mar), de acordo com as especificacbes da Tabela 4
e esterilizados a 121°C por 20 minutos. O pH inicial dos meios foi ajustado em 5,3. Como
fonte de carbono foi empregado Oleo diesel a 5%(v/v). Os meios de producdo foram
incubados a 28°C e 150 rpm, em frascos Erlenmeyer de 500 mL, com volume util de 300

mL, durante 168 horas.
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Planejamento 3 - Avaliacdo dos efeitos do pH inicial e dos componentes do meio de

producdo sobre a atividade de emulsificacdo e a tenséo superficial

Planejamento fatorial completo 23, constituido por 12 ensaios incluindo 4 repeticdes
no ponto central, foi realizado para investigar os efeitos e as interacfes das variaveis
independentes pH, concentracdo de sulfato de amoénio e concentracdo de fosfato
monobasico de potassio sobre as variaveis resposta atividade de emulsificacdo e tenséo
superficial dos filtrados dos liquidos metabdlicos produzidos por Candida lipolytica em
diferentes meios de produgédo. Para o inéculo, em um erlenmeyer de 1000 mL contendo 450
mL de agua do mar estéril, foi preparada uma suspenséao celular com concentracao final de
2x10° células por mililitros, determinada através de contagem em camara de Neubauer. O
in6culo foi utilizado diretamente, na proporcdo de 5%, nos meios de producdo. Os
componentes dos meios de producdo foram dissolvidos em agua do mar natural (100% de
agua do mar), de acordo com as especificacdes da Tabela 6 e esterilizados a 120°C por 20
minutos. O pH inicial dos meios foi ajustado conforme especificacBes apresentadas na
tabela 9. Os meios de producéo foram incubados a 28°C e 150 rpm, em frascos Erlenmeyer
de 1000 mL, com volume util de 750 mL, durante 120 horas. Como fonte de carbono foi

empregado o6leo diesel a 5%(v/v).

Ensaios de Biodegradacao

Para avaliar o potencial de degradacado de 6leo diesel por C.lipolytica, quatro ensaios
foram realizados em frascos de Erlenmeyer de 1000mL, com volume util de 750 mL
contendo: (1) 4gua do mar suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de ambnio e 1,0% (p/v)
de fosfato monobasico de potassio e 6leo diesel 5%(v/v); (2) &gua destilada suplementada
com 1,0% (p/v) de sulfato de aménio e 1,0% (p/v) de fosfato monobasico de potassio e 6leo

diesel 5%(v/v); (3) agua do mar suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de aménio e 1,0%
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(p/v) de fosfato monobésico de potassio e 6leo de milho 5%(v/v) e (4) dgua destilada
suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de amonio e 1,0% (p/v) de fosfato monobésico de
potassio e 6leo milho 5%(v/v). O pH dos meios foi ajustado para 10. Os meios de
crescimento e producéo foram inoculados com suspenséo celular de 10° e incubados a 28°C
e 200rpm durante 120 horas. Perfis de crescimento, obtidos através de contagem de células
vidveis, pelo método pour plate, e de pH, salinidade, tensdo superficial e atividades de
emulsificagdo foram construidos, nas quatro condi¢Bes avaliadas, através de determinacfes
realizadas a cada 24 horas, durante 4 dias. Perfis de estabilidade das emulsdes formadas
entre cultivos de 96 horas livres de células e 6leo de milho e entre cultivos de 96 horas livres
de células e 6leo de motor foram determinados durante 168 horas, para cada uma das
quatro condi¢cdes avaliadas. Os parametros cinéticos de crescimento foram calculados

segundo Pirt (1975).

Detecc¢éo Qualitativa de Tanase

A técnica por difusdo em agar de atividades enzimaticas fenoloxidases foi realizada
segundo Davidson, Campbell and Blaisdell (1938) na presenca dos substratos acidos tanico
e gélico que séo oxidados por agdo enzimatica com formagédo de compostos de coloracéo
acastanhada (amarronzada). Foram inoculados 150 pL dos extratos metabdlicos
(sobrenadantes) em “poc¢os” de 10 mm de diametro, perfurados assepticamente no meio de
cultura contendo extrato de malte (15 g/L) e agar (15 g/L), além dos respectivos substratos
(5 g/L), sendo esses Uultimos esterilizados por filtracdo e adicionados no momento da
distribuicdo do meio em placas de Petri. As amostras foram incubadas a 28 °C durante 7
dias. Os resultados foram avaliados pelas medidas dos didmetros em centimetros dos halos

de coloracdo amarronzada e expressos em funcao da intensidade do substrato oxidado.
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Determinacdes quantitativas de atividades enziméticas

Os extratos metabdlicos livres de células, obtidos por centrifugacdo a 5.500 rpm e
filtracdo por membrana Millipore (0,45 um), foram armazenados em triplicatas e congelados;
durante a determinacdo das atividades, os liquidos metabdlicos foram conservados em gelo.

As atividades enziméticas foram quantificadas espectrofotometricamente.

Determinacao enziméatica de lacases

As lacases foram determinadas na presenca do ABTS (acido 2,2-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico)). Esse substrato foi oxidado pelas lacases e o produto
formado, avaliado segundo Kunamneni et al. (2008). O sistema de reacéo foi formado por
0,5 mL do liguido metabdlico e 0,5 mL da solucdo de ABTS a 0,5 mM preparado em tampéao
acetato 0,1 M a pH 4,5. Paralelamente, foi determinada a atividade enzimética de uma
amostra comercial de lacases de Trametes versicolor (Novoenzymes) sob as mesmas
condicdes de trabalho. A reagdo enzimética foi acompanha no espectrofotdmetro
(BIOCHROM - libra S32/S35) em 420 nm pelas leituras de absorbancias do produto
formado nos tempos de 0, 5, 10, 15 e 20 min. As velocidades maximas de cada reacao
foram calculadas pelas variagbes de absorbancias nos tempos correspondentes. Uma
Unidade Internacional (Ul) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
gue catalizou um umol de ABTS por minuto a pH 4,5 e 28 °C. Os calculos de Ul foram

realizados em funcéo do coeficiente de absorgéo molar do ABTS (36.000 M™* cm™).
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Determinacao enzimética de tanases

As tanases foram quantificadas utilizando o acido tanico como substrato que por
hidrélize enzimética produziu &cido galico e glicose segundo a metodologia descrita por
Sharma, Agarwal e Saxena (2008). A solucdo de &cido téanico a 1% foi preparada em
tampéo fosfato-citrato 0,5 M a pH 5,0. O sistema de reacdo apresentou 0,5 mL do substrato,
0,5 mL da amostra e 1,0 mL do tampéo e foi incubado sob agitagdo a 50°C por 30 min. A
reacdo enziméatica foi interrompida pela adicdo de 2 mL de solucdo de albumina bovina
sérica (BSA) a 2%. Um controle foi preparado contendo as solu¢des de substrato 0,5 mL,
tampdo 1,5 mL e BSA 2 mL. Apos a incubacao, os taninos foram precipitados durante 20
min a 28°C. As amostras foram centrifugadas a 5.500 rpm por 20 min e os sobrenadantes,
filtrados por membrana de Millipore (0,45 um). As amostras foram diluidas com &agua
bidestilada e as absorbancias do produto formado foram determinadas a 260 nm
(BIOCHROM - libra S32/S35). A quantidade de acido galico produzido foi avaliada pela
equacdo da reta correspondente a curva de calibracdo, construida a partir de solugcbes de
acido galico na faixa de concentragdo de 0 a 10 pg/mL. Uma Unidade Internacional (Ul) de
atividade enzimética foi definida como a quantidade de enzima necessaria para produzir um
umol de &cido galico por minuto a pH 5,0 e 28 °C. As varia¢gfes de absorbancias do sistema
de reacdo foram determinadas em triplicata e a média foi utilizada para calcular o teor de
acido galico produzido no intervalo de 30 min. Os céalculos de Ul foram realizados em funcao

das velocidades maximas de reacdo no tempo correspondente.
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Determinacao enzimética de lipases

As lipases foram determinadas na presenca do substrato paranitrofenilpalmitato
(PNPP) que por hidrélise produz o acido palmitico e um derivado do paranitrofenil de
coloracao amarela (Vorderwulbecke et al. 1992).

O substrato foi dissolvido em isopropanol, utilizando banho-maria a 37 °C cuja
solucédo foi armazenada em frasco ambar e utilizada durante 10 dias a 4°C (solucéo A).
Utilizando 2 g de triton X-100 e 0,5 g de goma arabica em 450 mL de tampé&o tris-HCI 50 mM
a pH 8,0, foi preparada a solugdo B de estabilidade com 6 semanas a 4 °C.

A solucéo de ensaio foi a micro-emulséo preparada pela adi¢cdo gota-a-gota de 1 mL
da solugdo A a 9 mL da solucdo B sob agitacdo vigorosa. A solugdo final ndo deve
apresentar turbidez; por apresentar pouco estabilidade, foi preparada imediatamente antes
do ensaio (determinacao de atividade) e utilizada enquanto ndo se apresentava amarelada.

O sistema de reacgéao foi formado por 0,5 mL da emulsédo, contendo o pNPP e 0,5 mL
da amostra (liquido metabdlico), adicionados a cubeta que foi selada com parafilme para
facilitar a mistura. No branco, foi utilizada a solugéo tamp&o de tris-HClI 50 mM a pH 8,0 e a
emulséao.

A reacdo foi acompanhada no espectrofotdmetro (BIOCHROM - libra S32/S35) pelas
absorbancias em 410 nm do derivado colorido durante 20 min. Uma Unidade Internacional
(Ul) de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que catalizou um
umol de pNPP por minuto a pH 8,0 e 28 °C. Os calculos de Ul foram realizados em fungéo
do coeficiente de absorcdo molar do pNPP (15 mM™ cm™) para as velocidades maximas de
cada reacdo, determinadas em funcdo das variacbes de absorbéancias pelos tempos
correspondentes. Sob essas condi¢des de trabalho, foi determinada a atividade lipolitica de

uma amostra comercial de lipases (lipolase da Novozymes).
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Resultados e Discussao

Biorremediacdo tem emergido como uma das mais importantes ferramentas para
eliminar ou reduzir a contaminagdo causada por diversos compostos de origem
antropogénica lancados no ambiente pelos derramamentos, sejam acidental ou
deliberadamente (Dua et al. 2004). E sabido que a extensdo da biodegradacio pode ser
limitada pela baixa disponibilidade de nitrogénio e fosforo e o desequilibrio concomitante na
relacdo C:N:P causado pelos altos niveis de carbono fornecido pelo derramamento de
hidrocarbonetos (Aislabie et al. 2006). Estas condi¢des reduzem a capacidade microbiana
de produzir biomassa através da fonte de carbono contida no poluente, e freqliientemente
ocorre em locais onde os niveis naturais de nitrogénio e fésforo sdo bastante baixos
(Ruberto et al. 2008; Tamocai and Campbell 2002).

Os niveis naturais de nitrogénio e fésforo na 4gua do mar séo geralmente baixos. Em
consequéncia para realizar um processo de biorremediacdo eficiente, quantidades
apropriadas de fésforo e nitrogénio inorganico devem ser aplicadas, para estimular o
crescimento de microrganismos degradadores de diesel (Rolling et al. 2002). Em
tratamentos bioldgicos, entretanto, € sempre necessario realizar testes de viabilidade para
determinar o potencial microbiano para degradar poluentes e avaliar estratégias para
otimizar as taxas de degradacéo antes do projeto em escala real ou tratamentos in-situ ou
ex-situ (Mariano et al. 2007).

Bioemulsificantes, microrganismos e nutrientes na presenca de oxigénio misturado
pelas correntes maritimas facilitam a dispersdo e degradacéo eficaz de 6leos poluentes. O
bioemulsificante torna efetiva a emulsificagdo Oleo-em-agua, facilitando a entrada de
microrganismos utilizadores de hidrocarbonetos na camada de 6leo. Estes microrganismos,
através de suas enzimas, vinculadas a membrana, degradam os hidrocarbonetos e liberam
dioxido de carbono e agua, além de produzirem biomassa microbiana. Adicionalmente, os

outros metabdlitos primarios e secundarios, incluindo biossurfactantes e bioemulsificantes,
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ajudam a sustentar a emulsificagdo e dispersdo de 6leo nos dias subsequentes (Pavitran,
2006). Portanto, neste trabalho empregou-se a suplementacdo da agua do mar com
nutrientes essenciais, tais como nitrogénio e fésforo, para facilitar o crescimento microbiano
e a producao e disponibilidade continua de enzimas degradativas e biossurfactantes.
Biodegrabilidade e baixo impacto ambiental sdo algumas das vantagens dos
biossurfactantes comparadas com surfactantes quimicamente sintetizados. Entretanto, os
custos de producgdo, separacdo e concentracdo dos biossurfactantes continuam sendo o0s
fatores limitantes, que inviabilizam sua producdo em larga escala (Crosman et al., 2002).
Portanto, para que a industra petroguimica deixe de ser um mercado potencial e torne-se
um mercado real para producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes é necessério que os
mesmos possam ser produzidos em meios de baixo custo e aplicados com minima
especificacdo de pureza (Desai and Banat 1997), de forma que a preparacéo bruta (cultivo
ou liquido metabdlico livre de células) possa ser usada na limpeza de locais contaminados
por hidrocarbonetos e para recuperagdo aumentada de Oleo (Sadouk et al. 2008).
Considerando tais fatos, este trabalho empregou agua do mar suplementada com nitrogénio
e fosforo, como meio baixo custo, visando produzir liquidos metabdlicos com propriedades
emulsificantes e surfactantes, capazes de serem usados na sua forma bruta na

biorremediacdo de ambientes marinhos impactado por 6leo diesel.

