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RESUMO

Derramamentos de petréleo e derivados, como querosene e diesel, em agua do
mar sdo motivos de preocupacdo mundial devido aos sérios efeitos causados ao meio
ambiente marinho e costeiro. A taxa de biodegradacdo de hidrocarbonetos em agua do
mar € afetada por inUmeros parametros fisico-quimicos e biologicos, incluindo o niamero e
a diversidade de micro-organismos enddgenos, as condigbes para a atividade de
degradacdo microbiana (presenca de nutrientes, oxigénio favoravel e condi¢cdes de pH e
temperatura), a quantidade, a qualidade e a biodisponibilidade dos contaminantes e
caracteristicas da agua do mar. Neste trabalho, dois planejamentos fatoriais completos 2*
foram realizados para analisar a influencia do pH (6; 10 e 14) e das concentracdes de
querosene e nutrientes (sulfato de aménio e fosfato monobasico de potassio) sobre
degradacao de querosene e producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes por Candida
lipolytica UCP 0988 em &gua do mar. A dgua do mar usada nos ensaios foi coletada em
praia préxima ao Porto de Suape, Pernambuco, Brasil. Os ensaios de biodegradacéo
foram realizados a temperatura de 28°C, em um agitador rotatério a 200rpm, durante 5
dias. A levedura C. lipolytica UCP 0988 foi capaz de utilizar querosene (10%, 20% ou 30%
v/lv) e crescer em agua do mar, suplementada com sulfato de amoénio e fosfato
monobdasico de potassio, produzindo biossurfactantes com altas atividades de
emulsificacdo. A fitotoxicidade de amostras biodegradadas coletadas com 5 dias foi
avaliada usando técnicas de germinacdo e crescimento radicular de feijées-macacar
(Vigna ungiculata (L.) WALP.)

Palavras-Chaves: biodegradacdo, querosene, agua do mar, Candida lipolytica,

biossurfactante, planejamento fatorial.
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ABSTRACT

Spills of oil and oil products, such as kerosene and diesel in seawater are cause for
concern worldwide due to serious effects caused to the marine and coastal environment.
The rate of biodegradation of hydrocarbons in sea water is affected by many physical,
chemical and biological parameters, including the number and diversity of endogenous
microorganism, the conditions for microbial degradation activity (presence of nutrients,
oxygen and favorable conditions pH and temperature), the quantity, quality and
bioavailability of contaminants and characteristics of sea water. In this work, two 2* full
factorial designs were carried out to analyze the influence of pH (6, 10 and 14) and
concentrations of kerosene and nutrients (ammonium sulfate and potassium phosphate
monobasic) on degradation of kerosene and production bioemulsifiers/biosurfactants by
Candida lipolytica UCP 0988 in seawater. The seawater used in the tests was collected
near the beach in Suape Harbor, Pernambuco, Brazil. The biodegradation tests were
performed at the temperature of 28 ° C, on a rotatory shaker at 200 rpm, for 5 days. The
yeast C. lipolytica UCP 0988 was able to use kerosene (10%, 20% or 30% v / v) and grows
in seawater, supplemented with ammonium sulfate and potassium phosphate monobasic,
producing biosurfactants with high emulsification activity. The phytotoxicity of
biodegradated samples collected with 5 days was evaluated using seed germination and

root elongation techniques with Makassar beans (Vigna ungiculata (L.) Walp.).

Key words: biodegradation, kerosene, seawater, Candida lipolytica, biosurfactant, factorial
design.
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1.1 INTRODUCAO

A poluicdo de ecossistemas marinhos por hidrocarbonetos é sempre causa de preocupacao
(LEAHY e COHLWELL, 1990). Derramamentos de petréleo e seus derivados podem ocorrer por
diversos motivos, tais como, falha no equipamento, acidentes, atitudes deliberadas ou erro
humano (ANDERSON e LABELLE, 2000).

O vazamento de petréleo no Golfo do México em 2010 ja é o pior na histéria (KING, 2010)
e superou o provocado pelo acidente do petroleiro Exxon Valdez no Alasca em 1989, que
derramou mais de 40 milhdes de litros de petrdleo (BODKIN et al., 2002). A refinaria Abreu e
Lima - instalada no Porto de Suape, Pernambuco - ird processar petréleo bruto. A refinaria
aumentard o desenvolvimento sécio-econdmico da regido e também a responsabilidade técnico-
cientifica com a prevencdo e a remediagdo de contaminagéo do solo e da agua por petréleo e

derivados.

A biorremediacéo pode ser considerada como uma tecnologia alternativa para tratar locais
contaminados mediante o uso de agentes biol6gicos capazes de modificar ou decompor
poluentes alvos. Estratégias de biorremediacdo incluem: a utilizacdo de micro-organismos
autoctones, ou seja, do proprio local sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de
remediacdo (biorremediagdo intrinseca ou natural); a adicdo de agentes estimulantes como
nutriente, oxigénio e biossurfactante (bioestimulag&o); a inoculagdo de consércios microbianos
enriquecidos (bioaumento) (BENTO et al., 2005). Uma biorremediagcdo bem sucedida de
sistemas contaminados por petréleo e seus derivados, requer conhecimento das caracteristicas
do lugar e dos parametros que afetam a biodegradagcdo microbiana dos poluentes (SABATE et
al., 2004).

Diversos fatores afetam a biodegradacdo de hidrocarbonetos de petr6leo no ambiente.
Exemplos tipicos destes fatores limitantes sdo: composicdo quimica dos hidrocarbonetos de
petroleo, estado fisico, intemperismo, temperatura, nutrientes minerais, reacdes (pH baixos
podem ser limitantes) e micro-organismos, entre outros. Apesar das bactérias serem
provavelmente as maiores responsaveis pela biodegradacao de hidrocarbonetos no ambiente, os
fungos filamentosos e as leveduras (CERNIGLIA e GIBSON, 1977; OUDOT et al.,, 1987;
MACGILLIVARY & SHIARIS, 1993), as cianobactérias, as algas e mesmo 0s protozoarios
apresentam capacidade de degradacdo (CERNIGLIA et al., 1979).
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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 (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 ndmero,
também tém sido alvo de pesquisas (DEAN et al.,, 2001; VAN HAMME e WARD, 2001).
Entretanto, leveduras marinhas ndo tém sido estudadas extensivamente para producdo de
surfactantes e emulsificantes, em agua do mar, usando hidrocarbonetos derivados de petréleo
como Unica fonte de carbono. A levedura Candida lipolytica NCIM 3589 isolada de agua do mar
contaminada perto de Bombay, produziu um complexo lipidio-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.,1997). O
biossurfactante produzido apresentou amino-acidos com composicdo semelhante a do
biossurfactante produzido por Candida lipolytica. O emulsificante foi capaz de estabilizar
emulsdes 6leo-em-agua com hidrocarbonetos aromaticos, tais como tolueno, xileno, benzeno e I-
metil-naftaleno. Com 6leo bruto e n-alcanos, as gotas dispersadas separaram em duas fases e,
portanto a formacdo da emulsdo foi instavel (PAREILEUX ,1979). Singh e Desai (1989)
descreveram um emulsificante de Candida tropicalis também ativo sobre hidrocarbonetos

aromaticos, embora as culturas tenham crescido sobre n-alcano, como Unica fonte de carbono.

Outros trabalhos sobre producdo de emulsificantes por Candida lipolytica UCP 0988,
empregando agua do mar diluida a 50%, mas usando como fonte de carbono, éleo de milho
(VANCE-HARROP et al.,1999; VANCE-HARROP 2000; ALBUQUERQUE et al.,, 2006;
ALBUQUERQUE, 2006) e 6leo de babacu (VANCE-HARRORP et al., 2003), também investigaram
e constataram a influéncia da uréia, do sulfato de aménia e do fosfato monobéasico de potassio
sobre a atividade de emulsificagdo. Estudo realizado por Souza (2009) ratificou a importancia do
pH e de fontes de nitrogénio (sulfato de aménio) e fosforo (fosfato monobésico de potassio) sobre

a degradacao de 6leo diesel por Candida lipolytica em agua do mar.

Os nutrientes sdo muito importantes para uma biodegradacdo bem sucedida de poluentes,

especialmente nitrogénio, fésforo e em alguns casos ferro (CONNEY, 1984; LEAHY e COLWEL,
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1990; ATLAS, 1984). Quando um grande derramamento de 6leo ocorre em ambientes marinhos
e de agua fresca, o fornecimento de carbono é dramaticamente aumentado e a disponibilidade
de nitrogénio e fosforo torna-se o fator limitante para a degradagdo do 6leo (ATLAS, 1984).
Petréleo e seus derivados séo parcialmente biodegradaveis, mas essencialmente ndo contem
nitrogénio, fésforo e outros elementos tracos que sao necessarios para estimular a

biodegradacéao.

A poluicdo devido a produtos leves de petrdleo, como gasolina, € tratada eficientemente por
processos fisico-quimicos naturais. Entretanto, combustiveis mais pesados como diesel e o
guerosene levam meses para completa remediacdo natural devido as suas baixas volatilidades
(PAVITRAN et al., 2006). O querosene € um liquido, incolor, inflamével, formado por uma mistura
de hidrocarbonetos alifaticos, nafténicos e aromaticos, com faixa de destilacdo compreendida
entre 190 e 290°C (Von MUHLEN et al., 2006) e apresenta muitos efeitos toxicos sobre plantas,
animais e os seres humanos (SONG e BARTHA,1990).

Informacdes consideraveis sobre a degradacdo microbiana de determinados
hidrocarbonetos simples encontram-se disponiveis na literatura, mas pouco se sabe sobre a
biodegradabilidade de alguns produtos comerciais de petréleo (SUGIURA et al., 1997), como
querosene (NOCENTINI et al.1997, 1998). Segundo o sistema de notificacdo de emergéncias da
guarda costeira dos Estados Unidos, o querosene € um dos produtos petroliferos mais
comumente derramados em ambiente marinho (GOUDA et al., 2007). Biodegradac¢éo apresenta-
se como uma das principais ferramentas para controle de poluicdo por hidrocarbonetos, o que
justifica 0 nimero crescente de pesquisas nesta area; entretanto estudos em laboratério e em
campo, sobre biodegradacdo de querosene em ambiente marinho sdo ainda bastante limitados.
Dentro deste contexto, a presente dissertagdo visa contribuir com os estudos sobre
biorremediacdo de petréleo e derivados em agua do mar, mas especificamente sobre a
degradacdo de querosene e a producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes por Candida

lipolytica UCP 0988, em 4gua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral
Investigar a biodegradacéo de querosene por Candida lipolytica em &gua do mar.
1.2.2 Objetivos Especificos
- Realizar planejamentos fatoriais completos para avaliar os efeitos do pH inicial e das
concentracdes de querosene, sulfato de amoénio e fosfato monobéasico de potassio sobre a

concentracdo de biomassa, a tenséo superficial, a atividade de emulsificacdo, o pH final e a

salinidade de meios de biodegradacao e producdo de bioemeulsificante/biossurfactante.

- Avaliar o potencial de degradacéo de querosene por Candida lipolytica UCP 0988, em agua do

mar suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.

- Avaliar o potencial de producdo de bioemulsificantes/biossurfactantes por Candida lipolytica

UCP 0988, em agua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.

- Avaliar a toxicidade do querosene bioprocessado sobre a germinagéo e o crescimento radicular

de feijdes macagar (Vigna ungiculata (L.) WALP.).
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Importancia Ambiental de Oceanos e Mares

A vida em nosso planeta depende dos oceanos, que séo fontes de oportunidade, riqueza e
abundéancia. Cerca de 71% da superficie deste planeta é coberta por 4gua salgada. Os oceanos
nos fornecem alimentos, energia, 4gua e mantém o sustento de centenas de milhfes de
pessoas. De acordo com a Avaliagdo da Biodiversidade Global (Global Biodiversity Assesment),
produzido pelo Programa Ambiental das Na¢des Unidas, existem 178.000 espécies marinhas em
34 filos (SUBRAMANIAN, 1998).

Um ambiente marinho diversificado € condicao primordial para a vida no planeta. Durante o
curso do desenvolvimento da terra uma enorme diversidade de formas de vida foi criada. As
atividades humanas tém um grande efeito sobre os ecossistemas e tém provocado a extingédo de
varias espécies. Extin¢ao - superior a de qualquer outro periodo dos ultimos 60 milhdes de anos -
cujo grau estd aumentando, devido a destruicdo sistematica de ecossistemas biologicamente
diversos e a ruptura de habitats. Embora, ainda néo esteja completamente claro, o impacto que
tal perturbacéo tera sobre as formas de vida na terra, ele reduzir a capacidade de resposta da
biosfera aos contratempos e consequentemente as possibilidades das diversas formas de vida,
inclusive humana, sobreviverem em condi¢cdes novas e variadas (FRIOLEIFSDOTTIR et al.,
2004).

No entanto, a importancia de oceanos e mares ndo se limita a biodiversidade e a sua agéo
sobre ciclos de nutrientes, ou seu potencial bioquimico e farmacolégico. Todo o processo de
regulacéo climatica do planeta e os ciclos hidrolégicos dependem da enorme massa de agua
disponivel e de sua capacidade de armazenar calor (apenas a camada superficial de 2 a 3
metros é capaz de armazenar mais calor que toda a atmosfera) e absorver de gas carbonico -
cerca de 2 bilhdes de toneladas por ano (JABLONSKI, 2003).

Além dos aspectos climaticos e metereolégicos, os oceanos sdo fundamentais por outros
motivos: o comércio internacional se utiliza bastante da marinha mercante para transportar as
mais variadas mercadorias, e programas de defesas nacionais sdo cada vez mais dependentes
de operacoes navais. Da mesma forma, 0s recursos minerais encontrados nos fundos dos

oceanos, entre eles o petrdleo e o gas natural, representam fontes de energia valiosas e
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propulsoras da sociedade moderna, e sua extragcdo transformou-se em um dos negdécios mais

lucrativos do planeta, gerando riquezas incalculaveis (SANTOS, 2006).

1.3.2 Poluicdo de Oceanos e Mares

Os mares e oceanos tém sido utilizados como lixeira por varias décadas e a conscientizacao
dos riscos da poluicdo é algo recente em nossa sociedade (LITERALHY, 1993).

A Lei sobre a Prevencdo da Poluicdo Oceénica, n © 32/1986, define poluicdo oceénica
como aquela que ocorre quando micro-organismos, substancias quimicas e compostos quimicos,
introduzidos nos oceanos, tém um efeito indesejavel ou nocivo sobre a saude publica, perturbam a
biosfera ou contaminam solo, ar ou agua. Poluicdo oceéanica também inclui desconforto devido ao
mau cheiro ou gosto, qualquer tipo de ruido ou vibracao, radioatividade, e transferéncia de calor.
A Convencgédo OSPAR, que diz respeito a protecdo do ambiente marinho, define poluicdo marinha
como a introducdo pelo homem, direta ou indiretamente, de substancias ou de energia na zona
maritima, que resultem, ou possam resultar, em perigo a salde humana, danos a recursos vivos e
ecossistemas marinhos, prejuizos a areas apraziveis ou interferéncia em outros usos legitimos do
mar (FRIOLEIFSDOTTIR et al., 2004).

Para um mundo que baseia grande parte de sua existéncia sobre a utilizacdo de recursos

da vida marinha, € importante que aos oceanos e seus recursos seja dada protecao suficiente

contra a poluicdo e outros impactos ambientais antropogénicos adversos (KENNEDY et al., 2002).

1.3.3 Impactos Ambientais da Industria Petrolifera

As atividades do setor petrolifero podem gerar grandes impactos ambientais. Durante a
producao, refino, distribuicao e transporte de petroleo e seus derivados, além do elevado consumo
de a4gua e energia, diversos gases nocivos séo liberados para a atmosfera e grandes quantidades
de despejos liquidos e residuos solidos de dificil tratamento e armazenamento sdo produzidos.
Devido & grande variedade de processos e operagfes realizadas, o armazenamento e liberacéo
inadequada desses residuos e do proprio produto no ambiente, podem ocasionar sérios problemas
e acidentes, como vazamentos e explosfes, devido a falha humana ou do equipamento ou por
erros deliberados (ANDERSON e LABELLE, 2000; MORENO; CORSEUIL, 2001).

Os ambientes marinhos e costeiros estdo entre 0os mais atingidos, devido a proximidade

com o local de refino e/ou transporte desses 0leos ou efluentes, cuja  principal caracteristica é o
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espalhamento sobre as 4guas maritimas, formando uma camada que impede as trocas gasosas e
a passagem da luz. Isso provoca a asfixia dos animais e impossibilita a realizacao da fotossintese
por parte dos vegetais e do plancton e também induz efeitos relacionados nédo apenas ao volume
derramado, que podem prejudicar a curto, médio e longo prazo uma remedia¢cdo de todo local
impactado (MARIANO, 2001).