Planejamentos Experimentais dos Meios de Producao

Os resultados obtidos em trés planejamentos realizados, em escala de frascos, para
avaliar o potencial de producgédo de biossurfactante/bioemulsificante e de degradacéo de 6leo
diesel por C.lipolytica UCP 988 em agua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e

fésforo sdo apresentados e discutidos a seguir.
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Planejamento Experimental 1

Os filtrados dos cultivos com 168h, provenientes dos 20 experimentos do
planejamento fatorial ndo foram capazes de emulsificar o n-hexadecano, mas foram
capazes de emulsificar diferentes 6leos vegetais, em especial o 6leo de milho. Resultados
de atividade de emulsificacdo para emulsdes agua-em 6leo de milho, de tenséo superficial,
de pH e de salinidade, obtidos em cada um dos 20 ensaios do planejamento, apos 168

horas de cultivo, sdo apresentados na Tabela 7.

Efeitos das concentracdes de 6leo diesel e dos componentes do meio de producdo sobre a

atividade de emulsificacdo

Apesar do fosfato monobasico de potassio, isoladamente, ndo ter apresentado efeito
estatisticamente significativo sobre a atividade de emulsificacdo, suas interagdes tanto com
o diesel quanto com a uréia, nesta ordem, apresentaram efeitos altamente significativos, do
ponto de vista estatistico, para o aumento da atividade de emulsificagdo dos meios de
producdo avaliados (Figura 1). A interacdo entre o sulfato de aménio e o fosfato monobasico
de potassio também apresentou um efeito positivo, embora ndo significativo
estatisticamente, sobre o aumento da atividade de emulsificagcdo. As interacbes da uréia
com o sulfato de amonio, do diesel com a uréia e do diesel com o fosfato monobasico de
amobnia apresentaram efeitos negativos, estatisticamente n&o significativos, sobre o
aumento da atividade de emulsificacdo. Os aumentos das concentracbes de uréia, de
sulfato de aménio, de fosfato monobdasico de potassio e de diesel produziram efeitos
negativos, mas sem significancia estatistica, sobre o aumento da atividadede emulsificagéo.

O efeito da curvatura foi estatisticamente significativo. Teste de curvatura foi
realizado e revelou falta de ajuste da aproximagéo linear. A Figura 1 mostra que a curvatura

cruza o nivel de confianca de 95%, indicando a proximidade do ponto 6timo e a necessidade
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de planejamento de segunda ordem e de modelo quadratico que incorpore o efeito da

curvatura.

Efeitos das concentracdes de 6leo diesel e dos componentes do meio de producéo sobre a

tensao superficial

Os aumentos das concentrac@es de uréia, sulfato de aménia, fosfato monobéasico de
potassio e diesel, do nivel inferior para o nivel superior do planejamento, assim como as
interacbes entre 0s mesmos, ndo exerceram efeitos estatisticamente significativos, sobre a
tensao superficial dos filtrados livres de células com 168h de cultivo (Figura 2). O efeito da

curvatura também néo foi significativo.

Identificacdo dos melhores meios para producédo de bioemulsificantes/biossurfactantes

by

A adicdo de fontes de nitrogénio e fosforo a dgua do mar mostrou um efeito
significante e sinérgico sobre a estimulacéo da biodegradacao de éleo diesel por C.lipolytica.
A levedura C.lipolytica UCP 988 foi capaz de utilizar 6leo diesel (1%, 3% ou 5% v/v) como
substrato e crescer efetivamente em agua do mar natural suplementada com uréia, sulfato
de amoénio e fosfato monobasico de potassio. De uma forma geral, nos 20 experimentos
realizados (Tabela 7), a atividade de emulsificacdo apresentou valores, variando entre 5,454
e 6 UAE e tensao superficial variando entre 43,48 e 53,61 mN/m, ndo sendo identificada
correlacdo entre altos valores de atividade de emulsificacdo e baixos valores de tensdo
superficial. Os valores de pH dos cultivos com 168 h livres de células variaram entre 4,92 e
6,08 (meio &cido) e as salinidade entre 42%. e 65%.. Entre os 20 ensaios realizados, 0
ensaio 1 - composto por uréia (0,10%), sulfato de amoénio (0,10%) e fosfato monobasico de
potéssio (0,68 %) — e 0 ensaio 5 - composto por uréia (0,10 %), sulfato de aménio (1,10 %)

e fosfato monobésico de potassio (0,68%) - apresentaram a maior atividade de
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emulsificagdo (6BUAE), mas apresentaram tensdes superficiais respectivamente iguais a
49,22 e 52,55 mN/m. Ambos usaram como substrato 1% de 6elo diesel, apresentaram pH
acido, préximo ao pH inicial dos meios (5,3) e salinidade superior a 45 ppt. O ensaio 1
apresentou pH igual a 5,14 e salinidade igual a 46 ppt. O ensaio 5 apresentou pH igual a
5,44 e salinidade igual a 53%.. Os ensaios 17, 18, 19 e 20 - repeticbes do ponto central do
planejamento: diesel (3,0%), uréia (0,25%), sulfato de aménio (0,60%) e fosfato monobasico
de potassio (1,36 %) - apresentaram atividade de emulsificagdo de 5,96+0,07 UAE, tenséo
superficial de 49,15+1,96 mN/m, pH de 5,46+0,16 e salinidade de 48,25+2,5%0. O ensaio 4 -
composto por diesel (5%v/v), uréia (0,40%p/v), sulfato de aménio (0,1%p/v) e fosfato de
potassio (0,68%p/v) - apresentou a menor tensdo superficial (43,48 mN/m), atividade de
emulsificacdo igual a 5,784 UAE, pH 5,65 e salinidade igual a 50%.. Os meios de producédo
(1 e 5) que apresentaram maior atividade de emulsificacdo (6 UAE), usaram 1 % de 0leo
diesel (menor concentracdo), enquanto 0 meio que apresentou menor tensdo superficial
(43,48 mN/m) usou 5% de Oleo diesel (maior concentra¢do). Nestes experimentos, altos
valores de emulsificagdo ndo foram correlacionados com baixos valores de tensédo
superficial.

A reducdo da tenséo superficial é frequentemente utilizada como um critério primério
para selecionar microrganismos produtores de biossurfactantes, embora agentes
emulsificantes e dispersantes ndo possuam, necessariamente, habilidade de reduzir a
tensdo superficial (Youssef 2004). O bioemulsificante extracelular liposan de Candida
lipolytica, por exemplo, ndo é capaz de reduzir a tensdo superficial da agua (72,8 mN/m)
embora emulsifique e estabilize efetivamente emulsédo agua-em-6leo (Cirigliano and Carman
1985). Por outro lado, apesar dos soforolipideos de Torulopsis bombicola terem mostrado
capacidade de reduzir tensdo superficial, eles ndo demonstraram ser bons emulsificantes
(Cooper and Paddock 1984). O liquido metabdlico livre de células de C.lipolytica UCP 988

demonstrou ser um excelente emulsificante e um promissor biossurfactante, haja vista que a
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tensdo superficial do meio 4, apos a autoclavagem, foi igual a 60,25 mN/m e portanto sua
reducdo apds 5 dias para 47,44 mN/m foi estatisticamente significativa, principalmente ao
se considerar a grande influéncia exercida pela salinidade (48%.) e pelo pH (9,72) sobre a
tensdo superficial do meio. Existem varios exemplos de biossurfactantes que tanto baixam
a tensdo quanto estabilizam emulsdes (Albuquerque 2006, Singer et al. 1985; Rapp et al.,
1979).

Candida tropicalis crescida em cultura com batelada alimentada usando agua
destilada como solvente do meio mineral e n-hexadecano como Unica fonte de carbono
produziu um emulsificante extracelular. O emulsificante mostrou atividade contra varios
hidrocarbonetos, maxima com aromaticos e minima com parafinas. Altas atividades de
emulsificagdo foram obtidas em condi¢des com nitrogénio limitado que em condi¢gbes com
substrato limitado. Nas condi¢cdes do experimento, as tensdes superficiais variaram de 49 a
52 mN/m. Considerando que a tens&o superficial do meio de cultura foi igual a 68 mN/m, a
reducdo da tensdo superficial do meio ndo foi significativa. Isto implica que o material
excretado pela célula foi um melhor emulsificante que um biossurfactante (Singh and Desai
1989; Singh et al. 1990). Durante crescimento, em meio mineral a base de agua destilada,
tendo combustivel de avido como Unica fonte de carbono, Cladosporium resinae, conhecido
como fungo do querosene, por ser frequentemente isolado em tanques de aeronaves,
produziu um biossurfactante extracelular, denominado Cladosan, que apds 25 dias reduziu a
tensdo da fase aquosa de 72 mN/m para 50 mN/m e que depois de purificado parcialmente
reduziu a tensdo para 40 mN/m. (Muriel et al. 1996)

Para avaliar a producéo de biossurfactante por Pseudonomas aeruginosa LBI, Pirdllo
(2006) usou um meio mineral composto por (g/L): NaNO; 4; KCI 0,1; KH,PO, 0,5; K;HPO,
1,0; CaCl, 0,01; Mg SO,4.7H20 10,5 ; FeS0,.7H20 e extrato de levedura 0,1; e 0,05mL/L
de solucdo de elementos tracos contendo boro, cobre, manganés, molibidénio e zinco. O pH
inicial do meio foi ajustado para 6,8. Como fonte de carbono utilizou-se diesel a 0; 4; 1,0;

2,0; 50; 10; 20 e 30% (v/v). Os ensaios foram inoculados com 5% de suspensao de
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P.aeruginosa LBI e incubados a 30° C e 200rpm durante 168 horas. As tensdes iniciais dos
meios encontravam-se em uma faixa entre 50 mN/m e 60mN/m e apds o cultivo foram
reduzidas para uma faixa entre 45 e 35 mN/m. A tensdo do cultivo crescido com 5% de
diesel caiu para aproximadamente 30mN/m.

Plaza et al. (2006) realizaram estudos com dezesseis espécies de bactérias isoladas
de solo contaminado com hidrocarbonetos de petrdleo para producdo de
biossurfacatantes/bioemulsificantes em cultura liquida, contendo petréleo bruto em condic¢de
termofilicas. Os resulatdos obtidos mostraram que embora a reducédo da tensdo superficial
tenha sido uma boa medida da producéo de biossurfactante, ela ndo apresentou correlacao
com a atividade de emulsificacéo.

Investigando o crescimento de Staphylococcus hominis, Kocuria palustris e
Pseudomonas aeruginosa LBI, em meio mineral, usando 6leo diesel envelhecido como
substrato de baixo custo e monitorando a produgdo de biossurfactante através de
determinagcfes da tensdo superficial, Mariano et al. (2008) obtiveram resultados que
demonstraram que nenhuma diminuicdo significante na tenséo superficial foi verificada em
qualquer dos experimentos realizados. Na analise dos resultados obtidos, os autores
adotaram o critério usado por Habba et al. (2000) que considera como bons produtores de
biossurfactantes aqueles que diminuem a tensao para 40mN/m ou menos. Assim nenhuma
producdo de biossurfactante foi obtida nos experimentos. Em outros trabalhos, a P.
aeruginosa LBI foi capaz de produzir o biossurfactante ramnolipideo usando residuo do
refino de 6leo de soja bruto (Moraes et al. 2002), manitol, glicerol, querosene, 6leo diesel,
Oleo cru e lodo oleoso (Piréllo 2006).

De acordo com o critério usado por Habbas et al. (2000), descrito anteriormente, a
levedura C.lipolytica hdo seria uma boa produtora de biossurfactantes, apesar de se mostrar
uma boa produtora de emulsificantes quando crescida sobre 6leo diesel em agua do mar
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo em todas as condi¢cdes do planejamento

realizado.
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Entretanto de acordo com Frielo et al. (2001), uma grande variedade de fatores
metabolicos e fisioldgicos € requerida para degradacao de diferentes compostos no 6leo
diesel. Mas como todas estas propriedades ndo sdo encontradas em um Unico organismo, a
melhor solucdo geralmente € o0 uso de um consorcio de microrganismos, ja que
monoculturas podem ser adversamente afetadas por interacdes negativas. Através da
selecdo de um consorcio de um ambiente contaminado, as interag8es negativas tendem ser
minimizadas, pois 0s microrganismos tenderdo a se adaptar mais rapidamente ao ambiente
contaminado (Frielo et al. 2001).