Utilizacdo sustentéavel de recursos, baseada em principios de desenvolvimento sustentavel,
€ a chave para a conservacdo e o gerenciamento racional e responsavel dos recursos dos
oceanos e mares. O gerenciamento dos recursos da vida marinha deve se fundamentar em
pesquisas e recomendagodes cientificas e em uma estrutura legal que realmente reflita os

conceitos e o0s objetivos do desenvolvimento sustentavel (KENNEDY et al., 2002).

1.3.4 Petroleo

O petréleo pode ser tratado como uma mistura sélida, liquida ou gasosa, complexa, de
ocorréncia natural, formada predominantemente por hidrocarbonetos e outros compostos
organicos. Apresenta freqlientemente quantidades significativas de nitrogénio, enxofre e oxigénio,
além de pequenas quantidades de niquel, vanadio e outros elementos. Os hidrocarbonetos do
petroleo podem ser classificados em fungéo de sua estrutura molecular como alifaticos ou ciclicos.
Os hidrocarbonetos alifaticos possuem cadeias abertas, saturadas ou ndo, e sdo compostos pelos
n-alcanos (ou parafinas) e isoalcanos. Os hidrocarbonetos ciclicos sdo aqueles que possuem
estruturas fechadas, podendo também ser ramificados e sdo compostos pelos ciclo-alcanos
(nafténlcos) e aromaticos. A composi¢cado quimica do petréleo é muito diversificada e depende de
varios aspectos como: composicdo da matéria organica, temperatura da maturacdo da matéria
organca, ambiente geolégico onde foi formado etc (TISSOT; WELTE,1984). Em média, o petrdleo

apresenta cerca de 30% de alcanos, 50% de ciclo alcanos e 15% de aromaticos (UNEP, 1991).

1.3.4.1 Hidrocarbonetos Saturados

Os hidrocarbonetos saturados possuem ligagBes simples entre seus atomos de carbono e
sdo encontrados em maiores quantidades no petréleo. Podem ser classificados em alcanos
normais, ramificados e ciclicos (TISSOT e WELTE, 1984). Os alcanos normais ou n-alcanos
(CnH2n+2) s@o moléculas com cadeia de carbono lineares e sem ramificacdes. Possuem de um a

guarenta atomos de carbono, sendo raramente encontradas moléculas de maior peso molecular
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ou com um numero de carbono acima de 40. Os n-alcanos com mais de vinte &tomos de carbono
sédo conhecidos como alcanos de alto peso molecular e o0s menores como alcanos de baixo peso
molecular (TISSOT e WELTE, 1984; BLANC e CONNAN, 1994).

1.3.4.2 Hidrocarbonetos Insaturados

Os hidrocarbonetos insaturados contém um numero menor de hidrogénio por &tomos de
carbono, quando comparados aos n-alcanos. Possuem ligacdes duplas ou triplas entre seus
atomos de carbono e sdo quimicamente instaveis, podendo ser encontrados no petréleo, por
exemplo, na forma de n-hexeno, n-hepteno e n-octeno (BLANC e CONNAN, 1994).

Devido sua estrutura molecular carbono-carbono insaturado, estes compostos vém sendo
estudados para a utilizagdo na produgéo de compostos de alto valor agregado, através de reagdes
de métatese da porcdo olefinica da molécula que ocorre por catalise, levando a formagéo de
outros olefinicos apdés uma recombinacdo desses fragmentos, gerando a partir disso diversos
resultados como o fechamento dos anéis, troca de elementos constituintes, formagéo de dienos,
polimerizacéo, etc (AMAS,1989).

A partir de oleatos e linoleatos pode-se obter ésteres dicarboxilicos insaturados, que séo
matérias-primas para a sintese de poliésteres, poliamidas etc, constituindo um exemplo a
metatese cruzada do oleato de metila com eteno, que leva a formacao de 9-decenoato de metila.
Este ultimo pode ser empregado na sintese de varios polimeros e copolimeros, tal como o nylon-
1076 (MOL, 1994).

1.3.4.3 Hidrocarbonetos Aromaticos Policiclicos (HAP’s)

As moléculas dos hidrocarbonetos aromaticos sdo formadas por uma estrutura fechada na
forma de anel com seis atomos de carbono. O benzeno (C¢Hs) apresenta estrutura molecular
ciclica com ligacdes simples e duplas intercaladas, sendo o hidrocarboneto aromatico mais
simples da classe. No petréleo sdo encontrados hidrocarbonetos aromaticos formados pela fusédo
de dois ou mais anéis benzénicos denominados de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos
(HAP’s). Os compostos com até quatro anéis benzénicos sdo os mais abundantes, sendo
conhecidos como: naftaleno (2 anéis); antraceno e fenantreno (3 anéis); pireno,

benzo(a)antraceno e criseno (4 anéis) (SPEIGHT, 1991).
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Existe uma imensa variedade de HAP’s no meio ambiente, grande parte deles possuindo
caracteristicas estruturais e propriedades muito similares entre si, sendo comum a existéncia de
isdbmeros (GRISOLIA, 2000). As propriedades quimicas e fisicas dos HAP’s sdo em grande parte
determinadas por seus sistemas de duplas liga¢cdes conjugadas, que variam com o numero de
anéis e, portanto, com sua massa molécular (PAJE, 1998).

Os compostos aromaticos apresentam elevada toxicidade e a gravidade da intoxicacao
depende da natureza do composto aromético, da quantidade ingerida ou inalada e do tempo de
exposicao (BANJOO, 2005). Os HAP’s além de provocarem sérios problemas a salude humana,
mesmo em baixas concentragfes, também s&o cumulativos nos diversos micro-organismos
expostos (animal ou vegetal) presentes no meio ambiente, em particular nas aguas (FATIMA e
AHMAD, 2006). Entre os diversos componentes do petrdleo, os hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (HAP’s), sdo os contaminantes ambientais mais perigosos, devido aos seus efeitos

genotoxicos, mutagénicos e carcinogénicos (AINA et al, 2006).

1.3.4.4 Produtos derivados de Petroleo

Nas refinarias, o petroleo é submetido a destilacdo fracionada sendo separado nos
seguintes produtos: éter de petrdleo (20 a 60 °C); benzina ( 60 a 90 °C); nafta (90 a 120 °C);
gasolina ( 40 a 200 °C); querosene (150 a 300 °C); gasoleo (PT) ou dleo diesel (BR) (250 a
350 °C); oleos lubrificantes ( 300 a 400 °C). Asfalto, piche e coque sado residuos da destilacdo

fracionada do petréleo.

1.3.5 Querosene

O querosene é um hidrocarboneto incolor, inflamavel, liquido e tem muitos efeitos téxicos
sobre as plantas, os animais e os seres humanos (SONG e BARTHA, 1990). E obtido a partir da
destilacdo fracionada do petréleo a 150°C e 290°C, fracdo entre a gasolina e o 6leo diesel, com um
namero de carbonos na sua maioria dentro do intervalo de C9 a C16. O produto possui diversas
caracteristicas especificas como uma ampla curva de destilacdo, conferindo a este um excelente
poder de solvéncia e uma taxa de evaporacao lenta, além de um ponto de inflamacao que oferece
relativa seguranga ao manuseio, é insoltvel em agua (Von MUHLEN et al., 2006).

Entre os componentes principais do querosene, 0s constituintes em maior proporgéo (68%)

sdo as parafinas (alcanos) - com cadeia normal variando entre C11 e C12 - e as cicloparafinas
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(cicloalcanos) (ATLAS, 1984). Os aromaticos (13,7%) incluem: toluenos e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos - HPA (benzeno e benzeno substituido, aquilbenzenos), nafténicos

(naftaleno e naftaleno substituido) e olefinas (alcenos), a partir de aproximadamente Cg a C20

(IRWIN et al., 1997; KALME, 2008).

Quanto as caracteristicas do processamento de seu refino, o querosene é considerado um
composto médio destilado. Os médios destilados incluem, além do querosene comercial
(querosene iluminante - QI), o éleo diesel e o 6leo combustivel. As propor¢des dos componentes
podem variar de um tipo de querosene para outro, ou ainda, de um poco de petréleo para outro
(KANIKKANNAN et al., 2001). Em estudos detalhados sobre a composi¢cdo do querosene através
da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa, foram identificados mais
de 20 diferentes HPA’s (dentre os que se destacam alquilnaftalenos, acenaftenos, fenantreno,
antraceno) e mais de 60 hidrocarbonetos aromaticos em quantidades tracos (BERNABEI et al.,
2003).

O ponto de ebulicdo do querosene se situa, normalmente, bem acima do ponto de ebuli¢cdo
do benzeno. Sendo comum encontrar variados tipos de querosene que apresentam ponto de
ebulicdo um pouco mais proximo ao do benzeno, devido as misturas realizadas com esta
substancia (IRWIN et al, 1999).

Da mesma forma que os demais derivados liquidos do petréleo, o querosene é
armazenado em tanques nos terminais de combustiveis. Como sao recebidos carregamentos dos
mais diversos portos e refinarias, dentro ou fora do territério brasileiro, € comum que o material
esteja misturado. Desta forma, como as propriedades fisico-quimicas variam de uma fonte de
extracdo para outra, devem ser considerados valores compreendidos numa faixa que varia entre o
maximo e minimo, especificados para o transporte, armazenamento e distribuicdo. Esses valores,
maximos e/ou minimos, garantem intervalos ou limites nos quais o produto mantém suas
caracteristicas de combustao, seguranca no armazenamento, escoamento e corrosividade, entre
outras (ANP, 2000).

De acordo com o Sistema de Resposta de Notificacdo de Emergéncia da Guarda Costeira
dos EUA, o querosene é um dos produtos petroliferos mais comumente derramados (GOUDA et
al., 2007).
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1.3.6 Remediacdo de ambientes contaminados por petréleo e derivados

Quando o petréleo é langado ao mar, o destino final de seus componentes depende de
varios processos fisicos, quimicos e biologicos (chamados de intemperismo), tais como:
volatilizacdo, dissolugdo, dispersdo, adsorcdo no material particulado, sedimentacéo,
biodegradacédo e fotodegradacdo. Esses processos determinam o tempo de permanéncia do
petréleo no mar e alteram seu impacto no meio ambiente, dependendo de varios parametros
ambientais abidticos e bidticos, entre eles: turbuléncia, temperatura do ar e da agua, intensidade
de luz e angulo de incidéncia, nutrientes, composi¢cdo e abundancia da biocomunidade, direcdo
das correntes maritimas, etc. A distribuicdo dos componentes do petroleo ocorre em fases bem
distintas e significativas em termos de poluicdo e consequéncias (COONEY, 1984; ZIOLLI e
JARDIM, 2002):

1. Fase vapor: constituida basicamente por hidrocarbonetos de baixo peso molecular. Esta
fase depende da composi¢céo do 6leo, sua area superficial, da velocidade do vento, temperatura
do mar e do ar e da intensidade de radiacéo solar;

2. Fase do proprio filme de petréleo: composta pelos hidrocarbonetos alifaticos de alto peso
molecular. A densidade e a viscosidade do 6leo séo alteradas com as perdas de hidrocarbonetos
volateis e, em consequéncia, o espalhamento do 6leo e a espessura do filme séo afetados

3. Fase dissolvida na agua: constituida de hidrocarbonetos com peso molecular
intermediario, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPA’s) de baixo peso molecular, bem
como compostos heterociclicos que por serem sollUveis em agua sdo 0s principais constituintes da
fase aquosa e os maiores contribuintes para a toxicidade nos ambientes aquaticos. Para esse
processo de dissolugdo, além dos fatores ja citados, a salinidade, a quantidade de matéria
organica dissolvida e a presenca de surfactantes sdo também fatores que afetam a dissolucéo;

4. Fase sedimentada: formada principalmente pela acumulacdo abiotica, devido as
particulas sélidas em suspensdo, e pelo material fecal devido a ingestdo de Oleo pelo
zooplancton.

Os processos de espalhamento, evaporacao, dispersdo, emulsificacéo e dissolugdo séo os
mais importantes em curto prazo, enquanto a oxidagcdo, sedimentacdo e biodegradacdo sdo
certamente os principais processos envolvidos em longo prazo e determinam o destino final dos
componentes do petréleo (COONEY, 1984, CRAPEZ, 2001, CRAPEZ, 2002).

A remediacdo de ambientes contaminados por petréleo e derivados pode ser realizada no

proprio local (remediacéo in situ) ou em outro (remediacdo ex situ), através de métodos fisicos e
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fisico-quimicos (barreiras de contencdo, bombeamento e tratamento quimico, lavagem de solo,
extracdo por vapor estabilizagdo, solidificagéo, incinera¢do, entre outras) ou métodos biologicos
(biorremediacéo)

A remediacao in situ (ou on site) € mais econémica do que a remediacdo ex situ; ja que o
transporte da 4gua ou solo contaminado para tratamento em um local mais afastado, muitas vezes
€ complicado e dificil de se realizar. Entretanto, a remediagdo ex situ apresenta como vantagem a
extracdo da maior parte dos poluentes do local impactado antes deles se espalharem ainda mais
no ambiente, gerando uma elevacdo dos custos, mas permitindo um melhor controle de toda
regido impactada (FANG e BARCELONA, 2003).

1.3.7 Biorremediacdo de ambientes contaminados por petréleo e derivados

Biorremediacdo pode ser considerada como uma tecnologia para tratar locais
contaminados mediante o uso de agentes biolégicos capazes de modificar ou decompor poluentes
alvos. Estratégias de biorremediacdo incluem: a utilizacdo de micro-organismos autéctones, ou
seja, do proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediacdo
(biorremediacgéao intrinseca ou natural); a adicao de agentes estimulantes como nutrientes, oxigénio
e biossurfactantes (bioestimulacdo); e a inoculagdo de consorcios microbianos enriquecidos
(bioaumento) (BENTO et al., 2003).

1.3.7.1 Biorremediagdo intrinseca ou natural

A biorremediacao intrinseca ou natural faz uso de micro-organismos autoctones (do proprio
ambiente) com capacidade de degradar os contaminantes sem qualquer interferéncia de
tecnologias ativas de remediacdo. Devido ao seu baixo custo e baixa intervencédo, a
biorremediacéo passiva recebe grande aceitacdo, apesar da velocidade lenta do processo e da
necessidade de monitoramento constante, continuo e por tempo indeterminado do local
contaminado, para a prote¢cdo do homem e do ambiente (MULLIGAN et al., 2001; BENTO et al.,
2005).
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1.3.7.2 Bioestimulacao

A bioestimulag&o de populagfes de micro-organismos autéctones através da introducdo de
nutrientes, fornecimento de oxigénio, ajuste de pH, entre outros estimulos, com o objetivo de
aumentar as taxas de biodegradacdo é freqlentemente empregada em projetos de
biorremediacdo. Para se utilizar o processo de bioestimulacdo, deve-se investigar se existe no
local contaminado uma populacdo natural de micro-organismos capazes de biodegradar os
contaminantes presentes e que as condi¢cdes ambientais sdo insuficientes para se obter altas
taxas de atividade microbiolégica dessa populagéo. Medidas das propriedades fisicas e quimicas
de amostras do local podem revelar as limitagdes fisicoquimicas para a atividade microbiologica, a

gqual pode entéo ser modelada para indicar os fatores criticos limitantes (MARIANO, 2006).

1.3.7.3. Bioaumento

A introducdo de micro-organismos ndo enddgenos (aléctones) pode ser considerada em
locais, onde ap6s a contagem das bactérias heterotréficas totais e fungos, foi identificada uma
insuficiéncia de micro-organismos endogenos (autdctones) para a biodegradacao do residuo
perigoso em questdo, mesmo apos a tentativa da bioestimulagdo. Esse processo € necessario
quando um local contaminado ndo possui ou possui em quantidades insuficientes os requisitos
necessarios para que o processo de degradacdo ocorra. Assim, essa técnica tem como objetivo
acelerar ou estimular a biodegradacéo através da intensificagdo do crescimento microbiano tanto

guanto também pela otimizacdo do ambiente em questdo (MARIANO, 2006).