Em estudo com solos contaminados por 6leo diesel, realizado por Bento et al (2005),
o melhor efeito de abaixamento de tensdo superficial foi observado quando isolados
bacterianos foram misturados. Um consorcio de isolados de amostra de solo de Long Beach
reduziu a tensdo superficial para 41,4 mN/m e aumentou o indice de emulsficacdo por 64%
depois de 24 horas.

Portanto, comparados aos resultados obtidos por Bento et al (2005) usando um
consorcio bacteriano e com o0s outros resultados discutidos anteriormente usando
monoculturas, os resultados de redugéo de tens&o obtidos isoladamente por C.liplytica nas
condicbes dos ensaios 4, 7, 15 e 2 deste planejamento, podem ser considerados
promissores. E importante ressaltar que até a presente data, ndo foram encontrados, na
literatura consultada, relatos sobre producdo de bioemulsificante e/ou biossurfactante
associada, ou ndo, a degradacdo de 6leo diesel por C.lipolytica em agua do mar natural,

suplementada como fontes de nitrogénio e fosforo.

Planejamento experimental 2

Os resultados do planejamento fatorial completo 2* realizado para investigar os efeitos
e interacdoes das concentracdes de agua do mar, uréia, sulfato de aménio e fosfato

monobasico de potdssio sobre a atividade de emulsificacdo e a tensdo superficial de
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filtrados de cultivos de Candida lipolyica, com 168 horas, livre de células estdo apresentados

na Tabela 8.

Efeitos da concentracdo da agua do mar e dos componentes do meio de producédo sobre a

atividade de emulsificacdo

O aumento da concentracdo de uréia e o aumento da concentracdo de sulfato de
amonio apresentaram efeitos positivos estatisticamente significativos para o aumento da
atividade de emulsificacdo (Figura 3). Por outro lado o aumento da concentracédo de fosfato
de monobasico de potassio e o aumento da concentragcdo de adgua do mar (uso de agua do
mar ndo diluida) nos meios de producdo apresentaram efeitos negativos estatisticamente
significativos para o aumento da atividade de emulsificagdo, ou seja, ndo favoreceram o
aumento da atividade de emulsificagcdo. As interagBes entre sulfato de amoénio e fosfato
monobasico de potassio, entre a 4gua do mar e o sulfato de amonio e entre a uréia e 0
fosfato monobasico de potassio apresentaram efeitos positivos significativos para o aumento
da atividade de emulsificacdo. A interacdo entre a agua do mar e o fosfato monobasico de
potassio apresentou um efeito negativo que, embora néo tenha cruzado, alcangou o limite
inferior da significAncia estatistica. A interagdo entre a uréia e o sulfato de amdnio
apresentou efeito negativo significativo para o aumento da atividade de emulsificacdo. A
interacdo da agua do mar com a uréia ndo apresentou efeito significativo sobre o aumento

da atividade de emulsificac@o. O efeito da curvatura foi estatisticamente significativo.

Efeitos da concentracdo da agua do mar e dos componentes do meio de producdo sobre a

tensao superficial

Apenas o0 aumento da concentracdo de fosfato de potassio apresentou um pequeno

efeito negativo, mas com significancia estatistica, sobre o aumento da tensédo superficial, ou
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seja, favoreceu a reducgéo da tensdo superficial (Figura 4). A interacdo entre a uréia e 0
sulfato de aménio também apresentou um pequeno efeito negativo, mas sem significancia
estatistica, sobre 0 aumento a tenséo superficial. As demais interacdes e fatores estudados,
também nédo apresentaram efeitos significativos sobre a tensdo superficial dos filtrados dos
liguidos metabdlicos produzidos por Candida lipolytica nos meios de producao estudados. O

efeito da curvatura também néo foi estatisticamente significativo.

Identificacdo dos melhores meios para producéo de bioemulsificantes/biossurfactantes

Os liquidos metabdlicos dos cultivos com 168h, foram capazes de emulsificar éleo de
milho, 6leo diesel e hexadecano. Altas atividades de emulsificacdo (variando entre 5,37 e
6,00 UAE) foram obtidas para emulsdes agua-em 6leo de milho em todas as 20 condicbes
do planejamento (Tabela 8). Apenas, na condi¢cdo do ponto central (Agua do mar diluida a
50%, uréia 0,25% vl/v, sulfato de amoénio 0,4 % v/v e fosfato monobasico de potassio 1%
v/v), houve formacdo de emulsbes dgua-em-hexadecano e agua-em 6leo diesel, contudo a
estabilidade das mesmas foi baixa (inferior a 24 horas). No ponto central, as emulsdes agua-
em-hexadecano e as emulsdes 4agua em Oleo-diesel apresentaram atividade de
emulsificagéo de 4,32+0,25 UAE e 3,60+0,24 UAE, respectivamente.

Entre todas as condi¢cbes analisadas, as condigbes 13 e 15, foram as que
apresentaram filtrados dos cultivos com 168 h, com menores tensdes superficiais, 42,35
mN/m e 42,22 mN/m, respectivamente. Ambas usaram &gua destilada e as mesmas
concentracdes de sulfato de aménio (0,6% v/v) e fosfato monobéasico de potassio (1,5 %v/v),
diferindo apenas quanto a presenca (0,5% v/v) ou auséncia de uréia. As atividades de
emulsificacBes apresentadas nestas duas condi¢cdes também foram elevadas: 5,91 UAE e
6,00 UAE, respectivamente.

Entre os ensaios do planejamento que usaram agua do mar pura, o ensaio 8 (uréia

0,5% vlv, sulfato de aménio 0,6% v/v e fosfato monobasico de potassio 0,5 %v/v) e o ensaio
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10 (uréia 0% vlv, sulfato de aménio 0,2% v/v e fosfato monobasico de potéssio 0,5 %v/v)
foram os que apresentaram liquidos metabdlicos com 168 horas, livres de células, com as
menores tensdes superficiais: 46,67 mMN/m e 43,76 mN/m, respectivamente. A tenséo
superficial do filtrado do cultivo com 168 horas do meio 10 (43,76mN/m) - que usou como
solvente apenas agua do mar natural e como fonte de carbono apenas 6leo diesel — foi
comparavel a dos meios 13 (42,35 mN/m) e 15 (42,22 mN/m) que usaram como solvente
apenas agua destilada. Portanto, neste planejamento, o0 meio 10 € 0 que apresenta maior
interesse biotecnoldgico, do ponto de vista de producéo de surfactante com alta atividade de
emulsificagdo por C. lipolytica em agua do mar natural, utilizando 6leo diesel como Unica
fonte de carbono.

Outros trabalhos sobre produgéo de emulsificantes por C. lipolytica UCP 988,
empregando agua do mar diluida a 50%, mas usando como fonte de carbono, 6leo de milho
(Vance-Harrop et al. 1999; Vance-Harrop 2000; Albuquerque et al. 2006) e 6leo de babacu
(Vance-Harrop et al, 2003), também investigaram a influéncia da uréia, do sulfato de aménia
e do fosfato monobasico de potassio sobre a atividade de emulsificacdo. Vance-Harrop
(2000) obteve uma atividade de emulsificacdo para emulsédo agua-em-n-hexadecano de
2,555 UAE para cultura de C. lipolytica IA 1055 crescida em meio contendo 0,1 % (p/v) de
uréia; 0,1 % (p/v) de sulfato de aménia; 0,68 % (p/v) de fosfato de potassio, 5 % (v/v) de
Oleo de milho, 50%(v/v) de &gua destilada e 50% (p/v) de agua do mar. Albuquerque e
colaboradores (2006) obtiveram atividade de emulsificacdo para emulsdo agua-em-n-
hexadecano de 4,415 UAE e tenséo superficial de 32,750 mN/m em meio de producédo
otimizado contendo 0,544 % (p/v) de uréia; 2,131% (p/v) de sulfato de ambnia; 2,628 % (p/v)
de fosfato de potassio, 5% (v/v) de 6leo de milho, 50 %(v/v) de agua destilada e 50 % (v/v)
de agua do mar. Atividade de emulsificacdo para emulsdo dgua-em-n-hexadecano de 5,46
UAE e tensdo superficial de 33 mN/m foram obtidas por Albuquerque (2006) com 120 horas
de producdo, em biorreator de 5 litros com volume util de 4 litros, com temperatura

controlada em 28°C , velocidade de agitacdo de 150 rpm e aeracdo de 1lvvm, contendo
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0,544 % (p/v) de uréia; 2,131 % (p/v) de sulfato de aménia; 2,628(p/v) de fosfato de
potassio.

A levedura Yarrowia lipolytica (NCIM 3589), estagio perfeito da C.lipolytica, produziu
um emulsificante durante a fase estacionaria quando crescia em um meio de adgua do mar
artificial contendo 1% (v/v) de n-hexadecano como Unica fonte de carbono. A composicao da
agua do mar artificial foi: NaCl, 24-53g ; KBr, 0-1 g ; NaF, 0-003 g ; KCI, 0-7 g ; CaCl,.2H20,
1.54 g ; H3BOs;, 0-03 g ; Na,SO4, 4-09 g ; NaHCO3;, 0-2 g ; SrCl,.6H,0O, 0-017 g ; e
MgCl,.6H,O, 11-1 g, em 1 liltro de agua deionizada. O meio continha 0-5% (NH4),SO,,
0-001% K,HPO, e 1% n-hexadecane em pH 8-1. As células do meio do pré-indculo foram
centrifugadas e lavadas com o meio de crescimento estéril. A suspensdo de células
contendo aproximadamente 10° cells ml™ foi adicionada no meio supracitado e incubada por
7 dias em 30° C e 200 rpm. O emulsificante foi isolada por ultra-filtracdo e continha 5% de
proteina, 20% de carboidrato e 75% de lipideo. O emulsificante produzido por Yarrowia
lipolytica NCIM 3589 foi capaz de emulsificar emulsGes 6leo-em-agua com hidrocarbonetos
aromaticos tais como tolueno, xileno, benzeno e 1-metil-naftaleno. Com 6leo cru e n-alcanos
as gotas dispersaram em duas fases e, portanto a emulsdo nédo foi estavel. O emulsificante
foi estavel para um intervalo de pH de 2 a 10, havendo perda consideravel de atividade de
emulsificagéo para valores de pH superiores a 10 (Zinjarde et al. 2003).

A absorcéo e a utilizagdo de substratos insollveis em agua, tais como alcanos de
petréleo em 6leo cru, requer adaptacbes fisioldgicas especificas dos microrganismos.
Sintese de moléculas anfifilicas especificas, i.e., biosurfactantes, tem freqlientemente sido
tomadas como um pré-requisito ou para mecanismos de adesdo especificos do
microrganismo a gotas de 6leo ou para emulsificagdo do Oleo, seguida por absor¢éo de
gotas de O6leo submicroscépicas. Vérias bactérias tém sido observadas desenvolver
diferentes estratégias para tratar com substratos insolldveis em &gua, tais como
hidrocarbonetos (Rosenberg et al. 1999). Assim, para facilitar a absor¢cdo de

hidrocarbonetos através da membrana externa hidrofilica, muitos microrganismos
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utilizadores de 6leo produzem agentes de superficie ativa extra-celular ou associado a
parede celular (Halfeburg et al. 1986). Isto inclui tanto compostos de baixo peso molecular
gquanto acidos graxos, triacilglicerois e fosfolipideos, como também glicolipideos mais
pesados, exemplos nos quais se incluem o emulsan e o liposan (Cirigliano and Carman
1984).

O filtrado parcialmente purificado de células de cultura de C. lipolytica, suplementada
com hexadecano (conhecido também como liposan) foi capaz de produzir emulsGes
estaveis, do tipo dgua-em-0leo, com varios hidrocarbonetos (Cirigliano and Carman 1984) e
também com Oleos vegetais comerciais (Cirigliano and Carman 1985). Entretanto, quando
dissolvido em solugédo aquosa com concentracdes variando de 0,002 a 0,2% (p/v), o liposan
parcialmente purificado ndo reduziu significativamente a tensdo superficial da agua, em
qualquer das concentracdes examinadas. A solucdo 0,2% foi rotineiramente usada nos
ensaios de emulsificacao.

Como no primeiro planejamento realizado, neste segundo planejamento também néo
foi evidenciada a existéncia de correlagcédo entre altos valores de atividade de emulsificacdo
e baixos valores de tenséo superficial dos liquidos metabdlicos dos cultivos com 168 horas
livres de células de C.lipolytica. Por outro lado, os resultados obtidos no ponto central do
planejamento sugerem que o uso de agua do mar diluida a 50% como solvente dos meios
de producéo, além de favorecer a atividade de emulsificacdo de emulsées agua em-6leo de
milho, também favoreceu a atividade de emulsificacdo de emulsGes agua-em-n-hexadecano

e emulsbes agua-em-6leo diesel.

Planejamento esxperimental 3

Os resultados do planejamento fatorial completo 2° - realizado para investigar os

efeitos e interacdoes do pH e das concentra¢ges de sulfato de aménio e fosfato monobésico

de potéassio sobre a atividade de emulsificacdo e a tensdo superficial de filtrados de cultivos
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de C. lipolyica crescida, durante 120 horas, em agua do mar, tendo o 6leo diesel a 5% como
Unica fonte de carbono - estdo apresentados na Tabela 9. Os valores dos fatores, nos niveis
inferior e superior deste terceiro planejamento, basearam-se na composi¢do do ensaio 10 e
nos resultados sugeridos pelo planejamento anterior. Portanto, a uréia foi eliminada, e a

Unica fonte de carbono utilizada neste planejamento foi o éleo disel.