1.3.8 Parametros de Controle da Biodegradacé&o

A biodegradacdo é um processo natural onde os micro-organismos podem degradar os
compostos organicos contidos no petréleo e seus derivados. Esse processo pode ocorrer tanto
sob condi¢cdo anaerbdbicas como aerbébicas (CERQUEIRA e COSTA, 2009). Em condicbes
anaerobicas a biodegradacdo ocorre de maneira mais lenta, sendo geralmente realizada por
bactérias sulfato-redutoras. Na presenca do oxigénio a oxidacdo dos hidrocarbonetos e seus
derivados é mais rpida (BAIRD, 2002). Para micro-organismos em condicdes aerdbias é
fundamental observar as condi¢des fisicas e quimicas do ambiente a ser remediado (MORGAN e
WATKINSON, 1994; ATLAS, 1995; KING et al., 1997).
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Existem diversos outros fatores além do oxigénio, que afetam o processo de
biodegradacdo (LEAHY e COLWELL, 1990). Para que o processo de biodegradacdo se torne
viavel, é necessério a sele¢éo e introdugdo de micro-organismos que degradem 0s compostos
organicos responsaveis pela contaminacdo, utlizando-os como fonte de energia e carbono
(CERQUEIRA e COSTA, 2009). Os parametros de controle bidtico s&o referentes as
necessidades intrinsecas da flora microbiana envolvida (tipo de micro-organismo, adaptacao por
efeito a exposi¢do prévia ou por alteracdo da composi¢cdo genética da comunidade microbiana,
entre outros). Os parametros de controle abidtico referem-se as propriedades fisico-quimicas
ideais para que o ambiente suporte a microflora e n&do iniba a producdo de enzimas (BAKER e
HERSON, 1994; COOKSON, 1995). Entre estes parametros destacam-se:

- Temperatura: altera as reagdes quimicas que controlam o0s processos de crescimento
microbiano, determinando o ritmo e o desenvolvimento do organismo e Seus processos
metabdlicos.

- pH: a maioria dos micro-organismos desenvolvem-se no intervalo de pH entre 6 e 8, havendo
poucos, capazes de se desenvolverem fora desse limite;

- Disponibilidade de Agua: o desenvolvimento e a reproducdo dos micro-organismos ocorrem na
presenca de agua disponivel no meio ambiente;

- Foto- oxidacdo: este processo atua nos compostos organicos gerando produtos mais polares,
tornando-os mais sollveis em agua e mais facilmente biodegradados

- Solubilidade: trata-se de um parametro importante, pois quanto maior for a solubilidade do
contaminante em agua, maior sera a biodegradacao;

- Nutrientes: o desenvolvimento microbiano limita-se a presenga de nutrientes, principalmente
nitrogénio e foésforo, os quais auxiliam na sintese da matéria organica pela comunidade
microbiana. Geralmente, utiliza-se a razdo C:N:P= 120:10:1 como sendo a quantidade minima
para o desenvolvimento da flora microbiana.

Materiais toxicos: a presenca de materiais toxicos pode afetar diretamente 0s micro-organismos
responséveis pela degradagdo. Dentre 0s principais contaminantes toxicos que podem afetar a

biodegradacéo destacam-se os metais pesados e os HAP’s.

1.3.9 Micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos

Os micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos encontram-se amplamente

distribuidos na natureza, apresentam imensa diversidade genética e desempenham funcfes
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Unicas e cruciais ha manutencdo de ecossistemas, como componentes fundamentais de cadeias
alimentares e ciclos biogeoquimicos. Diversos micro-organismos tém sido identificados,
metabolizando desde metano até compostos mais pesados. De acordo com a literatura atual,
nenhuma espécie de micro-organismo € capaz de degradar completamente um dado Oleo.
Considerando que o petréleo representa uma mistura complexa de substancias organicas, deve-
se salientar que para que sua biodegradacao completa ocorra, faz-se necessério uma associacao
de micro-organismos capazes de degradar todos os compostos contidos no mesmo (PASSOS et
al., 2009).

Portanto, aceita-se que para se obter uma mineralizacdo significativa sdo necessarias
diferentes espécies de micro-organismos em culturas puras ou mistas (LEE e LEVY, 1988).
Segundo Literathy et al. (1989) geralmente os produtos da biodegradagédo séo: gas carbbnico
(CO,), agua (H,O), peréxido de hidrogénio, alcoois, fendis, compostos carbonilados, &cidos
adiposos e ésteres. Obviamente, CO, e H,O surgem como resultado da degradacdo completa
(mineralizacdo) dos hidrocarbonetos do petroleo.

Atlas e Bharta (1987) observaram que aproximadamente 50% do petréleo biodegradado
pode ser convertido em CO, e H,O. Parte do 6leo que é metabolizado forma a biomassa celular e
produtos intermediarios.

Todo catabolismo realizado pelos consorcios microbianos tem como objetivo utilizar o
petréleo e seus derivados como fonte exclusiva de carbono e de energia, desintoxicando
conseqlientemente ambientes impactados e auxiliando na recuperacgéo ecoldgica (PASSOS et al,
2009).

Portanto, locais contaminados por hidrocarbonetos podem ser podem ser eficazmente
remediados usando micro-organismos - algas, bactérias e fungos - individual e/ou conjuntamente
(HARITASH;KAUSHIK, 2009).

1.3.10 Micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos e produtores de

biossurfactantes

Biossurfactantes sdo compostos anfipaticos de origem microbiana, produzidos por certas
bactérias, leveduras e fungos filamentosos, podendo ser produzidos extracelularmente ou como
parte da parede celular do micro-organismo.

Os biossurfactantes formam um grupo heterogéneo de moléculas que apresentam

propriedades tensoativas. De modo geral, a estrutura dos biossurfactantes envolve uma parte
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hidrofilica composta por: aminoacidos ou peptideos, &nions ou cétions, mono, di ou
polissacarideos. A parte hidrofobica freqientemente é formada por hidrocarbonetos saturados,
insaturados ou acidos graxos hidroxilados ou peptideos hidrofébicos (GEORGIOU et al., 1992).

Geralmente, a producdo de biossurfactantes estd relacionada com a assimilacdo
microbiana de hidrocarbonetos. Portanto, a sintese destes compostos é predominantemente
dependente da atividade de micro-organismos naturais ou ndo, potencialmente degradadores
destes compostos. No entanto, existem relatos sobre biossurfactantes produzidos a partir de
compostos solluveis em agua, tais como glicose, sacarose, glicerol e etanol (PALEJWALA; DESAI,
1989; HOMMEL; HUSE, 1993).

Bactérias, leveduras e fungos filamentosos que degradam substratos insollveis em agua
como os hidrocarbonetos soélidos e liquidos, gorduras, 6leos e graxas, usualmente produzem
biossurfactantes que auxiliam na disponibilidade destes compostos a célula microbiana através
das emulsfes formadas (GERSON, 1993).

Muitos dos mais persistentes contaminantes exibem baixa solubilidade em 4gua e assim, a
biodisponibilidade dos contaminantes pode frequentemente ser melhorada pela adicdo de
surfactantes que reduzem as tensdes superficial e interfacial entre liquidos, sélidos e gases,
permitindo que eles se dispersem prontamente como emulsdes (BANAT et al, 2000, DESAI,
BANAT, 1993; DESAI; BANAT, 1997 ).

O aparecimento de bioemulsificantes ou compostos de superficie ativa no meio de cultura
ou unido as paredes celulares é geralmente considerado um pré-requisito para as interacdes
iniciais entre os hidrocarbonetos e a célula microbiana, porque reduzem a tenséao interfacial entre o
Oleo e a fase aquosa, diminuindo o didametro médio das gotas de 6leo e propiciando 0 aumento da
area interfacial (HOMMEL, 1990).

Os biossurfactantes podem ser utilizados in situ para emulsificar e aumentar a solubilidade
de contaminantes hidrofébicos e dessa forma faciltar o acesso dos micro-organismos
naturalmente presentes no ambiente para que ocorra a degradacdo dos compostos hidrofébicos
(CAMEOTRA, BOLLAG 2003, BENTO, 2005). A eficacia dos mesmos depende das suas
propriedades funcionais (MAIER; SOBERRON-CHAVES, 2000).

Uma grande variedade de micro-organismos sdo capazes de produzir biossurfactantes que,
atuam no aumento da biodisponibilidade dos variados compostos de estruturas moleculares
distintas dos hidrocarbonetos degradados (DELEU; PAQUOT, 2004). O potencial de producao é

determinado pela genética do micro organismo e juntamente com outros fatores, como as
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condi¢cdes ambientais e a natureza do substrato, corroboram no nivel de expressdo (RHAMAM et
al., 2004).

1.3.11 Leveduras

As leveduras sdo micro-organismos predominantemente unicelulares, amplamente
distribuidos na natureza e pertencentes ao reino Fungi. Como caracteristicas morfolégicas
apresentam parede celular, esféricas ou ovais, nutricdo heterotréfica através de absorcdo dos
nutrientes, reproducdo sexuada atraves de células especializadas denominadas esporos, e
auséncia de motilidade, entre outras. Diferenciam-se dos demais fungos por possuirem um talo
predominantemente unicelular, realizarem a reproducdo assexuada por brotamento ou fisséo, ndo
serem filamentosas e ndo formarem corpos de frutificagdo (KURTZMAN e FELL, 1998).

S&0 micro-organismos capazes de crescimento aerébio ou anaerébio facultativo, podendo
utilizar o oxigénio ou um componente organico como fonte de carbono, o que os torna capazes de
sobreviver em diferentes condigbes ambientais. Na auséncia de oxigénio as leveduras fermentam
os carboidratos e produzem etanol e dioxido de carbono, sendo Uteis em processos industriais
principalmente na &rea de alimentos (AIDOO et al., 2006; MORENO-ARRIBAS e POLO, 2005).

Quanto a composi¢do quimica das leveduras, elas apresentam de 68% a 83% de agua
além de substancias nitrogenadas, carboidratos, lipidios, vitaminas, minerais entre outros. Assim
como qualquer forma de vida, as leveduras necessitam de fatores fisicos e quimicos importantes
indispensaveis para seu crescimento e reproducdo. Alguns elementos sdo basicamente
necessarios, como agua, fontes de carbono para seu crescimento e obtengcdo de energia
necessaria a manutencado de suas fungdes vitais e nitrogénio, oxigénio e o carbono obtido pode
ser na forma de acucar, aldeidos, sais de alguns acidos organicos, glicerina ou etanol, em alguns
casos durante o desenvolvimento de processos de biorremediacdo hidrocarbonetos variados e
minerais (TORTORA et al., 2002).

A importancia industrial das leveduras vem aumentando em diversidade pois, além da
fermentacgédo tradicional pelo que s&o responsaveis ao fornecerem a maior quantidade disponivel
de produtos fermentados em todo mundo. Atualmente, os produtos biotecnolégicos a partir de
leveduras estdo presentes em muitos setores comerciais importantes, como as industrias de
alimentos, de bebidas, biocombustiveis, nos produtos quimicos, nas enzimas industriais, nos
produtos farmacéuticos, produtos agricolas e o no meio ambiente (biorremediacdo) (PRETORIUS
et al., 2003).
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1.3.12 Candida lipolytica (Yarrowia lipolytica)

E um micro organismo do tipo leveduriforme, estritamente aerobio, eucariético, do reino
Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos, foi originalmente
classificada como Candida lipolytica e depois reclassificada como Endomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica, pertencente ao grupo das leveduras
ndo convencionais, em relacdo a fisiologia, genética e a biologia molecular €, portanto, a espécie
mais estudada desse grupo (BARTH e GAILLARDIN, 1997).

Como néo é considerada patogénica, € aplicada na geracdo de produtos com baixo custo,
mas com grande interesse industrial como na producdo de proteinas especificas de micro-
organismos unicelulares, aroma de péssego e acido citrico, (TSUGAWA et al., 1969). Além disso,
excreta varias enzimas, como proteases, lipases, esterases e fosfatases, todas de grande
interesse biotecnologico (NICAUD et al.,, 2002). Recentemente, a sequéncia total dos seis
cromossomos de C. lipolytica foi determinada, permitindo sua admissédo nos estudos de genoma,
transcriptoma e proteoma. Existe ainda um campo que vem sendo explorado com as leveduras
nao convencionais para pesquisa basica e também para aplicac6es biomédicas, que é a producéo
de proteinas heter6logas (DUJON et al., 2004),

A Candida lipolytica tem como habitat, substratos ricos em lipidios e proteinas (laticinios,
microbiota de queijos picantes, produtos avicolas crus), mas a grande maioria das cepas foi
isolada do solo, de rede de tratamento de esgoto e de ambientes marinhos contaminados com
Oleos (ISMAIL et al., 2001; HAEGLER e MENDONCA- HARGLER, 1981).

Apresenta vigoroso crescimento em diferentes variagbes de pH. Embora o pH seja um
fator que influencie fortemente na morfologia das suas células, alteracées nutritivas do meio,como
fonte de nitrogénio organico,associadas a variagbes de pH sugerem uma maior resposta a
modificagbes morfoldgicas celulares da C. lipolytica do que apenas o pH isoladamente (SZABO E
STOFANIKIVA, 2002). Apesar de ter crescimento 6timo a 30°C, também é capaz de crescer em
uma ampla faixa de temperatura entre 5 °C a 32°C (BARTH e GAILLARDIN, 1997). Foi
comprovado que aplicagédo de estresse térmico, com temperaturas variando entre 29 °C e 37 °C e
oxidativo, por perdéxido de hidrogénio, com concentracdo de até 1M, durante o cultivo de C.
lipolytica favoreceu de forma significativa, maior crescimento na forma de hifas (KAWASSE et al.,
2003).
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Algumas espécies de leveduras exibem dimorfismo, ou seja, a habilidade de alternar,
reversivelmente, entre duas formas morfol6gicas: células ovoides e hifas bastante alongadas, esse
fenbmeno atrai muita atencéo devido a possibilidade de sua ligagédo a viruléncia de varios fungos
patogénicos importantes, a caracterizacdo das condigcbes que regulam a morfogénese e
diferenciacdo das células pode levar a importantes descobertas de novos remédios ou tratamentos
efetivos contra outras leveduras patogénicas (SZABO e STOFANIKOVA, 2002). A Candida
lipolytica apresenta dimorfismo naturalmente, formando células de leveduras, pseudo-hifas e hifas
septadas (BARTH e GAILLARDIN, 1997). E utilizada como modelo devido a sua susceptibilidade &
manipulagdo genética e apresenta facil distingdo entre as formas morfologicas (JIMENEZ-
BREMONT et al., 2001).

Durante o processo de fermentagdo a Candida lipolytica produz agentes emulsificantes,
capazes de estabilizar emulsdes agua-6leo. O bioemulsionante Liposan produzido é composto
aproximadamente de 83% de carboidrato e 17% de proteina, apresentando atividade emulsionante
comprovadamente maior que alguns emulsionantes comerciais como: goma ardbica, alginato e
caseina (CIRIGLIANO e CARMAN, 1984; CIRIGLIANO e CARMAN, 1985).

A assimilacdo dos substratos hidrofébicos pode ocorrer pela adsor¢do direta das gotas
hidrofébicas a superficie celular ou pela mediacdo de um surfactante. Na adsorcéo direta, diversos
mecanismos podem estar envolvidos como: interagdes hidrofébicas, interacdes de Lewis (base ou
acido), interacbes eletrostaticas (ou Van der waals) (AGUEDO et al., 2003). Os surfactantes
apresentam influéncia significativa nas propriedades da superficie das células da Candida lipolytica
obtendo assim resultados controversos como; o aumento da hidrofobicidade apés a adicao do
Tween 80 e a reducdo do percentual de adesédo ao decano pela adicdo de Saponina e Triton X-
100 (AGUEDO et al., 2004).

A Candida lipolytica é responsavel pela producdo da enzima lipase; extracelular e outras
duas enzimas ligadas a célula (OTA et al., 1982), que atuam na liberacdo de acidos graxos (acido
oléico C18:1, 4cido linolénico C18:2, esteérico C18:0, margérico C17:0 ou heptadecanoico C17:1)
essa variabilidade é demonstrada pela diversidade do padréo lipolitico da cepa. Os parametros
que influenciam a producgéo da lipase e outras enzimas pela Candida lipolytica sdo: a composi¢éo
do meio de cultura (fonte de carbono, fonte de nitrogénio, presenca de indutores), condi¢cdes de
temperatura, pH, e o tipo de processo (fermentagdo em meio sélido ou submerso), areacdo e
agitacdo (GUERZONI et al., 2001).

Varios grupos de pesquisa utiizam a Candida lipolytica como modelo alternativo de

levedura para o desenvolvimento de ferramentas moleculares e genéticas, além de estudarem sua
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elevada capacidade de expressar e secretar proteinas. Nos laboratérios da Gaillardin (Franca),
Ogrydgiak e Pfizer Inc (EUA) foi sugerido que a Candida lipolytica poderia ser um hospedeiro
alternativo para producédo de proteinas heterolégas devido a sua capacidade de crescer em acido
oléico. Grupos de pesquisa do Canadéa tém utilizado a Candida lipolytica para o desenvolvimento
de analises em genes envolvidos na biogénese de peroxissomos, junto a grupos de Nicaud
(Franca), Barth e Sibirny (Alemanha e Ucrania) Mauersberg (Alemanha) realizaram ainda analises
genéticas sobre a via de degradacdo dos hidrocarbonetos e a producdo de lactona melhorada
(CASAREGOLA et al., 1997).