Efeitos do pH inicial e das concentracdes dos componentes do meio de producdo sobre a

atividade de emulsificacao

Isoladadamente, nenhum dos 3 fatores estudados, pH, concentracdo de sulfato de
amonio e concentracdo de fosfato de potassio apresentou efeito significativo sobre a o
aumento da atividade de emulsificacdo, quando variaram de seus niveis inferiores para seus
niveis superiores, de acordo com as especificagbes do planejamento (Figura 5). Apenas a
interacdo do pH como sulfato de aménio apresentou um efeito negativo, estatisticamente
significativo, sobre o aumento da atividade de emulsificagdo. As demais interagcdes entre os
fatores ndo exerceram influéncias significativas, do ponto de vista estatistico, sobre o

aumento da atividade de emulsificago.

Efeitos do pH inicial e das concentra¢cdes dos componentes do meio de produgédo sobre a

tensao superficial

As variacbes do pH e das concentracdes de sulfato de aménio e de fosfato
monobasico de potassio e a interacdo entre os mesmos, produziram, embora sem
significancia estatistica, efeitos negativos sobre 0 aumento da tenséo superficial dos cultivos
com 120 h, livres de células (Figura 6). O efeito da curvatura também nédo foi

estatisticamente significativo.
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Efeitos do pH inicial e das concentracdes dos componentes do meio de producdo sobre a

concentracao celular com 120 horas de cultivo

A mudanca do pH inicial dos meios de producédo de 4 para 10 foi o fator que mais
favoreceu o aumento da concentracéo celular nos meios de cultivo do terceiro planejamento,
ou seja, a mudanca do pH inicial de acido para basico foi o fator que produziu efeito positivo,
com maior significancia estatistica, para a degradacdo de 6leo diesel por C.lipolytica em
agua do mar natural, suplementada com sulfato de aménio e fosfato monobésico de
potassio (Figura 7). O aumento da concentracdo de sulfato de amonio de 0% para 1% (p/V)
também produziu um efeito positivo altamente significativo, do ponto de vista estatistico,
sobre 0 aumento da concentracdo celular e consequentemente sobre o aumento da
degradacdo de o6leo diesel por C.lipolytica. A interacdo do pH com o sulfato de aménio
também favoreceu com significAncia estatistica o aumento da concentragdo celular e
consequentemente da degradacdo de Oleo diesel por C.lipolytica. O aumento da
concentracdo de fosfato monobasico de potassio 1,0% para 2,0% (p/v) produziu um efeito
negativo sobre o aumento da concentracdo celular e consequentemente sobre a
degradacdo de diesel por C.lipolytica. Este resultado indica, por outro lado, que a
concentracéo de fosfato monobésico de potassio deve ser mantida em seu nivel inferior, isto
€, 1,0% (p/V) para favorecer a degradacéo de dGleo diesel por C.lipolytica. A interagdo do pH
com o fosfato monobésico de potassio e a interacdo do sulfato de aménio com o fosfato de
potassio também produziram efeitos negativos (provavelmente devido ao nivel superior de
fosfato monobasico de potéssio adotado neste planejamento) muito significativos do ponto
de vista estatistico. O efeito da curvatura também foi negativo e estatisticamente muito
significativo. O diagrama de Pareto ilustrado na Figura 7 mostra que a curvatura cruza o
nivel de confianca de 95%, indicando a proximidade do ponto 6timo e a necessidade de
planejamento de segunda ordem e de modelo quadratico que incorpore o efeito da

curvatura.
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Efeitos do pH inicial e das concentracbes dos componentes do meio de producdo sobre o

pH final

A mudanca do pH inicial dos meios de 4 (acido) para 10 (alcalino) e o aumento das
concentracdes de sulfato de aménio e de fosfato monobasico de potassio favoreceram com
significancia estatistica o aumento do pH final dos meios de cultivos, conforme pode-se
constatar no diagrama de Pareto ilustrado na Figura 8. Com excec¢do da interacdo entre o
sulfato de amoénio e o fosfato monobasico de potassio, as demais interacdes também
contribuiram com significancia estatistica para o aumento do pH final dos meios. O pH inicial
dos meios e a interacdo entre o pH e o sulfato de aménio, nesta ordem, foram os fatores
gue mais contribuiram para o aumento do pH final dos meios de cultivo. Meios de producéo
com pH basico, conforme foi visto anteriormente, favoreceramm o crescimento celular e
consequentemente a degradacgdo de Oleo diesel por C.lipolytica. O efeito da curvatura foi

positivo e estatisticamente significativo.

Efeitos do pH inicial e das concentragcbes dos componentes do meio de producdo sobre a

salinidade

Culturas de Candida lipolytica crescidas em agua do mar suplementada com fontes
de nitrogénio e fosforo, com pH inicial ajustado para 4, 7 e 10 foram capazes de tolerar
salinidades superiores a 4% e inferiores ou iguais a 6,5 %, 5,1% e 4,8%, respectivamente;
demonstrando potencial para descontaminacdo de ambientes marinhos contaminados com
Oleo diesel.

Os aumentos das concentrac@es de sulfato de aménio e de fosfato de potassio foram
os fatores que mais contribuiram para o aumento da salinidade dos meios de cultivo (Figura
9). A mudanca do pH inicial dos meios de cultivos de pH 4 (acido) para pH 10 (alcalino)

desfavoreceu, o aumento das salinidades dos meios de cultivo, contribuindo com isto para o
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aumento da concentracdo celular e consequentemente para a biodegradacdo de dleo. A
interacdo entre o pH e o sulfato de amoénio e a interacdo entre o sulfato de aménio e o
fosfato monobésico de potassio também desfavoreceram o aumento da salinidade. Apenas
a interacdo do pH com o fosfato monobasico de potassio ndo produziu efeito
estatisticamente significativo. O efeito da curvatura foi negativo e estatisticamente
significativo, indicando a necessidade de planejamento de segunda ordem e de modelo

quadratico que incorpore o efeito da curvatura.

Identificacdo dos melhores meios para produgdo de bioemulsificantes/biossurfactantes e

degradacéo de 0Oleo diesel por C. lipolytica

Os liguidos metabdlicos dos cultivos com 120 h, ndo emulsificaram n-hexadecano,
mas foram capazes de emulsificar éleo de milho e outros 6leos vegetais como soja e canola
através de largos intervalos de salinidade (entre 40 e 60%0) e pH (entre 3,8 e 9,72). Altas
atividades de emulsificacdo (entre 5,26 e 6,00 UAE) foram obtidas para emulsGes agua-em
Oleo de milho em todas as 12 condi¢des do planejamento (Tabela 9). As tensfes superficiais
dos cultivos com 120 horas livres de células variaram entre 41,29 mN/m e 55,83 mN/m.,
demonstrando mais uma vez que, altos valores de atividade de emulsificagdo ndo estdo
necessariamente correlacionados com baixos valores de tenséo superficial.

Os cultivos de 120 horas, livres de células de C.lipolytica, obtidos a partir dos meios
de producéo 2, 4, 6 e 8 - realizados com pH inicial igual a 10 - apresentaram as menores
tensdes superficiais do planejamento e altos valores de emulsificacdo. O meio de producédo
8 - composto por 1,0% (p/v) de sulfato de aménio e 2,0% (p/v) de fosfato monobésico de
potassio - apresentou apdés 120 horas de cultivo, a menor tensao superficial (41,29 mN/m)
de todos os trés planejamentos realizados, atividade de emulsificacdo igual a 5,526 UAE, pH

9,59, salinidade de 51%o.
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Os cultivos de 120 horas livres de células do meio de producdo 2 (composto por
1,0% p/v de fosfato monobasico de potassio) e do meio de producdo 6 (composto por 2,0%
p/v de fosfato monobéasico de potassio) apresentaram a maior atividade de emulsificacdo do
planejamento (6UAE) e tensbes superficiais iguais a 48,47 mN/m e 46,79 mN/m,
respectivamente. O cultivo de 120 horas livre de células do meio de producéo 2 apresentou
pH de 7,95 e salinidade de 40%., enquanto o do meio de produgéo 6 apresentou pH de 9,18
e salinidade de 50%o.

O meio de producao 4 - composto por 1,0% (p/v) de sulfato de aménio e 1,0% (p/v)
de fosfato monobasico de potassio - apresentou filtrado do cultivo de 120 horas com tenséo
superficial de 47,44 mN/m, atividade de emulsificacdo igual a 5,746 UAE, pH 9,72 e
salinidade de 48%.. Entre todos os cultivos de 120 horas o que apresentou maior
degradacéo de o6leo diesel foi 0 do meio de producao 4. A concentracdo celular do meio 4 foi
de 6x10° células/mL.

Os meios 2 e 6 apresentaram concentrac&o celular de 2x10° células/mL, enquanto o
meio 8 apresentou concentracdo celular de 3x10° células/mL. Ap6s 120 horas de cultivo, 0s
meios de producdo com pH inicial &cido apresentaram atividades de emulsificacdo
superiores a 5,8 UAE, tens@es superficiais superiores a 50 mN/m e concentracdes celulares
de 1x10? células/mL. Os ensaios 9, 10,11 e 12, realizados no ponto central do planejamento
(pH 7, com 0,5% p/v de sulfato de aménio e 1,5% p/v de fosfato monobasico de potassio)
apresentaram cutivos com 120 horas com atividade de emulsificacdo de 5,929+0,08 UAE,
tensdo superficial de 52,28+3,34 mN/m, pH de 6,67+05, salinidade de 47,25+0,5%. e
concentracao celular de 1,5x10%+ 57,54 células/mL.

Os resultados obtidos mostram a habilidade da levedura Candida lipolytica produzir
bioemulsificante/biossurfactantes quando crescida em condi¢des de alta salinidade (Agua do
mar suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo, com salinidade variando de 42%. a

61%o, ouU seja, de 4,2 a 6,1%) e pH extremos (pH 4, pH 7 e pH 10) usando 6éleo diesel a
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5%(v/v) como unica fonte de carbono. Cloreto de sodio é o maior componente da agua do
mar e freqlentemente quebra a emulséo entre 6leo e agua do mar (Jung et al. 1995).

A importancia do pH para o crescimento de C.lipolytica em agua do mar natural,
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo, tendo 6Oleo diesel como Unica fonte de
carbono, foi constatada neste planejamento (Tabela 9) e pode ser observada na Figura 10.
O crescimento celular e a degradacéo de diesel no meio de producéo 4 (Figura 10 b), que
teve o pH inicial ajustado para 10 sdo visivelmente superiores ao dos meios de producéo 2
(Figura 10 a) e 6 (Figura 10 c), com pH iniciais ajustados para 4 e 7, respectivamente.

Para verificar a reprodutibilidade do ensaio 4 do terceiro planejamento, um novo
experimento foi realizado, em triplicata, nas mesmas condic¢des, apresentando atividade de
emulsificacdo para emulsdes agua-em o6leo de milho de 5,72+0,19 UAE, tensdo superficial
45,76+1,38 mN/m, pH 9,5+0,03 e salinidade de 46,6+0,51 e concentracdo celular de 1x10°
células/mL. Resultados que nao diferem estatisticamente (p>0,05) dos obtidos no ensaio 4
do terceiro planejamento, comprovando assim a reprodutibilidade do experimento e a
capacidade de C.lipolytica degradar diesel em agua do mar e produzir bioemulsificante e
biossurfactante. A biodegradacdo de diesel por C. lipolytica obtida em uma das trés
repeticbes do ensaio 4, em relacdo a um ensaio controle realizado nas mesmas condi¢des
sem a presenca do microrganismo, pode ser observada na Figura 11.

Ndo foram encontrados, na literatura consultada, relatos de crescimento de C.
lipolytica ou outras leveduras em agua do mar natural, suplementada com fontes de
nitrogénio e fésforo, usando éleo diesel como Unica fonte de carbono. Entretanto existem
diversos relatos de crescimento de outros microrganismos sobre 6leo diesel em outros
meios de cultura. Quando diesel foi usado por Pseudomonas aeruginosa LBl como substrato
para crescimento em meio mineral rico em nutrientes (Pirdllo 2006), a biomassa aumentou
em todos os experimentos demonstrando a capacidade do microrganismo degradar este

hidrocarboneto. Biomassas mais altas foram obtidas depois de 48 horas de fermentagdo em
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Oleo diesel a 20%. Producédo de biossurfactante foi medida como ramnolipideos no meio de
cultura. Nos experimentos com 0,4-5% de 0leo diesel, pouco biossurfactante foi detectado.

Os efeitos do pH sobre a atividade de emulsificacdo do extrato ndo purificado do
biossurfactante produzido por Miroydes sp. SM1 para petréleo bruto envelhecido foram
investigados por Maneerat e Dikit (2007). Precipitacdo do extrato bruto ocorreu em pH
abaixo de 5, mas nenhuma mudanga na atividade foi obtida no intervalalo de pH variando de
5 a 12. Em pH proximo ao ponto isoelétrico, ndo existe repulsdo eletrostatica entre as
moléculas vizinhas e os compostos tendem a coalescar e precipitar (Milewski 2001). O
biossurfactante KP2 (surfactin) de Baccilus sp. KP2 retém sua atividade em pH variando de
6 a 10 e exibe atividade 6tima em pH igual a 6 (Roongsawang et al. 1999).

Existem poucos estudos publicados que tratam com os efeitos da salinidade sobre a
degradacdo microbiana de hidrocarbonetos. Shiaris (1989) relatou que uma correlacdo
geralmente positiva entre salinidade e taxa de mineralizagéo de fenantreno e naftaleno em
sedimentos estuarinos. Kerr and Capone (1988) observaram a relagdo entre taxa de
mineralizacdo de naftaleno e salinidade em sedimentos de rio Hudson que foi dependente
do regime de salinidade do ambiente, com locais estuarinos exibindo uma falta de inibigéo
de mineralizacdo sobre um grande intervalo de salinidades, que foi o caso para o lugar com
menos correntes salinas. Em um estudo de evaporacdo de areia de sais hipersalinos, Ward
e Brock (1978) mostraram que as taxas de metabolismos de hidrocarbonetos diminuiram
com o0 aumento da salinidade no intervalo de 3,3 a 28,4% e atribuiram os resultados a
reducdo geral nas taxas metabdlicas microbianas (Leahy and Colwell 1990).

Estudos detalhados sobre a estabilidade dos bioemulsificantes produzidos em
relacdo a salinidade estdo sendo realizados visando seu uso em ambientes marinhos e
industrias biotecnoldgicas. Abdel-Mawgoud et al. (2008) estudaram os efeitos da salinidade
sobre a atividade de emulsificac@o de biossurfactantes para investigar sua aplicabilidade em

biorremediacéo de poluicdo marinha. Foi encontrado que a atividade superficial de teste de
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ramolipideos ndo foi afetada em qualquer grau por altas salinidades, ainda quando as
salinidades alcancaram 6%, praticamente o dobro da salinidade da agua do mar.
Embora néo esteja claro como a salinidade afeta a mineralizacdo de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos (HAPs), postula-se que ela afete as interagfes particula-HAPs e

também a solubilidade dos HAPs (Ashok et al. 1995).

Ensaios de Biodegradacao

Independente do substrato (6leo diesel ou 6leo de milho) e do solvente (Agua do mar
ou agua destilada) empregados houve crescimento de C.lipolytica (Figura 12) nas quatro
condicdes avaliadas: (1) agua do mar suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de amonio e
1,0% (p/v) de fosfato monobéasico de potassio e Oleo diesel 5%(v/v); (2) agua destilada
suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de amdnio e 1,0% (p/v) de fosfato monobésico de
potéssio e Oleo diesel 5%(v/v); (3) agua do mar suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de
amonio e 1,0% (p/v) de fosfato monobasico de potassio e 6leo de milho 5%(v/v) e (4) agua
destilada suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de amobnio e 1,0% (p/v) de fosfato
monobasico de potassio e 6leo milho 5%(v/v). Os perfis de crescimento, pH, salinidade,
atividade de emulsificagdo e tensao superficial monitorados durante 96 horas, nas quatro
condigbes avaliadas sdo apresentados e discutidos a seguir (Figuras 13 e 14). Perfis de
estabilidade das emuls6es formadas entre cultivos de 96 h, livres de células e dleo de milho
e entre cultivos de 96 h, livres de células e 6leo de motor, determinados durante 168 horas

também sao apresentados (Figura 15) e discutidos a seguir.
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Perfis de crescimento celular, pH, salinidade e produg&o de biomulsificante/biossurfactante

Condicéo 1

Quando cultivada sob condi¢cdes adversas, em agua do mar suplementada com
sulfato de amoénio e fosfato monobasico de potassio, usando 6leo diesel a 5 % (v/v) como
Unica fonte de carbono (condicdo 1), a levedura C.lipolytica apresentou uma curva de
crescimento com fase de adaptacdo de aproximadamente 24 horas e taxa de decaimento
celular de - 0,17 h™* (Figura 13 a) devido & metabolizacdo de compostos téxicos do diesel.
Apos esta fase de adaptacéo, C. lipolytica metabolizou os compostos presentes no 6leo
diesel, na presenca da dgua do mar, com uma velocidade de crescimento celular maxima
(Uma) de 0,11 h™ e tempo de geracéo (ty) de 6,4 h, atingindo a biomassa final de 1 x 10°
UFC/mL. Durante a fase de adaptagédo da levedura a salinidade aumentou de 45%. para
46%0, descrescendo para 44%. durante a fase de crescimento e mantendo essa salinidade
até o final do cultivo. O pH apresentou varia¢des insignificantes em torno de 9,5. A tensao
superficial aumentou de 41,9 mN/m no inicio do cultivo para 49,4 mN/m, descrescendo para
46,6 mN/m nas 24 horas restantes. As atividades de emulsificagdo para emulsdes agua-em-
0leo de motor apresentaram o valor de 6 UAE durante todo o cultivo, enquanto que as
atividades de emulsificacdo para emulsdes agua-em-6leo de milho apresentaram valores um
pouco menores até 72 horas, diminuindo para 5,4 UAE nas ultimas 24 horas de cultivo
(Figura 13 b). Esses resultados comprovaram a capacidade de C.lipolytica crescer sobre
Oleo diesel como unica fonte de carbono em meio alcalino (pH 9,5) com salinidade variando
entre 44 e 47%o.

O liquido metabdlico do cultivo de 96 horas livre de células de leveduras apresentou
atividades de emulsificacdo para emulsGes agua-em-0leo de milho e emulsbes agua-em-
Oleo de motor de respectivamente, 5,49 e 6,00 UAE, tensédo superficial de 46,63 mN/m, pH

de 9,47 e salinidade de 44%.. O liquido metabdlico do cultivo de 120 horas livres de células
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crescidas nas condi¢gbes do ensaio 4 do terceiro planejamento (pH 10 e concentragfes de
sulfato de aménio e fosfato monobasico de potdssio iguais a 1% (p/v)) apresentou
atividades de emulsificacdo para emulsdes agua-em-6leo de milho de 5,746 UAE, tensdo
superficial de 47,44 mN/m, pH 9,72 de e salinidade de 48 %.. As diferencas entre esses
resultados foram provenientes dos diferentes tempos de cultivo (96 e 120 h) e velocidades
de agitacao (150 e 200 rpm), mas ndo foram estatisticamente significativas, e ratificaram a
capacidade da levedura C. lipolytica crescer em agua do mar suplementada com 1,0%
(p/v) de sulfato de ambnio e 1,0% (p/v) de fosfato monobasico de potassio usando 6leo

diesel como Unica fonte de carbono e ainda produzir emulsificantes /biossurfactantes.

Condigéo 2

Os componentes da 4gua do mar (metais) exerceram um papel importante em nivel
fisioldégico da C. lipolytica, porque ndo houve crescimento celular quando essa levedura foi
cultivada em Oleo diesel como Unica fonte de carbono na presenca de &gua destilada
(condicdo 2). O numero de células inicial decresceu da ordem de 10° a 10° UFC/mL nas
primeiras 24 h de cultivo (taxa de decaimento celular de - 0,29 h™), devido provavelmente &
intoxicacdo das células pelos compostos fendlicos presentes no 6leo diesel (Figura 13 c). As
células de C. lipolytica continuaram a se reproduzir, mas o niumero de células viavéis foi
igual ao nimero de células n&o viaveis, permanecendo constante (10° UFC/mL) numa fase
estacionaria de crescimento celular até 72 h de cultivo com uma tendéncia de um
decaimento celular no fim do experimento (96 h de cultivo). O decaimento celular, nas
primeiras 24 horas de cultivo, foi acompanhado pela dimiuicdo da tensdo superficial de
40,54 para 39,03 mN/m e da salinidade de 18 para 16%.. Entretanto, quando a levedura
entrou na fase estacionaria de crescimento, a salinidade aumentou para 19%o,
permanecendo neste valor até o fim do experimento e a tenséo continuou caindo até atingir
o valor minimo de 37,8 mN/m. Com rela¢é@o a condicdo 1, a salinidade foi reduzida em mais

de 50%. O pH permaneceu alcalino durante todo o experimento, variando de 9,7 para 9,1
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(Figura 13 d). As atividades de emulsificacdo para emulsdes Oleo-de-motor-em-agua
apresentaram valor de 6 UAE durante todo o experimento. As atividades de emulsificacdo
para emulsdes agua-em-6leo-de-milho oscilaram em torno de 5,4 UAE. Esses resultados
sugerem que a auséncia dos sais minerais (presentes na agua do mar) desfavoreceu o
crescimento da levedura e a degradacdo de diesel em agua destilada suplementada com
sulfato de aménio e fosfato monobasico de potassio. Por outro lado, a diminuicdo da
salinidade favoreceu a reducdo da tensdo superficial da agua destilada suplementada com
fontes de nitrogénio e fdésforo, contendo 6leo diesel como Unica fonte de carbono da

levedura.

Condicéo 3

Os dados cinéticos do crescimento da levedura C. lipolytica, quando cultivada em
Oleo de milho e agua do mar (condicdo 3), ndo foram determinados experimentalmente
devido a formacéo de pellets esbranquicadas nas primeiras 24 h de cultivo, cuja quantidade
aumentou proporcionalmente durante o experimento. Apesar da baixa resisténcia dessas
pellets, a condicdo de agitagdo a 200 rpm durante 96 h n&o causou destruicdo e sim,
favoreceu a formacao de maior quantidade das mesmas.

Nas primeiras 24 h de cultivo, a tensdo superficial apresentou um pequeno
decréscimo, variando de 37,8 para 37,2 mN/m, mas nas 48 h seguintes atingiu o valor
maximo de 45,93 mN/m, decrescendo para 43,82 mN/m no fim do cultivo (Figura 13 a).
Nessa condicéo, a salinidade apresentou um valor constante de 44 %o por 48 h, tempo apoés
0 qual comecou a aumentar até atingir o valor de 46 %o no final do experimento. Durante o
crescimento celular, houve um processo de acidificagdo do meio, com o pH decrescendo de
9,1 para 6,2 (Figura 13 b). Atividades de emulsificacdo de 6 UAE foram obtidas para
emulsdes agua-em-6leo de motor e valores um pouco mais baixos, em torno de 5,9 UAE,

foram obtidos para emulsGes agua-em-6leo de milho.
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Os resultados sugeriram que o mecanismo de peletizagdo foi promovido por
mudancas na permeabilidade da parede celular. Mas a falta de informacdo na literatura
sobre pelotizacdo de levedura na presenca de 6leo de milho em 4gua do mar, ndo permitiu
comparacéao direta dos dados obtidos. A utilizagdo de um meio de cultura contendo sulfato
de amobnio como fonte de nitrogénio levou a formacdo de pellets de Penicillium
chrysogenum, ao passo que a utilizacdo de agua de maceracdo de milho levou a um
crescimento na forma filamentosa (Pirt and Callow 1959). O estudo do efeito de nutrientes
na formacdo de pellets de Rhizophus arrizhus, mostrou que baixas concentracdes de
peptona no meio de cultura conduziram a formagcdo de pellets e altas concentracdes

produziram um crescimeto na forma filamentosa (Byrne and Ward 1989).

Condicéo 4

A C. lipolytica cultivada em &gua destilada e utilizando como Unica fonte de carbono,
6leo de milho a 5 % (p/v) apresentou taxa de crescimento maxima (Uma) de 0,21 h' e
tempo de geracdo de 3,3 h (condicdo 4). Sob essa condi¢do, a curva de crescimento da
levedura apresentou as quatro principais fases (Figura 14 c). A lag fase ocorreu durante as
primeiras 24 h do cultivo. No inicio, as células adaptaram-se as condi¢Bes de crescimento,
considerando que o indculo do cultivo foi 5 % (v/v) de uma suspensdo obtida a partir de um
tubo de cultura pura, contendo 10° células/mL. Em seguida, o crescimento da levedura foi de
natureza exponencial durante 24 a 48 h; depois a cultura atingiu a fase estacionaria com
formac&o de biomassa na ordem de 10° UFC/mL no intervalo de tempo de 48 a 72 h. A fase
de declinio do crescimento foi observada nas ultimas 24 h do cultivo, isto é, durante 72 a 96
h quando foi determinada uma taxa de morte de - 0,11 h™. A tens&o superficial do meio de
cultivo foi reduzida de 40,91 para 26,01 mN/m. A salinidade do meio permaneceu constante
e igual a 19 %o durante as primeiras 72 h de cultivo, baixando para 16 % no fim do

experimento. Assim como na condi¢do 3, houve acidificagdo do meio, com o pH passando
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de 9,2 para 6,1 durante o crescimento de C.lipolytica em agua destilada, suplementada com
sulfato de amonio e fosfato de potassio, tendo 6leo de milho como Unica fonte de carbono
(Figura 14 d). As atividades para emulsdes 6leo-de-motor-em-agua apresentaram valor de 6
UAE, das primeiras horas até o final do experimento. As atividades de emulsificacdo para
emulsdes dgua-em-6leo-de-milho apresentaram comportamento similar, mas a partir de 48 h
a atividade passou a decrescer até atingir 5,54 UAE no fim do cultivo. Esses resultados
indicaram que em condi¢cBes favoraveis, com salinidade variando entre 16 e 19 %o e tendo
6leo de milho como substrato. Candida lipolytica UCP 988 produziu surfactante(s) capaz(es)
de reduzir a tensdo do meio de cultivo para 26 mN/m e emulsificante(s) capaz(es) de
apresentar atividades de emulsificacdo para emulsées 6leo de motor-em-agua e agua-em-
Oleo de milho superiores a 5,5 UAE.