No inicio do ano 2000 grupos internacionais uniram seus esforgos para concluir o
sequenciamento do genoma da Candida lipolytica, mapeamento e constru¢do de uma biblioteca
BAC (CASAREGOLA et al.,, 2000). Sendo langada uma parcial sobre o sequenciamento do
genoma da cepa W29, também recentemente a sequiéncia completa do genoma da cepa E150
(CLIB99) foi determinada pela Ge’ molecular Consortium; comunidade de pesquisadores com base
em Varios laboratérios franceses assistidos por uma rede informal de parceiros internacionais
(DUJON et al., 2004; SHERMAN et al., 2004).
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Resumo

A degradacgao de querosene e a producdo de bioemulsificante/biossurfactante por
Candida lipolytica UCP 0988 em agua do mar, suplementada com fontes de nitrogénio e
fésforo, foram investigadas. Um planejamento fatorial completo 2* foi realizado para
avaliar os efeitos e interagcdes do pH inicial (6, 10 e 14) e das concentracdes das fontes de
carbono (querosene a 10, 20 ou 30% v/v), nitrogénio (sulfato de aménio) e fosforo (fosfato
monobasico de potassio) sobre a concentracdo da biomassa, a atividade de emulsificacdo
e a tensdo superficial dos liquidos metabdlicos livres de células. Houve degradacédo de
guerosene em todos os ensaios do planejamento. Atividades de emulsificacdo superiores
a 6 UAE foram obtidas. As salinidades finais dos meios de biodegradac&o foram maiores
ou iguais a da agua do mar. A maior concentracdo de biomassa (22,58 g/L) e a menor
tensao superficial (25,04 mN/m) foram obtidas em ensaios com pH inicial 14, ratificando o

comportamento halo-alcali-tolerante da levedura C.lipolytica UCP 0988.

Palavras-chaves: Biodegradacdo, Querosene, Agua do Mar, C.lipolytica,

Bioemulsificante, Biossurfactante.
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1. Introducéo

Com o uso crescente de petréleo e derivados (como 6leo diesel e querosene) como
fontes de energia e matéria prima por diversas industrias, derramamentos de Oleo tem se
tornado uma constante ameaca para ambientes marinhos e costeiros (YANG et al., 1999).

Hidrocarbonetos de petréleo sdo os principais poluentes de ambientes marinhos,
sendo proveniente de efluentes de refinarias costeiras, extracdo de petréleo, atividades de
navegacao e vazamentos acidentais. Embora a evaporacéao e foto-oxidagdo tenham um
papel importante na descontaminacdo de Oleo bruto, a degradacédo final e completa é
realizada principalmente por micro-organismos (ATLAS, 1981; BARTHA, 1986).

Para controlar o risco ambiental causado por produtos de petréleo, varias novas
regulamentacdes tém sido introduzidas e, ao mesmo tempo, pesquisas sobre
biorremediacdo de solos e aguas contaminadas por hidrocarbonetos tém sido
incentivadas. Biorremediacdo envolve a aceleracdo de processos de biodegradacao
natural em ambientes contaminados. Ela usualmente consiste na aplicacdo de nitrogénio
e fésforo, ajuste de pH e de teor de 4gua e € frequentemente acompanhada pela adicédo
de micro-organismos. Por outro lado, quando os poluentes tém uma baixa solubilidade em
agua, a adicdo de bioemulsificantes e biossurfactantes aumenta a taxa de biodegradacéao

pelo aumento da disponibilidade do poluente (CALVO et al., 2009).

Consideravel informacdo sobre degradacdo microbiana de determinados
hidrocarbonetos esta disponivel na literatura, mas pouco se sabe sobre a biodegrabilidade
de alguns produtos comerciais derivados do petréleo, como o querosene (WONGSA et al.,
2004; SHABIR et al., 2008). Variedades de Candida incluindo diversas pertencentes a
C.maltosa, C. tropicalis e C.utilis tem sido relatadas ter a habilidade de crescer sobre 6leo
bruto e alcanos (SUTHERLAND, 2004). Este género € bem conhecido como
contaminante de querosene de aviacdo. Recentemente, duas variedades (IMI 395605 e
IMI 395606), pertencentes a nova espécie Candida kerosenea, foram isoladas de
amostras de querosene de aviagcdo, caracterizadas e descritas com referéncia ao seu

potencial como contaminante de querosene de avido, por Buddie et al (2010). Alguns
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relatos tem se referido a C. lipolytica que, com base na sua producédo de ascésporos, foi
transferida para o género monotipico Yarrowia como Y. lipolytica (BUDDIE et al, 2010).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a degradacdo de querosene e a producéo de
bioemulsificantes/biossurfactantes (BE/BS) por Candida lipolytica UCP 0988, em &gua do

mar suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.

2. Materiais e Métodos

Micro-organismo e Meio de Preservagéo

A levedura Candida lipolytica UCP 0988 foi obtida da colecédo do banco de culturas
do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de
Pernambuco. As colbnias 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.

Querosene

Como fonte de carbono foi utilizado querosene A4, comercializado em Posto
Petrobras e supermercados para iluminacdo. O querosene A4 caracteriza-se por possuir
hidrocarbonetos parafinicos (70%), aromaticos (20%) e olefinicos (5%) (FISPQ 006, 1997).

Agua do Mar

A agua do mar usada nos meios de producédo foi coletada em garrafas de
polietileno com capacidade de 2000 mL, em praia proxima a Refinaria Abreu e Lima, no
Porto de Suape, Pernambuco, em junho de 2008, e apos filtracdo para retirada de sélidos

em suspensao, apresentou salinidade igual a 37%o, gravidade especifica igual a 1026 kg
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m=, pH igual a 8,22 e tensdo superficial igual a 53,43 mN/m. A caracterizacéo fisico-
quimica da agua coletada foi realizada no Laboratério de Anélises Minerais, Solos e Agua
do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco e esta

especificada na Tabela 1.

Determinacédo de Salinidade

As salinidades e gravidades especificas da agua do mar e dos cultivos livres de
células foram determinadas através de refratbmetro de mao sem compensacdo
automatica de temperatura, escala entre 0 e 100%o0 (ppt) de salinidade e 1000 a 1070 de
gravidade especifica, resolugao 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, que foi mantido contra a luz. A leitura da salinidade em parte por mil e da
gravidade especifica foi realizada através do visor do refratdmetro (ALBUQUERQUE,
2006).

Determinacéo da Tensao Superficial

A tenséo superficial foi determinada pelo método do anel de Du Noy (ASTM D971,
1999) utilizando tensiémetro digital SIGMA 70 (KSV Instruments Ltd., Helsinki, Finland) na
temperatura ambiente (25°C). A medida da tensao superficial (mN/m) foi realizada através
do registro da forca requerida para empurrar o anel de platina no liquido metabdlico livre
de células, através da interface ar-liquido (SINGH e CAMEOTRA, 2004),

Determinacéo de Atividade de Emulsificagao

A atividade de emulsificacdo para emulsdo agua-em-hexadecano foi determinada
de acordo com o método descrito por Cirigliano e Carman (1984). As amostras coletadas
durante o crescimento dos micro-organismos foram filtradas através de membrana

Milipore® (didmetro do poro de 0,22 um). Aliquotas de 2mL do filtrado livre de células
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foram transferidas para tubos de ensaio (15x125 mm) com tampa e diluidas com 2 mL de
solucdo tampao de acetato de sédio 0,1 M (pH 3,0). A seguir, foi adicionado 1mL de n-
hexadecano e a mistura, apés fechamento do tubo de ensaio, foi submetida a agitacéao
maxima, durante 2 minutos a 25° C, em agitador de tubos (vortex). A emulsdo uniforme
resultante foi colocada em repouso por 10 minutos. Apos este periodo, a absorbancia foi
medida, sendo o meio de cultivo utilizado como branco. O método define uma unidade de
emulsificacdo como a quantidade de emulsificante que produzirA uma emulsdo com
absorbancia de 1,0 em 540nm, ou seja, a quantidade de emulsificante capaz de elevar a

absorbéancia do sistema em uma unidade.

Ensaios de Biodegradacao de Querosene e Producéo de BE/BS por Candida lipolytica
UCP 0988

Planejamento Fatorial Completo 2*

A producdo de BE/BS por Candida lipolytica foi realizada em agua do mar natural,
suplementada com sulfato de amobnio e fosfato monobasico de potassio, usando
querosene como Unica fonte de carbono. Um planejamento fatorial completo 2* foi
realizado para verificar os efeitos e interacdes do pH inicial dos meios, das concentracées
da fonte de carbono (querosene), da fonte de nitrogénio (sulfato de aménio) e da fonte de
fosforo (fosfato monobasico de potassio) sobre o crescimento celular, o rendimento da
biodegradacéo, a tensao superficial e a atividade de emulsificacdo de BE/BS produzidos
por Candida lipolytica. Os intervalos e niveis dos componentes (fatores ou variaveis
independentes) estudados estdo apresentados na Tabela 2. Os intervalos foram
especificados baseados em dados sobre biodegradacdo de Oleo diesel em agua do mar
obtidos por Souza (2009) e em experimentos preliminares de biodegradacdo de
guerosene em agua do mar realizado pela autora.

Um total de 20 experimentos foi realizado, incluindo 4 repeticdes no ponto central

para obtencdo de estimativa da variabilidade em funcdo do erro experimental e para
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permitir o teste de adequagdo do modelo de primeira ordem. Os experimentos foram
realizados em ordem sorteada para evitar que erros atipicos fossem relacionados a
determinadas combinacfes. Os componentes dos meios de producdo foram dissolvidos
em frascos de erlenmeyer de 1000 mL, contendo agua do mar estéril, conforme as
especificacbes do planejamento fatorial 2* (Tabela 1). O pH de cada meio também foi
ajustado de acordo as especificacoes da Tabela 2. Os meios foram autoclavados a 120°
C por 20 minutos.

A inoculacéo foi realizada, em camara de fluxo laminar, na proporcdo de 5% do
volume dos meios de producdo, usando suspenséo de 10° células de Candida lipolytica
por mL de agua do mar estéril. O volume util dos meios de produc¢éo apds a inoculacao foi
igual a 750 mL. A producdo de BE/BS foi realizada durante 120 horas, com temperatura

controlada em 28°C e com agitacdo de 200 rpm em shaker orbital.

3. Resultados e Discussao

Identificacdo dos melhores meios para producdo de BS/BE por Candida lipolytica

UCP 0988 em agua do mar, tendo querosene como Unica fonte de carbono.

A matriz decodificada e os resultados obtidos no planejamento fatorial completo 2*,
realizado em escala de frascos, estdo apresentados na Tabela 3. Os ensaios realizados
mostram a capacidade de adaptacao da levedura C. lipolytica em condi¢cbes extremas de
pH e salinidade. A levedura C. lipolytica foi capaz de usar querosene (a 10%, 20% ou 30%
v/v) como unico fonte de carbono e crescer em agua do mar natural, suplementada com
uréia, sulfato de amoénio e fosfato monobasico de potassio, produzindo biossurfactantes
com altas atividades de emulsificacao

No planejamento analisado, as concentragfes iniciais de biomassa variaram entre
1,77 g/L (pH 6) e 22, 58 g/L (pH 14). As concentracfes médias da biomassa dos meios
com pH 14, 10 e 6 foram respectivamente iguais a 13,27+7,04 g/L, 3,48 g/L +1,09 e

6,10+1,09 g/L. As maiores concentracdes de biomassa (22,58 e 22,18 g/L), ou seja, 0s
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maiores percentuais de degradacdo de querosene pela levedura C. lipolytica ocorreram
respectivamente, nos ensaios 2 (querosene 10%v/v) e 4 (querosene 30%v/v), realizados
em pH 14 com concentracdes de sulfato de amoénio e fosfato monobasico de potassio em
seus niveis inferiores.

A tensdo superficial média dos ensaios realizados no ponto central foi igual a
32,17+47,09 mN/m. Entretanto, oS ensaios que apresentaram as menores tensdes
superficiais, com percentuais de redugao das tensdes iniciais dos meios respectivamente
iguais a 51,77; 60,42 e 45,41% foram os ensaios 6, 7 e 16. Por outro lado, os referidos
ensaios apresentaram percentuais de reducdo das salinidades iniciais dos meios
respectivamente iguais a 8,33; 20 e 10 %. Entre estes trés ensaios, o ensaio 16 realizado
com pH inicial 14 na maior concentracdo de querosene investigada (30% v/v) - foi
considerado o melhor meio de producdo de BS/BE por apresentar ap6s 120 horas a
menor tensdo superficial e maiores atividades de emulsificacdo para emulsdes agua-em-
0leo de milho e para emulsfes 6leo de motor-em agua, na maior concentracao salina final

dos meios.

Efeitos do pH e das concentra¢gBes das fontes de carbono, nitrogénio e fésforo sobre
biomassa, a tenséo superficial e as atividades de emulsificacdo para emulsdes agua-em-

6leo de milho e emulsdes 6leo de motor-em agua.

As Figuras 1, 2,3 e 4 apresentam diagramas de Pareto, com nivel de confianca de
95%, para estimativas dos efeitos do pH, da concentragdo de sulfato de amodnio e da
concentracdo de fosfato monobasico de amonio sobre as variaveis resposta: (a) biomassa
(b) tensdo superficial do filtrado livre de células com 72 horas (c) atividade de
emulsificacdo para emulsées agua-em-06leo de milho e (d) atividade de emulsificacdo para
emulsdes—oleo de motor-em- agua.

Conforme se pode observar na Figura 1, o pH foi um fator decisivo para
biodegradacéo de querosene por C.lipolytica em dgua do mar, ja que seu aumento de 6
para 14 exerceu um efeito positivo altamente significativo sobre o0 aumento da

concentracédo de biomassa. Outro fator que favoreceu a biodegradagéo de querosene foi
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aumento da concentracdo de sulfato de amoénio. Por outro lado, o aumento da
concentracdo de fosfato de potassio e as interacdes entre o pH e o fosfato, do querosene
e o fosfato e entre o pH e o sulfato, nesta ordem, exerceram efeitos negativos sobre o
aumento da concentracdo de biomassa. Os demais fatores e interagcdes ndo exerceram
efeitos estatisticamente significativos sobre o aumento da concentracdo da biomassa. O
aumento da concentracdo inicial de querosene n&o influenciou com significancia
estatistica 0 aumento da concentracdo de biomassa. Este resultado € também importante
do ponto de vista da degradacdo de querosene, ja que o mesmo foi a Unica fonte de
carbono utilizada pela levedura.

De acordo com os resultados apresentados no Diagrama de Pareto, ilustrado a
seguir, na Figura 2, nas condi¢cdes estudadas, nenhuma das variaveis independentes
investigadas nem as interagcdes entre as mesmas exerceram efeitos estatisticamente
significativos sobre a reducéo da tensao superficial.

Resultado similar ao anterior foi obtido em relacdo a variavel resposta atividade de
emulsificacdo para emulsdes- agua em 6leo de milho. De acordo com os resultados
apresentados e ilustrado na Figura 3. Nas condi¢cdes estudadas, nenhuma das variaveis
independentes nem as interagfes entre as mesmas exerceram efeitos estatisticamente
significativos sobre a atividade de emulsificacdo para emulsdes agua-em-6leo de milho.

Por outro lado, conforme pode ser observado na Figura 4, o fosfato monobésico de
potassio, a interacdo do pH com a concentracdo de querosene e a interacdo entre as
concentracbes de querosene e sulfato de amobnio, nesta ordem, exerceram efeitos
positivos estatisticamente muito significativos sobre a atividade de emulsificacdo para
emulsdes 6leo-de- motor em agua.

Apesar da permanente atualidade e importancia crescente do tema e da existéncia
na literatura de uma profuséo de trabalhos sobre biodegradacéo de petroleo e derivados e
producdo de BE/BS, empregando os mais variados micro-organismos em diversas
condicbes de cultivo, ndo existem trabalhos publicados sobre biodegradacdo de
querosene e producéo de BE/BS por Candida lipolytica UCP 0988, em agua do mar, nas

condi¢Oes estudadas.
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Entretanto, resultados obtidos sobre a influéncia positiva do sulfato de amonia e do
fosfato monobasico de potédssio sobre a atividade de emulsificacdo sdo corroborados por
trabalhos citados na literatura, que relatam a producdo de emulsificantes por Candida
lipolytica em meio contendo agua do mar diluida a 50%, usando 6leo de babacu (Vance-
Harrop et al, 2003) e 6leo de milho (Albuquerque et al, 2006) como fonte de carbono. Os
referidos trabalhos também relatam a dependéncia das fontes de nitrogénio e do tampéo
fosfato para producéo de bioemulsificante em meio a base de agua do mar.

Em trabalho pioneiro sobre a producdo de bioemulsificante em agua do mar diluida a
50%, Vance Harrop (2000) obteve atividade de emulsificacdo para emulsdo agua-em-n-
hexadecano de 2,555 UAE em liquidos metabdlicos livres de células de C. lipolytica
crescida em meio contendo 0,1 % (p/v) uréia; 0,1 % (p/v) de sulfato de aménia; 0,68 %
(p/v) de fosfato de potéssio, 5 % (v/v) de 6leo de milho, 50%(v/v) de agua destilada e
50 % (p/v) de 4gua do mar.

Otimizacéo de meio de producédo de bioemulsificante por C.lipolytica em agua do mar
diluida foi realizada com sucesso por Albuquerque et al (2006). As autoras obtiveram
atividade de emulsificacdo para emulsdo agua-em-n-hexadecano de 4,415 UAE e tensao
superficial de 32,750 mN/m em meio de producdo otimizado contendo 0,544 % (p/v) de
uréia; 2,131 % (p/v) de sulfato de aménia; 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 &gua do mar com pH inicial
ajustado em 5,3.

Em processo de ampliacdo de escala de meio de producéo otimizado em escala de
frascos, Albuguerque (2006), obteve atividade de emulsificacdo para emulsdo agua-em-n-
hexadecano de 5,46 UAE e tensao superficial de 33 mN/m com 120 horas de producéo,
em biorreator de 5 litros com volume util de 4 litros, com temperatura controlada em 28°C ,
velocidade de agitacdo de 150 rpm e aeracéo de 1vvm, contendo 0,544 % (p/v) de uréia;
2,131 % (p/v) de sulfato de aménia; 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. Os resultados obtidos
neste trabalho também mostram a habilidade da levedura Candida lipolytica produzir
bioemulsificante quando crescida em condicdes de alta salinidade (dgua do mar

suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo com salinidades variando 48%o € 57%o).
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Souza et al (2009) investigaram em escala de frascos, a producdo de
biossurfactantes/bioemulsificantes por C. lipolytca UCP 0998 em agua do mar
suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo, usando 6leo diesel como substrato. Um
planejamento fatorial completo 2* foi realizado para avaliar os efeitos e interacdes das
concentragfes de Oleo diesel, sulfato de amonio e fosfato monobéasico de potassio sobre a
atividade de emulsificacdo e a tensdo superficial dos cultivos livre de células de
C.lipolytica. Altas atividades de emulsificacdo (superiores a 5,4UAE) foram obtidas em
todos os ensaios. As interacdes entre as fontes de carbono organico (6leo diesel) e
inorganico (uréia) e o fosfato monobésico de potassio favoreceram com significancia
estatistica o aumento da atividade de emulsificacdo dos meios. Nas condi¢cdes estudadas
nao foi identificada correlacdo entre aumento de atividade de emulsificacdo e reducdo de

tensao superficial.

4. Conclusao

A levedura C. lipolytica apresenta potencial de crescimento e producdo de
bioemulsificantes/biossurfactantes em agua do mar natural suplementada com fontes de
nitrogénio e fésforo, usando querosene como Unica fonte de carbono. Altas atividades de
emulsificacdo e tensfes superficiais reduzidas foram alcancadas em uma ampla faixa de
valores de pH, merecendo destague o pH 14. Novos planejamentos estdo sendo
delineados visando a otimizacdo do processo em escala de frascos. Os dados
experimentais gerados neste trabalho serdo cadastrados em banco de dados
biotecnolégico para aplicacdes futuras em modelagem empirica usando técnicas
convencionais e de computacdo bioinspirada (redes neurais, algoritmos genéticos, logica

fuzzy, sistemas imunologicos artificiais e inteligéncia coletiva).
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Tabela 1 Caracterizacao fisico-quimica de agua do mar*

Parametro Fisico-quimico Valor

Condutividade elétrica a 20° C 49100,00
Dureza Total 6500,00
Célcio (mg/L em Ca) 1002,00
Magnésio (mg/L em Mg ) 972,80
Sodio (mg/L em Na) 11125,00
Potassio (mg/L em K) 875,00
Cloretos (mg/L em CI) 20500,00
Sulfatos (mg/L em SO,) 3408,00

*Praia proxima a refinaria Abreu e Lima, no Porto de Suape, em Pernambuco
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Tabela 2. Niveis e valores dos fatores do planejamento fatorial completo 2*

Nivel
Fator
-1 0 +1
pH 6 10 14
Querosene (% v/v) 10 20 30
(NH4)2S0O4 (/L) 0,10 0,60 11

KH,PO, (g/L) 0,68 1,36 2,04
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Tabela 3 — Composi¢cdes dos meios de producao e resultados, com 120h, de biomassa, atividade

de emulsificacéo e tenséo superficial dos ensaios do planejamento fatorial completo 2*, realizado

em escala de frascos

Varidveis Independentes

Variaveis Respostas

Ensaio pH Querosene (NH4)2SO04 KH,PO, pH Sal Biomassa TS AE1l AE2
inicial (%viv) (g/L) (g/L) final (%o) (g/L) (mN/m) (UAE) (UAE)
1 6 10 0,10 0,68 5,62 40 1,77 32,43+0,2 3,796 5,186
2 14 10 0,10 0,68 12,34 30 22,58 33,62+0,29 3,396 2,346
3 6 30 0,10 0,68 5,62 40 2,73 28,90+0,2 3,894 1,876
4 14 30 0,10 0,68 12,42 40 22,16 40,01+0,36 3,572 1,404
5 6 10 1,1 0,68 6,15 40 5,84 31,60+0,16 3,802 4,876
6 14 10 1,1 0,68 12,95 55 14,09  25,79+0,01 1,29 0,886
7 6 30 11 0,68 5,97 40 1596  26,45+0,43 3,978 1,554
8 14 30 11 0,68 11,95 40 17,96  39,35+0,27 6,0 6,0
9 6 10 0,10 2,04 5,55 45 4,42 37,76+0,22 6,0 6,0
10 14 10 0,10 2,04 11,36 40 7,05 33,00+0,79 6,0 6,0
11 6 30 0,10 2,04 5,55 45 2,05 35,98+0,08 6,0 6.0
12 14 30 0,10 2,04 11,96 45 5,41 38,03+0,76 6,0 6,0
13 6 10 1,1 2,04 5,59 45 14,11 35,7640,14 6,0 6,0
14 14 10 1,1 2,04 12,29 45 10,89 33,73+0,77 1,336 6,0
15 6 30 1,1 2,04 6,08 45 1,89 46,92+0,19 6.0 6,0
16 14 30 1,1 2,04 11,70 45 6,03 25,04£0,2 6.0 6,0
17 10 20 0,6 1,36 9,26 35 1,96 24,34+0,49 2,14 4,986
19 10 20 0,6 1,36 7,94 40 3,57 41,30+0,36 2,344 6,0
20 10 20 0,6 1,36 9,45 40 3,85 33,15+0,56 6,0 6,0

Sal —Salinidade TS-Tens&o Superficial AE-Atividade de Emulsificacéo: (1) Oleo de milho (2)Oleo motor
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Legendas das Figuras

Figura 1- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial completo 2*, tendo como variaveis
independentes: (1) pH e concentracdes de (2) querosene, (3) sulfato de amdnio e (4) fosfato de
potassio e como variavel resposta a concentracdo da biomassa com 120 horas. O ponto, no qual
os efeitos estimados foram estatisticamente significativos (em p=0,05) é indicado por uma linha
tracejada vertical.

Figura 2- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial completo 2%, tendo como variaveis
independentes: (1) pH e concentragfes de (2) querosene, (3) sulfato de aménio e (4) fosfato de
potassio e como variavel resposta a tensao superficial com 120 horas. O ponto, no qual os efeitos
estimados foram estatisticamente significativos (em p=0,05) é indicado por uma linha tracejada
vertical.

Figura 3- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial completo 2*, tendo como variaveis
independentes: (1) pH e concentragbes de 2) querosene, (3) sulfato de amoénio e (4) fosfato de
potassio e como variavel resposta a atividade de emulsificacdo para emulsées agua-em-6leo de
milho com 120 horas. O ponto, no qual os efeitos estimados foram estatisticamente significativos
(em p=0,05) é indicado por uma linha tracejada vertical.
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Variavel Resposta: Biomassa

OPHRE 13,2601
(4)Fosfato de PotAsSiQU s 12 4047
le A rl s s -9,98742
2 A I -8,10957
1e B s A T 97T 4L
(3)Sulfato de AmOnifll.~ """ A" P 4,004174
e a2 06423
(2)Querosencll’ Y -1,8 8951
1e 2l 4020354"
2 e 3] ,3831628.

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fig. 1
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Variavel Resposta: Tensdo Superficial

Q) T
(4)Fostato de Potassiof i s sl /7
I,
ve 2
A,
(2)Querosenel i,

-1,57981

925266

le 3 -,865429

6653882

(3)Sulfato de Amani -,650009

5208675

2e4 -,105106

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fig. 2

=,05
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Variavel Resposta: Atividade de emulsificacdo para emulsdes dgua-em 6leo de milho

(4)Fosfato de Potassio

00000

exuerosenel 777

2307

3e4 ////////////////ﬁ -,808429

o

- 778473

1e3//////////// -, 71507

le4d »"’7/////// -573063

(3)Sulfato de Améni

////// -542783

2e4 "#7/////% -,144EI549

1,271604

1,271604

2,04927

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fig. 3
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Varidvel Resposta: Atividade de emulsificacdo para emulsdes 6leo de motor-em agua

(4)Fosfato de Potéassio 11,19111
1 e 2/ /A 5. 163565

2e3 3,436997
[ ]
le3 2,324546
[ ]
(1)pH -1,89106
[ ]
led 1,878902
| ]
(2)Querosene A -1,69724

2e4

1,685345
|
3e4 - 740966

[ ]
(3)Sulfato de Amoni ;7324087

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Fig. 4
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Resumo

A habilidade da levedura Candida lipolytica UCP 0988 degradar querosene e
produzir bioemulsificantes/biossurfactantes em agua do mar natural, acida ou alcalina,
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo, em condi¢cdes de baixa oxigenacao foi
investigada. Planejamento fatorial completo 2* foi realizado para avaliar os efeitos do pH
(6, 10 e 14) e das concentracdes de querosene (10, 20 e 30%), sulfato de amonio e
fosfato monobéasico de potassio sobre a concentracdo de biomassa, atividade de
emulsificacdo e tensdo superficial, pH e salinidades finais dos liquidos biodegradados
livres de células. Os experimentos foram realizados a 28°C e 200 rpm em frascos de
Erlenmeyer de 1000 mL com volume util de 750 mL. Querosene foi adicionado aos frascos
apos a inoculacao criando um ambiente de oxigénio limitado. As concentracdes médias da
biomassa dos meios com pH 14, 10 e 6 foram respectivamente iguais a 13,43+4,19 g/L,
15,28+0,63g/L e 9,58+7,51 g/L. As concentracbes de biomassa nos ensaios do
planejamento variaram entre 0,72 e 23,20 g/L em pH 6 eentre 7,46 e 19,40 g/L em pH 14.
As maiores concentracdes de biomassa (23,20 e 19,40 g/L), ou seja, 0s maiores
percentuais de degradacédo de querosene por C. lipolytica ocorreram respectivamente, em
ensaio com pH inicial 6 e em ensaio com pH inicial 14. As tensdes superficiais nestes dois
ensaios foram respectivamente iguais a 37,13 mN/m e 39,6 mN/m. Altas atividades de
emulsificacdo (6 UAE) foram obtidas para emulsées agua-em-6leo de motor A toxicidade
do material residual biodegradado do ensaio que apresentou maior biodegradacdo de
guerosene néo foi suficiente para inibir a germinacdo e o crescimento radicular de feijdes
macacar (Vigna ungiculata (L.) WALP.). Os resultados obtidos mostram a viabilidade
tecnolégica do processo de degradacdo de querosene por C.lipolytica UCP 0988 em
agua do mar, acida ou alcalina, suplementada por fontes de nitrogénio e fosforo e o

potencial de aplicacéo industrial dos bioemulsificantes/biossurfactantes produzidos.
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1. Introducéao

A poluicdo de oceanos e mares por hidrocarbonetos tem crescido
proporcionalmente ao aumento do consumo mundial de energia e do transporte maritimo
de petréleo e derivados, entre eles o querosene. Os principais constituintes de querosene
sao alcanos e cicloalcanos (68,6%); benzeno e benzeno substituido (13,7%); e naftaleno e
naftaleno substituido. Querosene possui de moderada a elevada toxicidade aguda para
biota, com toxicidade especifica do produto relacionada com o tipo e a concentracdo de
compostos arométicos (Song, Bartha 1990; Kalme et al 2008). A biodegradacdo de
petréleo e derivados no ambiente € um processo complexo, cujo aspectos qualitativos e
guantitativos dependerdo da natureza e da quantidade do Oleo ou hidrocarbonetos
presentes, do ambiente e condigbes ambientais e sazonais, bem como da composicao da
comunidade microbiana autoctone (Leahy; Colwell 1990). Diversos fatores afetam a
biodegradacdo de hidrocarbonetos. Exemplos tipicos destes fatores limitantes s&o:
composicdo quimica dos hidrocarbonetos de petroleo, estado fisico, intemperismo,
temperatura, nutrientes minerais, reagdes (pH baixos podem ser limitantes) e micro-
organismos, 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 o0s processos biodegradativos. De acordo com a
literatura tanto culturas puras como culturas mistas podem ser usadas para
biorremediacdo. Todavia, a maior taxas de degradacdo de hidrocarbonetos &
frequentemente alcangada com um consorcio bacteriano enriquecido, isolado a partir do
ambiente que necessita bioremediacdo (Juhasz et al., 2000). Consorcios de bactérias
exibiem uma grande variedade de mecanismos metabdlicos de fragmentacdo de
hidrocarbonetos, incluindo producédo de agentes tensioativos e emulsionantes (Willumsen
e Karlson, 1997). Biossurfactamtes podem afetar a taxa de biodegradagédo de
hidrocarbonetos de duas maneiras (Zhang, Miller 1992; Zhang, Miller 1995; Al-Tahhan et
al 2000): pelo aumento da solubilizacdo e dispersao do hidrocarbonetos e pela mudanca

de afinidade entre as células microbianas e os hidrocarbonetos por aumento de inducéo
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na hidrofobicidade da superficie celular. Biodegradabilidade e baixo impacto ambiental séo
algumas das vantagens apresentadas por estes compostos em comparagdo com
surfactantes sintéticos. No entanto, os custos de producao relacionados com a extracao e
com a purificacdo dos biossurfactantes séo fatores limitantes que impedem sua producao
em larga escala (Crosman et al 2002, Sadouk et al 2008). Este trabalho teve como
objetivo investigar a degradacéo de querosene e producao de
bioemulsifcantes/biossurfactantes por Candida lipolytica em &gua do mar, acida ou

alcalina,com baixa oxigenacéo, suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.

2. Materiais e Métodos

Micro-organismo e Meio de Preservagéo

A levedura Candida lipolytica UCP 988 foi obtida da cole¢do do banco de culturas
do Nucleo de Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de
Pernambuco. As colbnias de leveduras serdo 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.
Querosene
Como fonte de carbono foi utilizado querosene A4, comercializado em Posto

Petrobras e supermercados para iluminacdo. O querosene A4 caracteriza-se por possuir
hidrocarbonetos parafinicos (70%), aromaticos (20%) e olefinicos (5%) (FISPQ 006, 1997).
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Agua do Mar

A 4agua do mar usada nos meios de producado foi coletada em garrafas de
polietileno com capacidade de 2000 mL, em praia proxima a Refinaria Abreu e Lima, no
Porto de Suape, Pernambuco, em marco de 2011, e apos filtracdo para retirada de solidos
em suspensao, apresentou salinidade igual a 43%o, gravidade especifica igual a 1035 kg
m=, pH igual a 7,19 e tensdo superficial igual a 49,6 mN/m. A caracterizagéo fisico-
quimica da agua coletada foi realizada no Laboratério de Andlises Minerais, Solos e Agua
do Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco e esté
especificada na Tabela 1.

Determinacéo de Salinidade

As salinidades e gravidades especificas da agua do mar e dos cultivos livres de
células foram determinadas através de refratbmetro de mao sem compensacao
automatica de temperatura, escala entre 0 e 100%o (ppt) de salinidade e 1000 a 1070 de
gravidade especifica, resolugdo 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, que 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).
Determinacéo da Tensao Superficial

A tensdo superficial da agua do mar e dos cultivos livres de células foram
determinadas pelo método do anel de Du Noy (ASTM D971, 1999) utilizando tensibmetro
digital SIGMA 70 (KSV Instruments Ltd., Helsinki, Finland) na temperatura ambiente
(25°C). A medida da tensédo superficial (mN/m) foi realizada através do registro da forca
requerida para empurrar o anel de platina no liquido metabdlico livre de células, através da

interface ar-liquido (Singh e Cameotra, 2004).
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Determinacédo de Atividade de Emulsificacédo

A atividade de emulsificacdo para emulsdo agua-em-hexadecano foi determinada
de acordo com o método descrito por Cirigliano e Carman (1984). As amostras coletadas
durante o crescimento dos micro-organismos 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
solucdo tampao de acetato de sédio 0,1 M (pH 3,0). A seguir, foi adicionado 1mL de n-
hexadecano e a mistura, apés fechamento do tubo de ensaio, foi submetida a agitacéo
maxima, durante 2 minutos a 25° C, em agitador de tubos (vortex). A emulsdo uniforme
resultante foi colocada em repouso por 10 minutos. ApGs este periodo, a absorbancia foi
medida, sendo o meio de cultivo utilizado como branco. O método define uma unidade de
emulsificacdo como a quantidade de emulsificante que produzirA 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
determinacao de atividades de emulsificacdo de emulsdes agua-em-6leo de milho, dgua—
em-o0leo 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 Emulsificagéo

O indice de emulsificacdo foi determinado segundo a metodologia descrita por
Cooper e Goldenberg (1987). Em tubo de vidro de fundo reto com tampa rosqueavel, 6
mL de n-hexadecano foram adicionados a 4 mL de liquido metabdlico livre de células. O
tubo foi agitado em vértex maximo por 2 min. O indice de emulsificacdo (E %) foi

determinado como a raz&o entre a altura da emulséo e a altura total, multiplicada por 100.