Comparando o tempo de geracao 6,4 h, calculado na presenca do 6leo diesel e agua
do mar (condigdo 1) com o valor de 3,3 h, calculado na presenca de 6leo de milho e agua
destilada (condicéo 4), ficou comprovado um crescimento mais lento sob condicdo adversa.
Embora, a biomassa final tenha sido mil vezes menor na condicao 1 (diesel e agua do mar),
esses resultados onde ficam comprovados que C. lipolytica metabolizou componentes do
diesel na dgua do mar, aliados a producdo de surfactante por essa levedura, incentivardo
futuras investigacdes cientificas para aplicacdo dessa levedura em processo de
biorremediacdo de derramamento de petréleo no mar.

A andlise dos resultados obtidos nas condicbes dos quatro ensaios realizados
sugeriu que: (a) a suplementacdo da agua do mar com fontes de nitrogénio e fosforo, em
proporc@es adequadas, estimulou a degradacao do 6leo diesel (Gnica fonte de carbono) por
C.lipolytica e também a producgéo de bioemulsificantes/biossufactantes; (b) o crescimento e
0 pH estdo correlacionados: durante a degradacado de 6leo diesel ha producgéo de hidroxidos
que mantém alcalino o pH dos meios (condicdo 1 e 2) e durante a degradacéo do 6leo de
milho h& producdo de acidos que abaixam o pH dos meios (condigbes 2 e 4) (c) a

salinidade e a tensdo estdo correlacionadas: nos ensaios com agua do mar (condicbes 1 e
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4) quando a salinidade aumentou a tenséo superficial também aumentou e nos ensaios com
agua destilada (condicbes 2 e 4) quando a salinidade diminuiu a tensédo também diminuiu;
(d) a alta salinidade da agua do mar e o pH alcalino contribuiram para a degradacao de 6éleo
diesel por C.lipolytica UCP 988 no ensaio realizado na condicdo 1; (e) a baixa salinidade da
agua destilada e o pH éacido favoreceram a degradacdo de 6leo milho e a producdo de
biossurfactante no ensaio realizado na condicdo 4 (f) os emulsificantes produzidos
apresentaram altas atividades de emulsificacdo, independentemente das condi¢cdes de
salinidade e pH; (g) altas atividades de emulsificacdo ndo apresentaram relagdo com

baixos valores de tenséo superficial.

Perfis de estabilidade de emulsdes formadas com 6leo de milho e com 6leo de motor

As habilidades dos liquidos metabdlicos dos cultivos com 96 h formarem emulsGes
estaveis com n-hexadecano, 6leo diesel, 6leo de milho e dleo de motor foram avaliadas nas
quatro condic¢des investigadas (Figura 15). O indice (volume) de emusificagdo variou para 0s
diferentes substratos hidrofobicos usados. Considerando a especificidade do(s)
bioemulsficante(s)/biosurfactante(s) produzido(s) nos liquidos metabdlicos dos cultivos com
96 horas, o 6leo de motor e o 6leo de milho, nesta ordem, foram os melhores substratos. O
Oleo diesel e o n-hexadecano ndo formaram emulsfes estaveis. Outros Oleos vegetais e
compostos alifaticos e aromaticos ndo foram testados.

Os indices de emulsificacdo e as estabilidades das emulsdes, do tipo 6leo-em-agua,
formadas entre os liquidos metabdlicos dos cultivos de 96 horas (provenientes das quatro
condi¢Bes avaliadas) e o 6leo de motor foram superiores as emulsées, do tipo agua-em-
Oleo, formadas entre os liquidos metabdlicos dos cultivos de 96 horas (provenientes das
quatro condicbes avaliadas) e o 6leo de milho. Os liquidos metabdlicos provenientes de
cultivos de C.lipolytica crescida sobre o 6leo diesel em agua do mar (condicdo 1) ou agua

destilada (condicéo 2) formaram emulsGes mais estaveis com o 6leo (de milho ou de motor)
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do que os liquidos metabolicos provenientes de cultivos de C.lipolytica crescida sobre o dleo
milho em agua do mar (condi¢do 3) ou dgua destilada (condicéo 4).

As emulsdes formadas entre os liquidos metabdlicos livre de células e o dleo de
motor, apresentaram decrescentemente a seguinte ordem de indice de emulsificacdo e
estabilidade (IEE): IEE condicdo 1> IEE condi¢do 2 > IEE condicdo 4 > IEE condicdo 3. As
emulsbes formadas entre os liquidos metabdlicos livre de células e o 6leo de milho,
apresentaram decrescentemente a seguinte ordem de IEE: IEE condi¢cdo 1> IEE condicéo 2
> |EE condicao 4 > IEE condicéo 3.

O o6leo de motor formou emulsdes estaveis apresentando indices de emulsificagdo
iguais a 100 % com O horas e superiores a 70 % apds 168 h. O 6leo de milho formou
emulsdes com liquidos metabdlicos das condigdes 3, 4 e 2 que apresentaram indices de
emulsificacdo superiores a 80 % com 0 horas e que decairam para 0 % com 24, 48 e 72
horas, respectivamente. A emulsdo formada entre o liquido metabdllico proveniente da
condicdo 1 e dleo de milho apesar de ter apresentado indice de emulsificacdo igual 54,54 %
com 0 horas, a partir de 24 e até 72 h, apresentou indices de emulsificacdo superiores ou
igual aos das emulsdes formadas entre os liquidos metabdllicos provenientes das outras

condictes e 6leo de milho, apresentando, portanto um comportamento mais estavel.

Detecc¢édo Qualitativa de Tanases

Testes de detecgdo de tanase usando amostras de cultivos livres de células de
C.lipolytica foram realizados, conforme Davidson, Campbell e Blasdell (1938), para as
qguatro condi¢des estudadas: (C1) agua do mar + éleo diesel ; (C2) 4gua destilada + dleo
diesel; (C3) agua do mar + 6leo de milho e (C4) dgua destilada + 6leo de milho. Apenas na
condicdo C2 houve confirmacao positiva do teste (Figura 16), observada através de uma
zona de coloragdo marron escuro ao redor dos discos contendo acido tanico. O diametro

médio dos halos foi igual a 3,16 cm no primeiro dia do teste e do segundo ao quinto dia
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igual a 3,5 cm. Placas sem acido tanico e acido galico também foram usadas como controle

negativo.

Determinacdes Quantitativas de Atividades Enzimaticas

| - Determinacdo enzimética de lacases

A producdo de lacases por C. lipolytica cultivada sob diferentes condic@es nutritivas
esta ilustrada na Figura 17. Na presenca de compostos fendlicos presentes no diesel, a
producdo de lacases por essa levedura atingiu 0,11 e 0,14 UI/L, utilizando agua do mar e
agua destilada respectivamente. A variagdo entre essas atividades enzimaticas na ordem de
10 indicou que os metais ndo influenciaram de forma significativa a producdo dessas
enzimas utilizando o diesel.

Por outro lado, a presenca de metais pode interferir a atividade das lacases. A
estrutura dessas enzimas contém quatro atomos de cobre ligados ao centro ativo. O cobre
desempenha func¢des estruturais e funcionais na molécula da enzima, apresentando
diferentes propriedades fisicas e quimicas. A adicdo de cobre no cultivo de fungos
filamentosos aumenta a atividade de lacases quando esté presente na faixa de 0,0004 a 1,2
uM, enquanto em concentragfes elevadas causa inibicdo enzimética. A presenca de outros
metais pesados também aumenta a atividade de lacases: Zn a 0,006 - 18uM e Cdal-5
mM enquanto os metais Ag, Hg, Pb e Zn a concentragdo de 1 mM diminuem a velocidade

catalitica dessas enzimas (Baldrian 2003).

Embora o diesel ndo tenha induzido a producdo da lacase por C. lipolytica neste
trabalho, Peralta et al. (2004) ressaltaram a indugéo de lacases por Pleurotus pulmonarius
na presenca de compostos fendlicos. Esses autores observaram que a atividade dessa

enzima no cultivo controle foi 10 U/mg de biomassa seca cujo valor aumentou para 200
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U/mg de biomassa seca apds 24 h da adicdo de vanilina a 0,25 mM ao cultivo do fungo
filamentoso. Os resultados de lacases, determinados neste trabalho em U/mL, n&o foram
considerados significativamente diferentes sob o ponto de vista estatistico, ja que sdo
diferenciados entre si apenas na quarta casa decimal (0,0001 e 0,0002 U/mL).

Os cultivos da C. lipolytica na presenca de dleo de milho (condicbes C3 e C4)
apresentaram diferentes valores de lacases dependendo do meio liquido. A maior produgéo
dessas oxidases foi determinada na presenca de agua do mar, utilizando o 6leo de milho
como fonte de carbono, atingindo o valor maximo de 0,21 UI/L. Nessas condi¢cdes de
cultivos pode ter ocorrido a formacéo de mediadores devido a presenca de componentes de
lignina oriundos do milho que aumentaram a atividade catalitica das lacases.

A especificidade das lacases ndo esta totalmente elucidada. Essas feonoloxidases
também oxidam compostos nao fendlicos, desde que estejam na presenca de mediadores.
Essas substancias séo sintéticas ou produtos metabdlicos de baixo peso molecular que por
acdo das lacases, liberam elétrons e na forma oxidada, atuam de maneira intermediéria,
oxidando os compostos. Os mediadores ampliam a capacidade oxidativa das lacases por
viabilizar a acdo enzimatica sobre uma grande variedade de substratos (Silva e Gomes
2004).

Essas enzimas tém sido produzidas por fungos cultivados em meio liquido apos o
consumo de fontes de carbono e de nitrogénio. As lacases participam da degradacdo da
lignina, inativando por polimerizacdo os compostos fendlicos que séo toxicos aos
microrganismos (Peralta et al. 2004). Por outro lado, enzimas lignoliticas, utilizando 6leo de
milho como fonte de carbono foram produzidas por Gottschalk et al. (1999 apud Bon,
Ferrara e Corvo 2008).

Nao foi encontrado na literatura, valores de producdo de lacases por leveduras
utilizando compostos fendlicos ou 6leo de milho, cultivados em meio basico. A literatura
ressalta valores elevados de atividade lacases determinados na faixa de 15 a 30 dias de

cultivo de diferentes fungos filamentosos cultivados em meio acido; Coriolus versicolor foi
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cultivado na presenca de residuo de tomate, sulfato de aménio e sais minerais a pH 5,5 com
producdo maxima de 362 U/L com 5 dias de cultivo (Freixo et al. 2008); Trametes versicolor
foi cultivado em biorreator na presenca de glicose como fonte de carbono e em pH 3,0 e 5,0
com produgdo maxima de 1.500 U/L com 15 dias (Rancano et al. 2003); Lentinula edodes
foi cultivado durante 30 dias e a atividade méaxima determinada foi 251.000 U/L, utilizando
glicose, tartarato de amonio, sais minerais e compostos indutores a pH 5,0 (Cavallazzi et al.

2005).

Il - Determinag&o enzimatica de tanases

A producao de tanase por C. lipolytica foi independente da fonte de carbono utilizada
nos cultivos submersos a pH 10, 28°C e 200 rpm (Figura 18). A maxima producdo dessa
atividade enzimética que atingiu 1,1 Ul/mL foi determinada na presenca de diesel e de 4gua
destilada com 48 e 72 h de crescimento. A atividade enzimatica foi inibida cerca de 86 %,
utilizando esse mesmo substrato na presenca de agua do mar. A diversidade de metais
presentes na agua do mar (tabela) pode inibir a atividade enzimética devido esses cétions
alterarem a conformacédo espacial da enzima ativa. Segundo Battestin, Matsuda e Macedo
(2004), dentre as propriedades da tanase, foi ressaltada sua inibicdo por Cu®*, Zn**, Fe*,
Mn?* e Mg2+ e, inativagdo por o-fenantrolina, EDTA, 2-mercaptoetanol, tioglicolato de sodio,
sulfatos e cloretos de magnésio e calcio.

Em contraste, a producdo de tanase por C. lipolytica cultivada na presenca de 6leo
de milho foi independente da presenca de metais da agua do mar. Foi determinado atividade
tanasica nos valores de 0,21 e 0,25 Ul/mL com 48 h de cultivo, utilizando 4gua do mar e
agua destilada, respectivamente. Esse substrato, oriundo de um vegetal pode conter
residuos que interferiram metabolicamente na levedura em estudo (Aguilar e Gutierrez-

Sanchez 2001).
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A producéo de tanase tem sido amplamente investigada por espécies de Aspergillus
e de Bacillus. Dependendo da cepa e das condi¢cbes de cultivo a enzima é induzida e
expressa com diferentes niveis de atividade. Compostos fendlicos como: acido gélico e
acido tanico induzem a sintese desta enzima, cujo mecanismo ndo tem sido demonstrado
claramente além das controvérsias do papel de taninos hidrolisados na sintese da tanase
(Aguilar et al. 2007).

Em comparacdo aos resultados obtidos nos cultivos de C. lipolytica, a literatura
apresenta diferentes culturas de Aspergillus niger com producdo extracelular de atividade
tanasica de 1,03 U/mL e 537 U/mL com 48 e 24 h de cultivo, respectivamente, na presenca
de &cido tanico em cultivos submersos (Aguilar et al. 2002; Cruz-Hernandez et al. 2006).
Esses autores determinaram o efeito da concentracdo de &cido tanico na producédo de
tanases. A variacdo desse substrato de 12,5 a 50 g/L, aumentou a atividade enzimatica.
Cruz-Hernandez et al. (2006) determinaram uma reducéo de 40 % na sintese de tanase
quando foi utilizado 100 g/L de acido tanico.

O valor elevado de atividade tanasica obtido no cultivo submerso de A. niger na
presenca de 50 g de acido tanico e de sulfato de amoénio foi quatro vezes maior quando
esse fungo filamentoso foi cultivado em processo estacionario. Paralelamente, essas
atividades enzimaticas ndo foram determinadas com 30 h de cultivo devido a presenca de
proteases (Cruz-Hernandez et al., 2006). Aguilar et al. (2002) também confirmaram a
presenca de atividades proteoliticas em cultivos submersos de uma diferente cultura de A.
niger investigada na producao de tanase.

Foi também reportado na literatura, o efeito repressor da atividade de tanases pelos
acucares: glicose, lactose e sacarose em concentragbes acima de 1 g/L em cultivos de
Bacillus licheniformis. A maxima producdo de tanase 0,2 U/mL foi obtida na presenca de
acido tanico a 1 % e glicose a % durante o crescimento desse bacilo no intervalo de 18 a 21

h, na fase estacionaria de crescimento celular, a pH 5,0 e 30 C (Mondal et al. 2000) .
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Battestin e Mecedo (2007) confirmaram a repressdo metabdlica por surfactantes na

producdo de tanase em cultivos de Paecilomyces variotti, utilizando residuo de café e farelo

de trigo a pH 5,7 e 30 C. A producdo maxima no cultivo controle dessa enzima atingiu 0,4

U/mL e foi obtida com 5 dias de cultivo enquanto a adicdo de Tween-20, Tween-80 e Triton

X-100 a % em cultivos independentes, diminuiu as atividades enzimaticas 34, 30 e 13 %
respectivamente.

A fisiologia de microrganismos também foi investigada visando a producdo de

tanases por Candida sp. (Aoki et al. 1976).

Il - Determinacdo enzimatica de lipases

A producdo de lipases por C. lipolytica foi determinada apenas nos cultivos
submersos cujo substrato foi o 6leo de milho, independente do diluente investigado e com
72 e 96 h de crescimento celular. Os valores de atividades lipoliticas determinados na
presenca da agua do mar foram 0,4 e 0,5 Ul/L enquanto na presenca de agua destilada,
atingiram aproximadamente o dobro, 0,8 e 0,9 UI/L.

Os valores determinados de atividades lipoliticas produzidas por C. lipolytica neste
trabalho foram bem menores que os valores da literatura, considerando que a levedura foi
cultivada em meio alcalino (pH 10) cuja condicdo é adversa ao seu cultivo. Por outro
aspecto, ndo foi objeto neste estudo, atingir produtividades competitivas de producdo de
enzimas as quais podem ser obtidas pela investigagdo da fisiologia microbiana por
otimizacdo de processo biotecnoldgico, além de ser utilizada cultura de microrganismo
modificada geneticamente.

Peters and Nelson (1951) iniciaram as pesquisas de fisiologia das células de C.
lipolytica, visando ao aumento da atividade das lipases. Esses autores investigaram a
producdo dessas enzimas pela Candida na presenca de diferentes vitaminas. Esses

componentes nutricionais quando combinados em varias concentra¢des induziram a
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producdo de lipases em diferentes niveis de atividade. A maior atividade lipolitica foi
determinada no meio de cultivo contendo glicose, sulfato de amonio e outros sais minerais,
adicionado de cloreto de tiamina na concentragao de 200 pg/L.

Valores de atividade lipolitica elevados, atingindo 36,8 e 38,8 U/mL foram obtidos por
lonita et al. (2001) apds otimizacdo do cultivo de C. lipolytica na presenca de glicose, agua
residuaria da maceracéo do milho (corn steep liquor), extrato de levedura, Tween-80, sais
minerais e antiespumante. A producdo de lipases foi investigada em um fermentador
contendo 6 L do meio de cultivo, a 27 °C, durante 20 — 24 h. Foram determinadas as
atividades lipoliticas sob diferentes velocidades de agitacdo (400 a 900 rpm) e em condicbes
de aeracdo de 2 a 4 L/min. A maxima atividade foi determinada no inicio da fase
estaciondria de crescimento celular (20 a 22 h), sob agitacdo de 900 rpm e aeracéo de 4
L/min. Com relagé@o a variacdo do pH na producdo de enzimas, o pH foi 4,5 — 5,0 no inicio
dos experimentos, diminuindo até 3,5 durante 8 — 10 h de cultivo para em seguida, aumentar
até 5,2 — 5,4 quando a taxa de biossintese de lipases foi elevada.

As lipases tém sido produzidas também por mutante de Yarrowia lipolytica em cultivo
submerso em frasco de Erlenmeyer na presenca de glicose, extrato de levedura, peptona e
sais minerais. Foi confirmado que a triptona estimulou a atividade especifica cujo valor
médio atingiu 241,6 U/mg, dependendo do tipo e quantidade de peptideos presentes nesse
nutriente. Foram isolados os peptideos que induziram a producéo de lipases e determinada
suas composi¢cées quimicas dos aminoacidos (Turki et al. 2009).

Neste trabalho, as lipases néo foram produzidas por C. lipolytica quando o substrato
foi o oOleo diesel, nem utilizando a &gua destilada, nem a agua do mar nos cultivos
submersos na presenca de fontes de nitrogénio e de fésforo. A literatura apresenta trabalhos
investigando a relagdo entre lipases e poluentes organicos. Em solos contaminados com
Oleo diesel, Riffaldi et al. (2006) determinaram a diminuicdo de atividades lipoliticas quando

esses solos foram submetidos a biorremediagéo.
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Margesin et al. (1999) propuseram uma monitorizacdo da biorremediacdo de solos
contaminados por diesel em funcdo do comportamento de atividades lipoliticas. O nimero
de microrganismos degradadores de diesel e as atividades das lipases foram
correlacionados com o residual de hidrocarbonetos do solo cuja concentracdo diminuiu
enguanto a atividade enzimatica e o nimero de microrganismos aumentaram com o tempo,
independente da fertilizagdo das amostras de solo. Esses autores propuseram que 0S
sistemas enzimaticos para degradacdo de lipideos sdo similares aos envolvidos na
degradacdo de diesel e que a adicdo de nutrientes aumenta a atividade metabdlica e a
biomassa microbiana capazes de degradar tanto os hidrocarbonetos como os lipideos.

Margesin and Schinner (1997) investigaram a variacdo do numero de células
microbianas e da atividade lipolitica em amostras de solos contaminados por 6Oleo diesel
numa area glacial com temperatura média de 7 °C e altitude cerca de 3000 m acima do nivel
do mar. Em trés anos consecutivos de investigacdo, foi determinada uma remocéao
crescente do 6leo diesel para um nimero de microrganismos heterotréficos na faixa de 10" a
10® UFC/g de solo enquanto as atividades das lipases diminuiram com o tempo, em ambas
amostras de solo, bioestimuladas ou ndo. A presenca dos fertilizantes favoreceu o aumento
das contagens microbianas apenas no primeiro ano. Esses autores determinaram um
nimero de microrganismos heterotréficos degradadores de 6leo diesel na ordem de 10°
UFC/g de solo.

Margesin et al. (2007) monitoraram a atividade lipolitica, durante a biorremediacao de
solos contaminadados por 0Oleo diesel nas concentracdes de 2500 a 20.000 mg/Kg de solo.
Nos tratamentos dos solos contaminados por bioestimulagcdo com fertilizantes, a atividade
das lipases aumentou nas amostras cujas concentragdes de 6leo diesel foram menores do
que 20.000 mg/Kg solo. Paralelamente, a degradacdo dos TPH foi quatro vezes maior
quando comparado com as amostras de solo nao fertilizadas. A remocado maxima dos TPH
atingiu 80 % para a maior concentragéo de 6leo diesel, 20.000 mg/Kg solo, em 38 dias de

biorremediacdo. As lipases foram utilizadas como indicador biolégico durante os



113
SOUZA, F. A. S. D. Biodegradaco de Oleo Diesel por Candida lipolytica em agua do mar

experimentos. Apos atingir a atividade méxima, essa atividade diminuiu quando foram
adicionadas as amostras de solo, concentraces menores que 5000 mg TPH/Kg de solo
enquanto permaneceram aproximadamente constante na presengca de concentragfes
elevadas de 6leo diesel. Nao foram determinadas variagdes significativas nas atividades das
lipases durante a biorremediacéo dos solos ndo contaminados.

Para concluir convém ressaltar a capacidade demonstrada pela levedura C. lipolytica
de comportar-se simultaneamente como microrganismo degradador de 6leo diesel e como
microrganismo produtor de bioemulsificante(s)/biossurfactante(s), caracteristica amplamente
desejavel em aplicacdes de biorremediagdo. O meio formulado neste trabalho, 4gua do
mar suplementada com 1,0% (p/v) de sulfato de aménio e 1,0% (p/v) de fosfato monobasico
de potassio, assim como os bioemulsificantes/biossurfactantes sintetizados no mesmo por
C. lipolytica tem potencial para remediacdo de locais contaminados por petrdleo tanto de
uma perspectiva econdmica quanto ambiental. Desde que a salinidade tipica nos ambientes
marinhos é de 3,0 a 3,5 %, a levedura C. lipolytica também pode ser utilizada para
bioremedi¢cdo in situ em ambientes marinhos, ja que nos experimentos realizados ela
apresentou toleréncia a salinidades de até 6,1%. Esse trabalho também fornece dados para
modelagem, usando técnicas convencionas e de inteligéncia artificial, de processo de

biodegracéo de 6leo diesel por C. lipolytica em agua do mar.
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Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica de agua do mar*

Pardmetro Fisico-quimico Valor
Condutividade elétrica a 20° C 49100,00
Dureza Total 6500,00
Calcio (mg/L em Ca) 1002,00
Magnésio (mg/L em Mg ) 972,80
Sadio (mg/L em Na) 11125,00
Potassio (mg/L em K) 875,00
Cloretos (mg/L em CI) 20500,00
Sulfatos (mg/L em SQy) 3408,00

*Praia préxima a refinaria Abreu e Lima, no Porto de Suape,

em Pernambuco.
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Tabela 2. Composi¢ao ibnica dos seis principais sais presentes na agua do mar

ion Composicao I6nica da Abundéancia l6nica
agua do mar* (%o) na agua do mar* (%)

Calcio (Ca™) 1,00 2,64
Magnésio (Mg ™) 0,97 2,57

Sadio (Na) 11,13 29,37
Potassio (K") 0,88 2,31
Cloretos (CI") 20,50 54,11
Sulfatos (SO4") 3,41 9,00

Total 37,88 100,00

*Praia préxima a Refinaria Abreu e Lima, no Porto de Suape, Pernambuco, Brasil.
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Tabela 3. Niveis e valores das variaveis independentes (ou fatores) do 1° planejamento

fatorial completo 2*

Variavel Nivel
Independente -1 0 +1
Oleo diesel (%Viv) 3,00 9,00 15,00
(NH,),CO (%op/v) 0,10 0,25 0,40
(NH4)ZSO4 (%p/V) 0,10 0,60 1,1
KH,PO, (%op/v) 0,68 1,36 2,04
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Tabela 4. Niveis e valores das variaveis independentes (ou fatores) do 2° planejamento

fatorial completo 2*

130

Variavel Nivel

Independente -1 0 +1
Aguadomar (% viv) 0 50 100
(NH,),CO (% piv) 0 0,25 0,5
(NH4)2SO4 (% p/V) 0,2 0,4 0,6
KH,PO, (% plv) 0,5 1 15
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Tabela 5. Composi¢cGes dos meios de crescimento dos indculos do 2° planejamento fatorial

Composicéao Agua do Mar (NH,),CO (NH,),S0O, KH,PO,
Meio In6culo (%viv) (Yop/v) (%P/V) (%P/V)
1 0 0,25 0,4 1
2 50 0,25 0,4 1

3 100 0,25 0,4 1
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fatorial completo 2°
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Nivel
Fator 1 0 1
pH 4 7 10
(NH4)2SO4 (% p/V) 0,0 0,5 1,0
KH,PO, (% p/v) 1,0 1,5 2,0
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Tabela 7. Matriz do 1° Planejamento Fatorial Completo 2* descodificada e resultados de

atividade de emulsificacdo (AE) para emulsdo agua-em-6leo de milho, tensdo superficial

(TS), pH e salinidade de filtrados livres de células, com 168h de cultivo.