Ensaios de Biodegradacéao de Querosene e Producao de

Biossurfactante/Bioemulsificante por Candida lipolytica UCP 0988
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Planejamento Fatorial Completo 2*

Um planejamento fatorial completo 2* foi realizado para verificar os efeitos e
interacdes do pH inicial e das concentragbes das fontes de carbono (querosene),
nitrogénio (sulfato de amoénio) e fésforo (fosfato monobasico de potassio) sobre a
concentracdo de biomassa, a tensao superficial, as atividades de emulsificacdo e o pH e a
salinidade finais dos meios de degradacdo de querosene e producdo de
bioemulsificante/biossurfactante por Candida lipolytica. Os intervalos e niveis dos
variaveis independentes ou fatores estudados estdo apresentados na Tabela 2 e
basearam-se nos resultados obtidos no planejamento fatorial completo 2* apresentado no
capitulo anterior. Os intervalos e niveis das variaveis pH e concentracdo de querosene
foram mantidos. As concentracdes de sulfato de amoénio e fosfato monobésico de
potassio foram multiplicadas por 10 para avaliar os efeitos do aumento das concentracdes
dos nutrientes sobre o aumento da concentracdo de biomassa.

Um total de 20 experimentos foi realizado, incluindo 4 repeticdes no ponto central
para obtencdo de estimativa da variabilidade em funcdo do erro experimental e para
permitir o teste de adequacdo do modelo de primeira ordem. Os experimentos foram
realizados em ordem sorteada para evitar que erros atipicos fossem relacionados a
determinadas combinacfes. Os componentes dos meios de producdo foram dissolvidos
em frascos de erlenmeyer de 1000 mL, contendo agua do mar estéril, conforme as
especificacbes do planejamento fatorial 2* (Tabela 2). O pH de cada meio também foi
ajustado de acordo as especificacdes da Tabela 2.

A inoculacéo foi realizada, em camara de fluxo laminar, na propor¢cdo de 5% do
volume dos meios de producdo, usando suspenséo de 10° células de Candida lipolytica
por mL de agua do mar estéril. O querosene foi adicionado aos frascos depois da
inoculacdo da levedura criando um ambiente com oxigénio limitado. N&o foram realizados
ensaios de aclimatacdo da levedura ao querosene. O volume util dos meios de producéo

apos a inoculacéo foi igual a 750 mL. Os ensaios de biodegradagcdo de querosene e de
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producdo de bioemulsificante/ biossurfactante foram realizados durante 96 horas com a
temperatura controlada em 28°C e a agitacdo em 200 rpm.

Determinagdo da Concentragao da Biomassa

A determinacdo da concentracdo de biomassa foi realizada por gravimetria, através de
filtracdo do meio de cultivo em membrana Millipore de 0,22 um, secagem a 70° C até peso
seco e pesagem em balanca analitica (Albuquerque, 2006). O primeiro filtrado foi
separado para determinacdo da atividade de emulsificacdo e da tensdo superficial. A
biomassa foi lavada com uma mistura formada por 5 ml de 4gua destilada e 10 mL de
metanol/cloroférmio na proporcdo 10:1 para extrair o O6leo residual. O filtrado foi
descartado e a biomassa foi lavada com a mistura até eliminar o querosene residual (Zhou
e Kozaric,1995).

Cinética de Crescimento Celular/Degradacédo de Querosene

Foi monitorada ao longo de 5 dias, a 28°C, em frascos agitados a 200 rpm para o

ensaio do planejamento fatorial que apresentou maior degradacao de querosene.

Controle da Biodegradacéo de Querosene em Agua do Mar

O controle da biodegradacao de querosene foi adaptado do protocolo para controle
de biodegradacéo de hidrocarbonetos proposto por Blekinsopp et al (1996). Para o ensaio
3 - ensaio do planejamento fatorial que apresentou maior degradacédo de querosene (E3.1)
foram realizados: controle positivo consistindo de agua do mar, 6leo de milho, nutrientes e
in6culo (CP3.1); controle negativo consistindo de agua do mar, querosene e indculo
(CN3.1) e controle estéril consistindo de agua do mar, querosene e nutrientes (CE3.1). O
controle positivo serviu como ponto de referéncia reproduzivel para biodegradacdo sob
condi¢cdes oOtimas (ndo tdéxicas). O controle negativo serviu como ponto de referéncia

reproduzivel para biodegradacdo sob condigbes sub-6timas (limitacdo de nutrientes). O
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controle estéril serviu para medir perdas abidticas (i.e. volatilizacdo adicional e perdas por
dissolugéo). Controles positivo (CP3.2), negativo (CN3.2) e estéril (CE3.2) usando &gua
destilada no lugar de agua do mar, também foram realizados para monitoramento e

controle do efeito salino sobre a biodegradacéo de querosene.

Teste de Fitotoxicidade

O teste de fitotoxicidade foi realizado de acordo com a metodologia proposta por
Tiquia et a.l (1996), com algumas modificacdes. O efeito da toxicidade dos materiais
residuais proveniente da biodegradacao de querosene por Candida lipolytica, foi avaliado
atraves do indice de germinacgéo do feijdo macagcar (Vigna ungiculata (L.) WALP.). Foram
empregadas placas de Petri esterilizadas, forradas com papel de filtro impregnado com 5
mL do liquido biodegradado e filtrado em membrana Millipore de 45 um para eliminar
células de leveduras e evitar contaminacdes e 10 feijdes, colocados de forma equidistante,
previamente desinfectados com solu¢do de hipoclorito de sodio a 1% e agua destilada.
Paralelamente foram empregadas placas controle contendo dgua destilada e agua do mar
estéreis, e placas contendo apenas o querosene. Todos os testes foram realizados em
triplicata e mantidos sob a temperatura de 28°C, durante 7 dias. Apos esse periodo, 0s
percentuais de germinacao e de crescimento das raizes e o indice de germinacao foram
calculados. A porcentagem de germinagéo foi calculada como a razdo entre a média de
sementes germinadas e a média de sementes germinadas no controle com agua
destilada, multiplicada por 100. A porcentagem do crescimento da raiz foi calculada como
a razado entre a média do crescimento das raizes e a média do crescimento das raizes do
controle com agua destilada, multiplicado por 100. O indice de germinacéo foi calculado
como o produto da percentagem de germinagdo da semente, pela porcentagem de

crescimento da raiz, dividido por 100.
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Anélises Estatisticas

As analises do planejamento fatorial completo, incluindo os diagramas de Pareto
foram realizadas usando o programa Statistica® versdo 8.0 (Statsoft.Inc, Tulsa/OK,USA).
Os demais graficos foram construidos com o apoio do programa SigmaPlot versdo 10.0
(Systat software, Inc, Germany). 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 relagdo as varidveis 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 o
quao grande deve ser o efeito para ter significado estatistico. O ponto no qual os efeitos
estimados sao significativos (p=0,05) estd indicado pela linha vertical vermelha. As
significancias dos efeitos foram testadas por analise de variancia (Box et al. 1978;

Montgomery 1997).

3. Resultados

A matriz decodificada e os resultados obtidos no planejamento fatorial completo 2%,
realizado em escala de frascos, estdo apresentados na Tabela 3.

Apesar da grande quantidade de trabalhos existentes na literatura sobre
biodegradacdo de petrdleo e derivados por diferentes micro-organismos sob diferentes
condicbes ambientais e nutricionais, nao foi encontrado nenhum relato sobre
biodegradacdo de querosene por C. lipolytica em agua do mar, acida ou extremamente
alcalina, com baixa oxigenacdo, suplementada com sulfato de amébnio e fosfato
monobasico de potassio. Portanto, 0s resultados obtidos neste trabalho foram
comparados, em sua maioria, com trabalhos envolvendo outros micro-organismos, fontes

de carbono e meios de producéo.
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Identificacdo dos melhores meios para biodegradacdo de querosene em agua do mar

No planejamento analisado (Tabela 3), as concentracdes de biomassa variaram
entre 0,72 e 23,20 g/L em pH 6 e entre 7,46 e 19,40 g/L em pH 14. As concentracdes
médias da biomassa dos meios com pH 6, 10 e 14 foram respectivamente iguais a
9,58+7,51 ¢g/L, 15,28+0,63g/L e 13,43+4,19 g/L. Ou seja, em média, as maiores
concentracdes de biomassa ocorreram em pH alcalino, ratificando o comportamento halo-
alcali-tolerante da levedura C. lipolytica UCP 0988. Entretanto, apesar da segunda maior
concentracdo de biomassa (19,40 g/L) ter ocorrido no ensaio 12, com pH inicial 14
(querosene 30%v/v, 1 g/L de sulfato de aménio e 20,4 g/L de fosfato monobasico de
potassio, tensdo superfical 39,36 mN/m, salinidade final 70%.), a maior concentracdo de
biomassa (23,20 g/L), ou seja, o maior percentual de degradacdo de querosene pela
levedura C. lipolytica ocorreu no ensaio 3, com pH inicial 6 (querosene 30%v/v, 1 g/L de
sulfato de amoénio e 6,8 g/L de fosfato monobasico de potassio, tensdo superficial final
37,13 mN/m, salinidade final 45%.). Os ensaios 3 e 12 também apresentaram altas
atividades de emulsificacdo para emulsdes agua—em-6leo de milho e emulsdes 6leo de

milho-em-agua.

Identificagcdo do melhor meio para producéo de BE/BS por Candida lipolytica UCP 0988

em agua do mar usando querosene como fonte de carbono

A tenséo superficial média dos 20 ensaios do planejamento foi igual a 43,84 +4,94
mN/m. O ensaio 4 realizado com pH inicial 14, apresentou a menor tensao superficial
(33,78 mN/m) do planejamento, atividades de emulsificacdo média para emulsbes agua
em Oleo de milho e dgua em 6leo de motor, respectivamente iguais a 4,754 e 1,75 UAE,
salinidade final igual a 60%o e percentuais de reducédo de tenséo superficial e de elevacéo
de salinidade, respectivamente, iguais a 35,46 e 33,33, sendo portanto considerado um
bom meio para producao de biossurfactante. Em contraste, o ensaio 3 realizado com pH

inicial 6 e com concentracdes de querosene (30%), sulfato de amoénio (1,0 g/L) e fosfato
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monobasico de potassio (6,8 g/L) idénticas ao do ensaio 4, apresentou a maior tensao
superficial (52,36 mN/m) do planejamento, atividades de emulsificacdo para emulsdes
agua em o6leo de milho e agua em oOleo de motor, respectivamente iguais a 5,161 e 6
UAE, salinidade final igual a 45%. e percentuais de redugédo de tensdo superficial e de
elevacao de salinidade respectivamente iguais a 25,46 e 12,50%. A diferenca de tensdes
obtidas nos dois ensaios mostra a forte influéncia exercida pelo pH sobre a tensédo
superficial. Os ensaios 3 e 12 que apresentaram maior biodegradacdo de querosene,
apresentaram reducdo de tensdo superficial de 46,85% e 16,85 % respectivamente.
Portanto, o ensaio 3 além de ser considerado o ensaio que apresentou maior degradacdo
de querosene, foi também identificado em funcdo do percentual de reducdo da tensdo

superficial, como o melhor meio para producéo de biossurfactante

A reducdo da tensdo superficial é frequentemente utilizada como um critério
primario para selecionar micro-organismos produtores de biossurfactantes, embora
agentes emulsificantes e dispersantes ndo possuam, necessariamente, habilidade de
reduzir a tensao superficial (Youssef, 2004). Na literatura encontram-se diversos relatos de
excelentes bioemulsificantes que ndo sédo capazes de reduzir tensdo superficial dos meios
(Cirigliano e Carman, 1985; Singh e Desai 1989; Singh et al. 1990) e de bons
biossurfactantes que nao sao bons emulsificantes (Cooper e Paddock, 1984, Plaza et al.
2006). A cepa Y. lipolytica NCIM 3589, uma espécie marinha tropical, pode produzir
apenas emulsificante na presenca de hidrocarbonetos ou petréleo cru. Supostamente, 0
mecanismo de assimilacdo de hidrocarboneto se realiza através da aderéncia da levedura
as gotas de 0leo, 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. Ja
na fase estacionaria, a levedura Y. lipolytica NCIM 3589 libera o emulsificante, em
condicdes de excesso de carbono e limitacdo de nitrogénio, a um pH inicial de 8, em
presenca de cloreto de sodio de 2 a 3% (Zinjarde, Pant, 2002). Por outro lado, Franzetti et
al 2009 isolaram de local cronicamente contaminado por Oleo diesel trés estirpes
bacterianas pertencentes ao género Gordonia. Particularmente, Gordonia SP. BS29
produziu dois tipos diferentes de compostos microbianos de superficie ativa:

bioemulsificantes extracelulares capazes de produzir emulsdes estaveis, mas que nao
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reduzem tensdo superficial e biossurfactantes glicolipidios capazes de reduzir a tenséo
superficial. Também existem varios exemplos de biossurfactantes que tanto baixam a
tensdo quanto estabilizam emulsdes (Albuquerque, 2006; Singer et al. 1985; Rapp et al.,
1979).

Efeitos do pH inicial, da concentracao inicial de querosene e das fontes de nitrogénio

e fosforo sobre a concentracéo celular (biomassa)

As interagcOes do querosene com o sulfato de amonio, do pH com o querosene e do
sulfato de aménio com o fosfato monobasico de potassio, nesta ordem, exerceram efeitos
negativos significativos sobre o aumento da concentragdo de biomassa, produzida por C.
lipolytica em &4gua do mar usando querosene como Unica fonte de carbono (Figura 1).
Por outro lado, os efeitos das interacbes do pH com o sulfato de amonio, do pH com o
fosfato monobasico de potéassio, do querosene com o fosfato monobasico de potéssio,
nesta ordem, favoreceram o aumento da concentracdo de biomassa, ou seja favoreceram
o0 aumento da degradacédo de querosene por C. lipolytica em agua do mar. O aumento do
pH, aumento da concentracdo de querosene e o aumento da concentragcdo de fosfato de
potassio foram os fatores que exerceram individualmente, nesta ordem, os maiores efeitos
positivos estatisticamente significativos sobre o aumento da concentracdo de biomassa e
consequentemente da degradacéo de querosene. O aumento da concentracéo de sulfato
de amonio foi o fator individual que exerceu maior efeito negativo sobre o aumento da
concentracdo de biomassa. A comparacdo dos ensaios 3 e 7 realizados nas mesmas
condicdes, exceto quanto a concentracao de sulfato de amonio, deixa evidente o quanto o
aumento da concentracdo de sulfato de amoénio, nas condi¢des estudadas, desfavorece o
aumento da concentragdo de biomassa: 0 ensaio 3 apresentou a maior e 0 ensaio 7 a
menor concentracdo de biomassa do planejamento. O efeito da curvatura também foi
positivo e estatisticamente muito significativo, 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.

Efeitos do pH inicial, da concentragao inicial de querosene e das fontes de nitrogénio
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e fosforo sobre a tenséo superficial

O pH exerceu um efeito negativo altamente significativo do ponto de vista estatistico
sobre o aumento da tensado superficial, sendo o Unico fator que favoreceu a reducao da
tensdo superficial dos meios de biodegradacdo de querosene e de producéo de
biossurfactantes (Figura 2). Os efeitos individuais e as interacdes dos demais fatores e da
curvatura nao foram estatisticamente significativos.

A forte influéncia do pH sobre a reducéo da tenséo superficial pode esta relacionada
com alteracbes na salinidade provocadas por mudancas de pH. Trabalhos anteriores
(Foster 1973; Hill et al. 1973; Chan e Shah, 1977) mostraram que a tensao interfacial é
fortemente dependente da salinidade da fase aquosa e que em uma concentracao critica
de sal, a tensdo interfacial se aproxima de seu valor critico. Pela mudanca da salinidade
da fase aquosa, as solubilidades relativas do surfactante no Oleo e na agua podem
apresentar variagdes significativas. A concentracao de surfactante na fase oleosa aumenta

com a concentracdo de sal na fase aquosa.

Efeitos do pH inicial, da concentracdo inicial de querosene e das fontes de
nitrogénio e fosforo sobre as atividade de emulsificacdo para emulsdes agua-em-6leo de

motor e agua-em-6leo de milho.

A interacdo do pH com o fosfato monobasico de potassio exerceu um efeito positivo
e 0 aumento da concentracdo de querosene um efeito negativo, ambos significativos do
ponto de vista estatistico, sobre o aumento da atividade de emulsificacdo para emulsdes
agua-em-6leo de motor (Figura 3). Os demais fatores e interacdes ndo apresentaram
efeitos estatisticamente significativos. Por outro lado, 0 aumento do pH inicial de 6 para 14
exerceu um efeito negativo altamente significativo do ponto de vista estatistico sobre o
aumento da atividade de emulsificacdo para emulsdes agua em 6leo de milho, obtidas
usando o liquido metabdlico livre de células dos meios de biodegradacdo de querosene e
de producédo de biossurfactantes (Figura 4). Os efeitos individuais e as intera¢cdes dos

demais fatores e da curvatura ndo foram estatisticamente significativos.
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Os efeitos da salinidade sobre as atividades de emulsificacdo agua-em-6leo de
milho e &agua-em O6leo de motor sdo importantes para o correto entendimento da
estabilidade das emulsGes formadas, considerando que cloreto de sodio € o maior
componente da agua do mar e freqientemente quebra a emulsdo entre 6leo e agua do
mar (Jung et al. 1995).

Maneerat e Dikit (2007) investigaram os efeitos do pH sobre a atividade de
emulsificacdo do extrato ndo purificado do biossurfactante produzido por Miroydes sp.
SM1 para petroleo bruto envelhecido. Precipitacdo do extrato bruto ocorreu em pH abaixo
de 5, mas nenhuma mudanca na atividade foi obtida no intervalo de pH variando de 5 a
12. Em pH préximo ao ponto isoelétrico, ndo existe repulsdo eletrostatica entre as
moléculas vizinhas e 0s 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).

Efeitos do pH inicial, da concentracdo inicial de querosene e das fontes de

nitrogénio e fésforo sobre o pH final

O aumento do pH inicial exerceu um efeito positivo altamente significativo sobre o
aumento do pH final dos meios de degradacéo de querosene (Figura 5). A interacao do pH
com o sulfato de amodnio exerceu um efeito negativo estatisticamente significativo sobre o
aumento do pH final dos meios. Em todos os ensaios do planejamento, os pHs finais
foram inferiores aos pHSs iniciais (Tabela 3). A acidificacdo dos meios de biodegradacgéo de
guerosene e producao de biossurfactante/bioemulsificante pode ter ocorrido pela producao
de acidos organicos () e/ou pela assimilacdo de ions aménio pelas células, com geracao
de prétons que diminuiram o pH citoplasmatico e estimularam a H*ATPase a bombear
prétons para o meio externo (Heidrich e Schroeder, 1989). Os demais fatores nao
apresentaram efeitos estatisticamente significativos.

Efeitos do pH inicial, da concentracdo inicial de querosene e das fontes de

nitrogénio e fosforo sobre a salinidade
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O aumento da concentracdo de fosfato monobésico de potassio, o0 aumento do pH inicial e
a interacdo do pH com a concentracdo de fosfato monobasico de potassio, nesta ordem,
exerceram efeitos positivos estatisticamente significativos sobre o0 aumento da salinidade
final dos meios de degradacdo de querosene (Figura 6). A interagcdo do pH com a
concentragdo de sulfato de amobnio exerceu um efeito negativo sobre o aumento da
salinidade. Os demais fatores ndo exerceram efeitos estatisticamente significativos sobre
a salinidade final dos meios de degradacéo de querosene.

As culturas de C. lipolytica UCP 0988 crescidas em agua do mar suplementada
com fontes de nitrogénio e fosforo, com pH inicial ajustado para 6, 10 e 14 foram capazes
de tolerar salinidades variando entre 45 e 6,0%; 50 e 55 % e 45 e 7,5%,
respectivamente; demonstrando potencial para biorremediacdo de agua do mar poluida
com querosene. Estes resultados revelam o comportamento halotolerante da levedura C.
lipolytica UCP 0988, capaz de degradar querosene e produzir bioemulsificantes/
biossurfactantes em meio com salinidade igual a 7,5%, ou seja. 2,5 vezes mais alta que a
salinidade da &agua do mar (3%). Microorganismos halofilicos requerem altas
concentragbes de sal para crescimento enquanto microorganismos halotolerantes
possuem mecanismos de resposta que permitem sua sobrevivéncia em meios salinos.
Ambos 0s grupos produzem metabdlitos que os protegem da injlria do sal e mantém um

balanco osmoético entre as células e o0 meio ambiente circunvizinho (Rao et al, 2007).

Cinética de Crescimento/Biodegradacdo Querosene

As taxas de captacdo e mineralizacdo de matéria organica de muitos compostos por
populac6es microbianas no ambiente aquético s@o proporcionais a concentracdo do
composto, geralmente em conformidade com a cinética de Michaelis-Menten (Boethling et
al. 1979, Pfaender et al., 1982).

A cinética de crescimento de Candida lipolytica UCP 0988 sobre querosene a 30%
(v/v), em &gua do mar &cida (pH 6) e com baixa oxigenagdo, suplementada com fontes de

nitrogénio e fosforo nas concentracbes especificadas no ensaio 3 do planejamento, foi
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monitorada durante 5 dias e esta ilustrada na Figura 7. Nas primeiras 12 horas, ocorreu
uma fase de crescimento exponencial (Biomassa=0, 7789e”"*** tempo R?=0,9843,
Hmax=0,05 h™, t;=5,8 h), seguida por uma fase de decaimento linear entre 12 e 48 horas
(Biomassa=-1,83tempo+8,9267 R?=0,9971, taxa de decaimento =-0,1017 h™) e de uma
fase de crescimento logaritmico de 48 a 96 horas (Biomassa= 17,99Ln(tempo)+3,3018
R%=0,997, taxa de crescimento=0,413 h™). O perfil de crescimento diduxico apresentado,
pode ter ocorrido devido ao consumo inicial de querosene seguido pelo consumo de
produtos da biodegradacédo do querosene como fonte de carbono ou devido a limitacdo de
nitrogénio com posterior reposicédo de nitrogénio ao meio por lise celular. Segundo Hogg
(2005), o fenbmeno diauxico é representado pelo consumo preferencial de um substrato,
geralmente o de maior valor energético, seguido pelo consumo de outro substrato também
presente no meio, ou de produto gerado durante o metabolismo. O pH do ensaio 3
manteve-se praticamente constante, baixando para 5,68 no final do experimento. Altas
atividades de emulsificacdo para emulsdes agua em 6leo de motor e 4gua em Oleo de
milho mantiveram-se praticamente constantes variando em torno de 6 e 5 UAE,
respectivamente. Por outro lado, houve uma elevacéo de 12,5 % da salinidade do meio e
uma reducédo da tensédo superficial de aproximadamente 25% (Tabela 3).

O trabalho mais proximo ao desenvolvido na presente pesquisa foi realizado por
Souza (2009), no qual a levedura C. lipolytica cultivada, em agua do mar suplementada
com sulfato de aménio e fosfato monobéasico de potassio, usando 6leo diesel a 5 % (v/v)
como Uunica fonte de carbono, apresentou uma curva de crescimento com fase de
adaptacdo de aproximadamente 24 horas e taxa de decaimento celular de - 0,17 h*
devido a metabolizagdo de compostos toxicos do diesel. Apés esta fase de adaptacao, C.
lipolytica metabolizou os compostos presentes no 0leo diesel, na presenca da agua do
mar, com uma velocidade de crescimento celular maxima (umax) de 0,11 h™ e tempo de
geracao (tg) de 6,4 h, atingindo a biomassa final de 1 x 10° UFC/mL. Durante a fase de
adaptacado da levedura a salinidade aumentou de 45%o. para 46%o, decrescendo para 44%o
durante a fase de crescimento e mantendo essa salinidade até o final do cultivo. O pH
apresentou variacdes insignificantes em torno de 9,5. A tensdo superficial aumentou de

41,9 mN/m no inicio do cultivo para 49,4 mN/m, decrescendo para 46,6 mN/m nas 24
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horas restantes. As atividades de emulsificacdo 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-0leo de milho apresentaram valores um pouco
menores até 72 horas, diminuindo para 5,4 UAE nas ultimas 24 horas de cultivo. Esses
resultados comprovaram a capacidade de C. lipolytica crescer sobre 6leo diesel como
Unica fonte de carbono em meio alcalino (pH 9,5) com salinidade variando entre 44 e 47%o.
A biorremediacdo de solos por Pseudomonas aeruginosa AT18, tendo petrdleo,
oleo lubrificante, naftaleno, tolueno ou querosene, como Unica fonte de carbono e energia
foi estudada por Pérez Silva et al.(2006). Os resultados mostram que 0s maiores
crescimentos foram obtidos com a utilizacdo de querosene (2,5g/L) e Oleo lubrificante
(2,0g/L). O crescimento de P. aeruginosa sobre tolueno (1.2 g/L) e sobre naftaleno foi
70% mais baixo que sobre alcanos. P. aeruginosa foi também capaz de crescer sobre
petréleo como Unica fonte de carbono, alcancando concentracao de biomassa igual a 0.95
g/L apo6s 20 dias. A curva mostrou crescimento diduxico, caracteristico da assimilagdo de
duas ou mais fontes de carbono. A primeira fase do crescimento comecou entre o primeiro
e 0 segundo dia de incubacéo e se estendeu até o quinto dia, onde foi observado a fase
estacionaria, alcancando 0,31g/L de biomassa e taxa de crescimento de 3,5x107 /dia.
Uma segunda fase exponencial foi observada com nove dias de incubacdo. A taxa de
crescimento especifico foi de 2,x10/dia e a biomassa aumentou para 0,95g/L. A taxa de
crescimento diminuiu com o aumento do tempo de incubacdo para diferentes fases de
crescimento exponencial, devido a adaptacdo continua das células as moléculas
complexas. Na ultima fase foram degradadas as moléculas mono e poli aromaticas.
Trabalho realizado por Saratale et al (1997) mostrou que o fungo filamentoso
Aspergillus ochraceus NCIM-1146 foi capaz de degradar querosene, quando micélio
previamente crescido em querosene durante 96 horas, foi inoculado em dois diferentes
meios contendo querosene a 10% (v/v) e incubados em agiatador raotatorio a 30°C e
120 rpm, durante 20 dias. A degradacao aerobica de querosene, pelo referido fungo, no
meio 1 (contendo tampéo fosfato) e no meio 2 (contendo extrato de levedura),
produziu aumentos na utilizacdo de hidrocarbonetos de petréleo e no peso seco. A

degradacéao de hidrocarbonetos totais no querosene no meio 1 foi de 77,5% e no meio 2
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de 83,8%. O peso seco do micélio, apds a incubacao por 20 dias, com querosene, nestes
dois meios variou entre 50-51 mg/mL. O pH diminuiu de 7,4 para 6,7 no meio 1 e de 7,2
para 6,6 no meio. A emulsédo formada em ambos os meios foi estavel. Medidas de perdas
abidticas em combinacdo com estudos de biodegradacdo ajudaram a evitar
a superestimacdo da atividade de biodegradacdo e subestimagcdo de outros possiveis
mecanismos de perdas de hidrocarbonetos. A perda abiética medida no final do
experimento variou entre 20 e 21% em ambos 0s meios.

A habilidade de diferentes isolados (Pseudomonas sp. AP, Pseudomonas sp. CK e
Gordonia sp. DM) degradarem guerosene, em concentracdes variando de 2 a 8%, em
meio liquido foi investigada por Gouda et al (2007). Os resultados mostram que 0s
porcentuais de degradacao de querosene variaram entre os diferentes micro-organismos e
que cerca de 59 a 94% de querosene foi degradado em 21 dias. Foi observado que
células imobilizadas aumentam mais a biodegradacdo que células livres. Diferentes
concentragfes de querosene produziram também diferentes resultados. Nos experimentos
realizados com querosene na concentracdo de 6%, a degradacdo observada foi de
aproximadamente de 86-90%, contrastando com o0s experimentos realizados com
guerosene na concentracdo de 2% que atingiram 96-98% de degradacdo. A tensao
superficial ndo diminuiu o que significa que né&o houve producdo de biossurfactante
durante o crescimento sobre petrdleo.

Trabalho desenvolvido por Shabir et al (2008) investigou a biodegradacdo de
guerosene em solo, usando uma cultura mista de bactérias e dois diferentes tipos de
tratamentos T1 e T2, tendo o primeiro baixa concentracdo de nutrientes em relacdo ao
segundo. Cada tratamento continha 4% (p/p) de querosene no solo como Unica fonte de
carbono. ApGs 6 semanas de incubacgédo, os tratamentos T1 e T2 exibiram degradacéo de
guerosene de 27,7 e 65,77% respectivamente. O maior crescimento bacteriano foi
observado em no tratamento T2 como uma reducéo significativa do teor de querosene no
solo, ao longo de 2-3 semanas de incubac&o. No geral, 46,712 e 54,724% de nitrogénio,
36,73 e 43,73% de fésforo e 24,72 e 35,72% de potassio contidos no solo, foram
esgotados respectivamente, nos tratamentos T1 e T2. O referido trabalho definiu exigéncia
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nutricionais para a degradagcao de querosene, abrindo caminhos para sua biorremediagcao
em solos contaminados.

O tratamento de argila contaminada com querosene usando bioatenuacao,
bioestimulacdo e boaumentacdo foi estudado por Gouda et al. (2008) usando
microcosmos em escalas de laboratério e de campo. Apds 7 semanas, 90% do querosene
foi degradado pelos processos de bioestimulacdo e bioaumentagcdo, enquanto
apenas50% foi obtido por atenuacdo natural. Uréia (46%) e superfosfato (15,5%) foram
utilizados como fontes de nitrogénio e fésforo, devido ao baixo custo e disponiblidade
local. Células imobilizadas de Gordonia sp. DM, Pseudomonas sp. AP and Pseudomonas
sp. CK reduziram o tempo e melhoraram o processo de biodegradacdo de querosene na
argila. O porcentual de biodegradacédo foi 85 a 90% em temperaturas de 21 a 24°C, e
apenas de 57 a 68% em temperaturas de 15 a 17°C. O microcosmo em escala de
laboratério foi ampliado com grande sucesso para escala de campo. O uso de consorcio
dos organismos testados acelerou a taxa de a biodegradacdo depois de uma semana
(74%) em relacdo aos organismos separados, exceto em relacdo a Gordonia sp.DM
(77%). Taxa de degradacdo maxima (96%) foi atingida pelo consoércio apds 7 semanas.

O potencial de degradacédo de hidrocarbonetos de querosene de avidao por uma
cepa bacteriana autéctone, isolada de amostras de solo contaminada com derivados de
petréleo e identificada como Norcadia sp, foi investigado por Gomes et al (2009).
AvaliacGes de suas habilidades degradativas foram realizadas por ensaios presumiveis
como teste indicador redox e por observacdes da reducdo da tensdo superficial em meio
aguoso. A degradacdo dos hidrocarbonetos do querosene de avido foi avaliada por
métodos cromatograficos. As experiéncias foram realizadas em frascos com duas taxas de
bioestimulacdo. Uma cepa de Pseudomonas aeruginosa foi usada como organismo de
referéncia. A cepa bacteriana Norcadia sp.demonstrou elevada habilidade para degradar
compostos de querosene de avido, bem como para produzir biossurfactantes, quando
comparado com o micro-organismo de referéncia.

Estudo realizado por Bacosa et al (2010) investigou a habilidade de um consaércio
enriquecido degradar fragbes de querosene em meio Bushnell Haas. A concentragcao de

hidrocarbonetos totais caiu de 10 para aproximadamente 8g/L em 3 dias, equivalendo a
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uma degradacdo de querosene de aproximadamente 20% em 3 dias, apds 0s quais a
degradacéo prosseguiu mais lentamente, parando entre 5 e 7 dias, mas a densidade de
bactérias permaneceu relativamente elevada. Fato explicado pela limitacdo de oxigénio
nos meios de cultura. Oxigenases sdo as enzimas responsaveis pelo ataque inicial aos
anéis aromaticos e cadeias alifaticas para as quais oxigénio molecular € necessario
(Leahy e Colwell, 1990). O consércio microbiano utilizou preferencialmente fracdes
aromaticas, que sao mais toxicas que fracbes alifaticas. Quando as fracdes de
hidrocarbonetos foram degradadas a densidade celular aumentou e o pH caiu de 7 para
aproximadamente 5 em 3 dias, quando a maxima degradacdo foi alcancada. Fase de

adaptacao (lag fase) nao foi observada.