Oleo

(NH2):CO  (NH,)2SO,

KH,PO,

, ; 0 0 0 AE TS Salinidade
Ensaio g}o(i/s}s; (Yop/v) (Yp/v) (%p/v) (UAE)  (mN/m) pH (%)
1 1,0 0,10 0,10 0,68 6,000 49,22 5,14 46
2 5,0 0,10 0,10 0,68 5996 47,33 5,19 45
3 1,0 0,40 0,10 0,68 5872 49,14 6,08 42
4 5,0 0,40 0,10 0,68 5,784 43,48 5,65 50
5 1,0 0,10 1,10 0,68 6,000 52,55 544 53
6 5,0 0,10 1,10 0,68 5836 49,15 511 56
7 1,0 0,40 1,10 0,68 5844 46,28 5,87 46
8 5,0 0,40 1,10 0,68 5454 52,43 5,68 57
9 1,0 0,10 0,10 2,04 5654 50,84 4,97 53
10 5,0 0,10 0,10 2,04 5,692 53,61 4,92 53
11 1,0 0,40 0,10 2,04 5830 49,21 6,02 55
12 5,0 0,40 0,10 2,04 5,982 50,13 5,93 53
13 1,0 0,10 1,10 2,04 5658 49,13 5,07 61
14 5,0 0,10 1,10 2,04 5984 48,16 5,07 65
15 1,0 0,40 1,10 2,04 5682 47,16 5,85 61
16 5,0 0,40 1,10 2,04 5,796 51,94 5,72 60
17 3,0 0,25 0,60 1,36 6,000 51,44 5,39 49
18 3,0 0,25 0,60 1,36 6,000 46,68 5,35 45
19 3,0 0,25 0,60 1,36 5852 49,56 541 51
20 3,0 0,25 0,60 1,36 6,000 4891 5,69 48
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Tabela 8. Matriz do 2° Planejamento Fatorial Completo 2* descodificada e resultados de
atividade de emulsificagédo para emulsédo agua-em-6leo de milho (AEM), agua em-
hexadecano (AEH) e agua-em-oleo diesel (AED) e tenséo superficial (TS) de filtrados livres
de células, com 168h de cultivo.

Ensaio Agua (NHZ)ZCO (NH4)ZSO4 KH2PO4 AEH

AEM AED TS
Mar (%p/v) (%p/v) (%p/v) (UAE)

(%vIv) (UAE) (UAE) (mN/m)
1 0 0 0,2 0,5 6,00 0 0 45,05
2 100 0 0,2 0,5 5,77 0 0 46,47
3 0 0,5 0,2 0,5 6,00 0 0 53,3
4 100 0,5 0,2 0,5 6,00 0 0 53,57
5 0 0 0,6 0,5 5,82 0 0 52,27
6 100 0 0,6 0,5 6,00 0 0 53,24
7 0 0,5 0,6 0,5 6,00 0 0 50,58
8 100 0,5 0,6 0,5 6,00 0 0 46,67
9 0 0 0,2 15 5,66 0 0 47,54
10 100 0 0,2 15 5,37 0 0 43,76
11 0 0,5 0,2 15 5,94 0 0 47,61
12 100 0,5 0,2 15 5,78 0 0 47,58
13 0 0 0,6 15 591 0 0 42,35
14 100 0 0,6 15 5,98 0 0 50,98
15 0 0,5 0,6 15 6,00 0 0 42,22
16 100 0,5 0,6 15 6,00 0 0 48,44
17 50 0,25 0,4 1 6,00 4,18 3,80 49,44
18 50 0,25 0,4 1 6,00 4,69 3,38 44,26
19 50 0,25 0,4 1 6,00 4,25 3,40 47,75
20 50 0,25 0,4 1 5,95 4,17 3,82 49,21
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Tabela 9. Matriz do 3° Planejamento Fatorial Completo 2° descodificada e resultados de
concentracao celular do cultivo (CPML) com 120 horas, atividade de emulsificagdo (AE) para

emulsdo agua-em-06leo de milho, tenséo superficial (TS), pH final, salinidade (SAL) de

cultivos de 120 horas livres de células. O pH inicial dos cultivos é fornecido na primeira
coluna da tabela.

Ensaio pH (NH4),SO, KH,PO, CPML AE TS pH SAL
inicial (%op/v) (%p/v) (cel/mL) (UAE) (mN/m) final (%o)
1 4.0 0 1,0 1 x102 5,808 51,32 4,26 44
2 10.0 0 1,0 2 x 102 6 48,47 7,95 40
3 4.0 1,0 1,0 1 x 10? 5,818 54,79 3,48 54
4 10.0 1,0 1,0 6 x 10° 5,746 47,44 9,72 48
5 4.0 0 2,0 1 x 10? 5,852 51,97 3,82 50
6 10.0 0 2,0 2 x 10° 6 46,79 9,18 50
7 4.0 1,0 2,0 1 x 10? 6 50,8 3,77 60
8 10.0 1,0 2,0 3x10° 5,526 41,29 9,59 51
9 7.0 0,5 15 2 x 102 5,846 51,09 6,61 47
10 7.0 0,5 15 2 x 102 5,986 55,83 6,67 47
11 7.0 0,5 15 1 x 102 6 53,95 6,66 47
12 7.0 0,5 15 1 x 102 5,884 48,23 6,74 48
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Tabela 10. Perfis cinéticos da levedura C. lipolytica cultivada sob diferentes condicoes
nutricionais: (C1) Agua do mar + Oleo diesel - composi¢éo idéntica a do ensaio 4 do terceiro
planejamento; (C2) Agua destilada + Oleo diesel e (C4) Agua destilada + Oleo de milho.

Perfil cinético Condicdao 1 Condicao 2 Condicéo 4
Fase de decaimento (h) 0-24 0-24 72 - 96
Taxa de decaimento celular (%) 017 - 0,29 _0.11
Fase de crescimento exponencial (h) 24 - 48 ND* 24 - 48
Velocidade de crescimento maxima pmax (h™) 011 0 0.21
Tempo de geracdo G (min) 6.4 0 33
Fase estacionaria (h) 72 - 96 24 - 96 48 - 72
Concentracéo celular maxima (UFC/mL) 1 x 10° ND® 9 x 10°
Variacdo de pH (0 a 96h) 9,6-9,5 9,7-9,1 9,2-6,1

IND - N&o determinado
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1. Diagrama de Pareto para 1° planejamento fatorial 2* tendo como variaveis
independentes as concentracdo de (1) diesel, (2) uréia, (3) sulfato de aménia e (4) fosfato de
potéssio e como variavel resposta a atividade de emulsificagdo para emulsdes agua em 6leo

de milho.

Figura 2. Diagrama de Pareto para 1° planejamento fatorial 2* tendo como variaveis
independentes as concentracao de (1) diesel, (2) uréia, (3) sulfato de aménia e (4) fosfato de

potéssio e como variavel resposta a tenséo superficial.

Figura 3. Diagrama de Pareto para 2° planejamento fatorial 2* tendo como variaveis
independentes as concentracdo de (1) agua do mar, (2) uréia, (3) sulfato de amdnia e (4)
fosfato de potassio e como variavel resposta a atividade de emulsificacdo para emulsbes

agua em Gleo de milho

Figura 4. Diagrama de Pareto para 2° planejamento fatorial 2* tendo como variaveis
independentes as concentracdo de (1) agua do mar, (2) uréia, (3) sulfato de amdnia e (4)

fosfato de potassio e como variavel resposta a tensdo superficial.

Figura 5. Diagrama de Pareto para 3° planejamento fatorial 2% tendo como variaveis
independentes as concentra¢do de (1) pH inicial, (2) sulfato de amdnia e (3) fosfato de
potéssio e como variavel resposta a atividade de emulsificagdo para emulsdes agua em 6leo

de milho.

Figura 6. Diagrama de Pareto para 3° planejamento fatorial 2° tendo como variaveis
independentes as concentragdo de (1) pH inicial, (2) sulfato de amobnia e (3) fosfato de

potéssio e como variavel resposta a tenséo superficial.

Figura 7. Diagrama de Pareto para 3° planejamento fatorial 2% tendo como variaveis
independentes as concentracdo de (1) pH inicial, (2) sulfato de aménia e (3) fosfato de

potassio e como variavel resposta a concentracéo celular com 120 horas de cultivo.
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Figura 8. Diagrama de Pareto para 3° planejamento fatorial 2° tendo como variaveis
independentes as concentracdo de (1) pH inicial, (2) sulfato de aménia e (3) fosfato de

potéssio e como variavel resposta o pH final.

Figura 9. Diagrama de Pareto para 3° planejamento fatorial 2° tendo como variaveis
independentes as concentracdo de (1) pH, (2) sulfato de aménia e (3) fosfato de potéssio e

como variavel resposta a salinidade

Figura 10. Cultivos de C.lipolytica crescida durante 120 horas, a 28°C e 150 rpm, em agua
do mar natural suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo e tendo 6leo diesel como
Unica fonte de carbono,: (a) meio 1 (pH inicial 4) (b) meio 4 (pH inicial 10) e (c) meio 10 ( pH

inicial 7) .

Figura 11. Cultivos de C.lipolytica crescida durante 120 horas, a 28°C a 150 rpm, em agua
do mar natural suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo e tendo 6leo diesel como
Unica fonte de carbono, em pH 10,0. (a) Cultivo com microrganismo (b) Controle — cultivo

sem microrganismo

Figura 12. Crescimento de C.lipolytica em diferentes condi¢es de cultivo: (C1) Agua do
mar + Oleo diesel - composigao idéntica a do ensaio 4 do terceiro planejamento; (C2) Agua
destilada + Oleo diesel; (C3) Agua do mar + Oleo de milho; (C4) Agua destilada + Oleo de

milho.

Figura 13. Perfis de (a) crescimento, tenséo superficial, salinidade e (b) pH e atividades de
emulsificagéo para 6leo de milho e 6leo de motor da levedura C.lipolytica UCP 988 crescida
em 4gua do mar tendo 6leo diesel como Unica fonte de carbono. Perfis de (c) crescimento,
tensdo superficial, salinidade e (d) pH e atividades de emulsificacdo para 6leo de milho e
Oleo de motor da levedura C.lipolytica UCP 988 crescida em agua destilada tendo 6leo diesel

como Unica fonte de carbono.

Figura 14. Perfis de (a) crescimento, tensdo superficial, salinidade e (b) pH e atividades de
emulsificacdo para 6leo de milho e 6leo de motor da levedura C.lipolytica UCP 988 crescida
em agua do mar tendo 6leo de milho como Unica fonte de carbono. Perfis de (c) crescimento,

tensdo superficial, salinidade e (d) pH e atividades de emulsificacdo para 6leo de milho e
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Oleo de motor da levedura C.lipolytica UCP 988 crescida em &gua destilada tendo 6leo de

milho como Unica fonte de carbono.

Figura 15. Curvas de estabilidade dos indces de emulsificacdo de emulsdes formadas entre
o cultivo de 96 horas livre de células de C.lipolytica UCP 988 - nas condi¢des C1,C2, C3 e
C4 - e 6leo de milho ou 6leo de motor.

Figura 16. Deteccdo qualitativa de tanase em amostras de liquidos metabdlicos de C.
lipolytica crescida em agua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo,
usando 6leo diesel como Unica fonte de carbono.

Figura 17. Cinética de Producéo de Lacase por C.lipolytica UCP 988 nas condi¢des: (C1)
Agua do mar + 6leo diesel; (C2) Agua destilada + 6leo diesel;(C3) ) Agua do mar + éleo de
milho e (C4) Agua destilada + 6leo de milho.

Figura 18. Cinética de Producdo de Tanase por C.lipolytica UCP 988 nas condicdes: (C1)
Agua do mar + dleo diesel; (C2) Agua destilada + 6leo diesel;(C3) ) Agua do mar + éleo de

milho e (C4) Agua destilada + 6leo de milho
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Figura 10.
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Figura 11.
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Figura 16.
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CONCLUSOES GERAIS

As principais conclus@es decorrentes deste estudo séo:

e Alevedura C. lipolytica UCP 988 é capaz de, em pH apropriado, degradar 6leo diesel
em agua do mar natural suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo e produzir
bioemulsificantes/biossurfactantes e enzimas com potencial de uso em
biorremediacéo.

e A agua do mar natural suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo € um meio
eficiente e de baixo custo para producédo de bioemulsificantes/biossurfactantes;

e Altas atividades de emulsificacdo ndo estdo necessariamente correlacionadas com

baixos valores de tenséo superficial.