Controle da Biodegradacéo de Querosene em agua do Mar

Segundo Altas (1995) para demonstrar que a tecnologia da biorremediacdo €
potencialmente util, é importante que a habilidade para aumentar as taxas de
biodegradacao de hidrocarbonetos seja monitorada sobre condi¢des controle.

A Figura 8 ilustra os resultados dos ensaios dos controles positivo (CP3.1);
negativo (CN3.1) e estéril (CE3.1) - referentes ao ensaio 3 (E3.1), ensaio do planejamento
gue apresentou maior concentracdo de biomassa/degradacdo de querosene em agua do
mar (pH inicial 6). Na Figura sdo também apresentados ensaios controle do efeito da
salinidade, realizados nas mesmas condi¢Ges do ensaio 3, usando agua destilada no lugar
da agua do mar (E3.2) e dos seus controles positivo (CP3.2), negativo (CN3.2) e estéril
(CE3.2). A utilizacdo/degradacgéo do querosene no ensaio 3 (E3.1) e do 6leo de milho nos
controles positivos (CP3.1 e CP3.2) podem ser observadas visualmente através do
crescimento da biomassa.

As comparacdes visuais, ap0s 96 horas, do crescimento da levedura
Candida lipolytica UCP 0988 - no ensaio 3 (E3.1) e nos correspondentes controles
positivo (CP3.1), negativo (CN3.1) e estéril (CE3.1) - deixam evidente a capacidade da

referida levedura degradar querosene em agua do mar acida (pH inicial 6) suplementada
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com sulfato de aménio e fosfato monobéasico de potédssio. Nos controles positivos (CP3.1 e
CP3.2) houve grande producdo de biomassa e de biossurfactantes/bioemulsificantes. Por
outro lado, nos controles negativos houve producédo de biossurfactantes/bioemulsificantes
capazes de formar emulsGes agua-em-0leo de milho (CN3.1) e emulsdes 6leo de motor
em &agua(CN3.2) potentes, mas a producdo de biomassa/degradacdo de querosene foi
pequena. Estes resultados estdo de acordo com observagao de que embora a producdo
de agentes emulsificantes possa aumentar a suscetibilidade dos hidrocarbonetos em um
O0leo a degradacdo microbiana, micro-organismos que efetivamente emulsificam um
determinado 6leo, muitas vezes ndo degradam totalmente os hidrocarbonetos do referido
Oleo (Atlas, 1981). Como era previsto, nos controles estéreis ndo houve producdo de
biomassa e conseqguentemente também nao houve producao de
biossurfactantes/bioemulsificantes. A diferenca da producao de biomassa entre o ensaio 3
(E3.1) e o respectivo controle estéril (CE3.1) foi altamente significativa do ponto de vista
estatistico (p>0.05). Houve também uma diferenca estaticamente significativa entre a
producdo de biomassa do ensaio 3 (E3.1) e a do ensaio E3.2, realizado nas mesmas
condi¢cBes do ensaio 3, exceto pela substituicdo da agua do mar por agua destilada. Essa
diferenca pode ser justificada pela presenca na agua do mar de sais e metais que
estimulam o crescimento microbiano, nas condi¢des estudadas.

O ensaio 3 (E3.1) e os ensaios controles CP3.1, CN3.1, CE3.1, E3.2, CP3.2, CN3
.2 e CE3.2 apresentaram indices de emulsificacdo com 24 horas (IE24) para emulsfes
agua em Oleo de milho, respectivamente iguais a 72, 68, 40, 44, 36, 32, 36 e 32 % e para
emulsdes agua em oleo de motor respectivamente iguais a 52,100, 40, 34, 72, 96, 20 e
36%.

As propriedades de uma emulsdo podem evoluir através do tempo devido a uma
variedade de processos quimicos e bioquimicos (McClements; Weiss, 2004). O termo
estabilidade de emulsdo € usado no presente trabalho, para descrever a habilidade de
uma emulsdo resistir a mudancas em suas propriedades através do tempo. As
estabilidades apo6s 72 horas de repouso e o0s tipos das emulsfes formadas entre o 6leo de
milho e os liquidos metabdlicos livres de células dos ensaios E3.1, CP3.1, CN3.1, CE3.1,

E3.2, CP3.2, CN3.2 e CE3.2, nesta ordem, podem ser analisadas na Figura 9(a). Por
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outro lado, na Figura 9(b) é possivel analisar as estabilidades apds 96 horas de repouso e
os tipos das emulsdes formadas entre o 6leo de milho e os liquidos metabdlicos livres de
células dos ensaios E3.1, CP3.1, CN3.1, CE3.1, E3.2, CP3.2, CN3.2 e CE3.2, nesta
ordem. Em todos os tubos houve formacdo de emulsdes agua-em-0leo, exceto no 7°
tubo da Figura 9(b), onde além de formacdo de espuma, houve formagdo de emulséo
Oleo-em-agua entre o liquido metabdlico livre de células do ensaio negativo EN3.2 e 0 dleo
de milho. Segundo Dickinson (1992), emulsdes 6leo-em-agua sao estabilizadas por dois
tipos principais de agentes emulsificantes moleculares: surfactantes pequenos e polimeros
soluveis em agua. Percebe-se, claramente, a maior estabilidade e especificidade dos
biossurfactantes/bioemulsificantes para formar emulsdes com 6leo de milho ap6s 96 h,
sejam elas do tipo agua-em-6leo ou 6leo-em-agua. Convém também ressaltar que houve
formacdo de espuma e emulsdo agua-em-6leo entre o liquido metabdlico livre de células
do ensaio negativo CN3.2 e o 6leo de milho. Resultados que indicam que apesar do
pequeno crescimento da biomassa no controle negativo (CN3.2) usando agua destilada, a
levedura excretou bioemusificantes/biosurfactantes com propriedades espumantes e
solubilizantes, capazes de formar emulsdo 6leo de milho-em-agua e emulsdo agua-em-
6leo de milho.

A maioria dos surfactantes é capaz de espumar, o que pode ser um efeito desejavel
ou nao, dependendo da aplicagdo. A espuma consiste em dois sistemas de fases,
termodinamicamente instaveis, de bolhas de gas em liquido, ou seja, € uma emulsdo
presente na superficie ar/agua e esta emulsdo permanece estavel até haver algum fator
gue a desestabilize como a utilizacdo de agentes antiespumantes (Peter e Rouette, 1989;
Salvini et al.,, 2006). A habilidade de varios surfactantes formarem espuma tem sido
estudada visando a recuperacdo de 6leo usando processo de formagdo de espuma. A
capacidade de formacdo de espuma de uma solugdo de surfactante aumenta com o
aumento da concentracdo do surfactante e da temperatura. Além da concentracdo micelar
critica, a formacdo de espuma de solugbes surfactantes quase permanece constante
(Sharma et al., 1984).

Substancias organicas que sao insollveis em agua podem ser solubilizadas através

do emprego de surfactantes, formando uma emulsdo estavel. O tipo de micela formada
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dependera da estrutura quimica do surfactante e dos liquidos a serem misturados. De uma
forma geral, a aplicacdo de surfactantes aumenta a solubilidade dos constituintes do
petréleo, sendo que os hidrocarbonetos estardo localizados no nucleo das micelas,
enguanto que os compostos fracamente polares, como acidos graxos, alcoodis e ésteres,
estardo na parte externa das micelas (Porter, 1994; Mulligan, 2001).

A formacdo de emulsbes através da producdo microbiana e liberacdo de
biossurfactantes é um processo importante na absorcéo de hidrocarbonetos por bactérias
e fungos (Singer et al 1984). Broderick e Cooney (1982) relataram que 96% das bactérias
utilizando hidrocarbonetos isoladas de lagos de agua doce sdo capazes de emulsificar
querosene, e que culturas mistas de bactérias do solo (Jobson et al 1974) e de ambiente
marinho (Rambeloariosa et al 1984) que efetivamente degradam petréleo também
apresentam forte atividade emulsificante (Leahy e Colwell, 1990).

Estudos detalhados sobre a estabilidade dos bioemulsificantes produzidos em
relagdo a salinidade estdo sendo realizados visando seu uso em ambientes marinhos e
indUstrias biotecnolégicas. Abdel-Mawgoud et al. (2008) estudaram os efeitos da
salinidade sobre a atividade de emulsificacdo de biossurfactantes para investigar sua
aplicabilidade em biorremediacdo de poluicdo marinha. Foi encontrado que a atividade
superficial de teste de ramolipideos nao foi afetada em qualquer grau por altas
salinidades, ainda quando as salinidades alcancaram 6%, praticamente o dobro da
salinidade da 4gua do mar.

Embora ndo esteja claro como a salinidade afeta a mineralizacdo de
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPS), postula-se que ela afete as interacfes
particula-HAPs e também a solubilidade dos HAPs (Ashok et al., 1995).

E importante ressaltar que nos ensaios dos controles positivo, tanto no usando agua
do mar (CP3.1) quanto no usando agua destilada (CP3.2), houve grande producédo de
biomassa (69,39 e 44,7 g/L respectivamente) com utilizacdo/degradacdo quase total do
oleo de milho (Figura 8). As tensdes finais nestes dois meios foram respectivamente iguais
a 42,73 +0,32 mN/m e 46,07 £0,64 mN/m e em ambos as atividades de emulsificacédo para

emulsdes dgua-em-6leo de milho e agua—em-6leo de motor foram superiores a 6 UAE.
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Testes de Fitotoxicidade

Os resultados dos testes referentes a fitotoxicidade apds 96 horas dos liquidos
biodegradados no ensaio 3 (E3.1) e respectivos controles (CP3.1, CN3.1, CE3.1, E3.2,
CP3.2, CN3.2 e CE3.2), apresentados na Tabela 4, sugerem que a salinidade elevada foi
mais prejudicial aos feijdes que as fracdes de querosene remanescentes no liquidos
biodegradados das placas testes. Como se pode observar na Figura 10, a toxicidade do
guerosene e salinidade da dgua do mar inibiram germina¢des nas correspondentes placas
controle. S6 ocorreram germinacdes de feijdes na placa controle com 4gua destilada e nas
placas testes dos liquidos biodegradados nos ensaios controle do efeito salino: placa do
ensaio 3 com agua destilada substituindo a agua do mar (E3.2) e correspondentes
controles positivo (CP3.2), negativo (CN3.2) e estéril (CE3.2).

As técnicas de germinacdo das sementes e de alongamento de raiz foram
concebidas para avaliar os efeitos prejudiciais e toxicidadede de compostos (WONG,
1985). O indice de germinacdo também tem sido bastante usado e tem provado ser um
parametro muito sensivel, uma vez que combina a germinacédo e crescimento de raizes
(Tam eTiquia, 1994)..

A fitotoxicidade do querosene e niveis de sais dos liquidos metabdlicos
biodegradados induziram efeitos diferenciados quanto ao porte e aparéncia dos feijoes.
Conforme Lima et al. (2001) e Nunes et al (2009), os sais mais solUveis sdo mais nocivos
e podem causar efeitos toxicos ou mais limitantes, uma vez que as sementes ao
absorverem a agua, também absorvem ions que, conforme as concentra¢des, podem
causar toxidez e ocasionar disturbios fisiolégicos e decréscimo no potencial de
germinacao.

Em trabalho sobre tolerancia de plantas ao stress salino, Yokoi et al (2002),
afirmam que as condi¢bes para germinacdo de sementes nem sempre sao adequadas,
principalmente em solos salinos ou sodicos, podendo afetar o processo de embebicéo,
gue € dependente do potencial hidrico da semente e do meio externo. Outro fator
atribuido a salinidade referente a dificuldade de germinacdo de sementes é a entrada de

ions em quantidades toxicas, na semente. Por outro lado, segundo Debouba et al.(2006) a



Silva, J.F. Biodegradacdo de Querosene por Candida lipolytica em Agua do Mar 85

salinidade pode ainda interferir na germinagédo de sementes por outros fatores, como o
gasto de energia de reserva da semente para absorver dgua e posteriormente ndo dispor
desse reservatorio para outros processos, induzindo mudancas nas atividades das
enzimas catalase, polifenoloxidase e peroxidase.

Os testes de fitotoxicidade foram realizados em triplicatas, a Figura 10, apresenta
as melhores placas de cada triplicata. Os indices de germinacdo das placas testes
contendo liquidos metabdlicos do ensaio controle da biodegradacdo de querosene e do
efeito salino (E3.2) e dos respectivos controles positivo (CP3.2) e negativo (CN3.2) foram
respectivamente iguais a 49,71, 44,2 e 34,15 indicando degradacéao parcial do querosene
(em E3.2 e CN3.2) e do 6leo de milho (em CP3.2) com possivel formacdo de produtos
toxicos aos feijdes, inclusive bioemulsificantes/biossurfactantes. Os indices de germinacao
nas placas testes contendo liquidos provenientes dos ensaios controle E3.2 e C3.2 foram
aproximadamente iguais e proximos a 50%, valores que ratificam a habilidade da
C.lipolytica UCP 0988 crescer em ambiente de agua doce ou hipersalina e degradar
guerosene a 30%. Nas placas testes contendo liquidos metabdlicos do ensaio controle
CN3.2, o indice de germinacdo e a degradacdo de querosene foram menores devido
aauséncia de nutrientes (nitrogénio e fosforo). O indice de germinagdo nas placas testes
contendo liquidos provenientes dos ensaios controle CE3.2 foi igual a 5,51%, ou seja,
praticamente ndo houve germinacdo nem biodegradacdo de querosene. A ocorréncia de
germinacdes nestas placas sugere a existéncia na amostra analisada de alguns feijoes
naturalmente mais resistentes a toxicidade do querosene.

Maciel et al (2010) realizaram trabalho com o objetivo de aclimatar Penicillium spp.
a concentracOes crescentes de querosene de aviacao e determinar a fitotoxicidade do
material biodegradado. Foram utilizadas as linhagens: Penicillium griseofulvum, Penicillium
aurantiogriseum e Penicillium corylophilum, isolados de local impactado por
petroderivados em Suape, Pernambuco, Brasil. Foi realizada uma aclimatacao dos fungos
filamentosos a concentracdes crescentes de querosene de avido (1 a 30% v/v), onde
foram determinados o pH, a biomassa e a fitotoxicidade do material biodegradado frente a
sementes de Brassica oleracea var.Capitata. Todos 0s micro-organismos foram capazes

de produzir biomassa, a 30°C em 7 dias, em presenca de até 30% de querosene. O pH
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permaneceu acido em todas as concentracées e Penicillium griseofulvum UFPEDA 880
destacou-se quanto a fitotoxicidade do residuo gerado, sendo este de baixa toxicidade
frente as sementes testadas P. aurantiogriseum produziu 50g/L de biomassa em 1% de
qguerosene e P. griseofulvum produziu 49g/l de biomassa em 9% de querosene. A maior
producdo de biomassa de Penicillium corylophilum (30g/L) ocorreu a 1% de querosene de
aviacdo. P. griseofulvum é considerado promissor em processos de biodegradacdo de
concentracOes elevadas de querosene de aviacao.

A disponibilidade de um composto para 0s micro-organismos determina sua
biodegrabilidade. Geralmente, hidrocarbonetos de baixo peso molecular sdo mais solUveis
em agua que compostos de alto peso molecular (Speight, 2005). Portanto, um composto
altamente sollvel em agua € mais disponivel para as enzimas degradantes. A solubilidade
de compostos de hidrocarbonetos é também um importante consideracao ao avaliar a sua
toxicidade para os organismos. Hidrocarbonetos aromaticos sdo mais toxicos e 0s seus
efeitos prejudiciais aos organismos sao aumentados quando o produto quimico € mais
solivel em agua, aumentando exposicdo do organismo ao poluente. Na maioria dos
casos, 0s componentes soluveis sdo também os mais téxicos. Portanto, a biodegradacao
€ uma interac¢do entre a solubilidade aquosa do composto e a sua toxicidade (Bacosa et
al, 2010). No presente trabalho, nos testes de fitotoxicidade, houve germinacéo de feijoes
em todas as placas testes contendo liquidos metabdlicos dos ensaios controle da
biodegradacdo de querosene realizados em agua destilada (E3.2, CP3.2, CN3.2 e
CE3.2), o que sugere gue os hidrocarbonetos alifaticos de baixo peso molecular, mais
sollveis em agua foram os primeiros a serem biodegradados.

Enfim, os resultados obtidos no presente trabalho mostram a grande capacidade de
adaptacao da levedura C. lipolytica a condi¢cdes extremas de pH e salinidade. A levedura
C. lipolytica foi capaz de usar querosene (a 10%, 20% ou 30% v/v) como Unica fonte de
carbono e crescer em agua do mar, acida (pH 6) ou alcalina (pH 10 e 14) suplementada
com uréia, sulfato de amobnio e fosfato monobasico de potassio, produzindo
biossurfactantes com altas atividades de emulsificacdo. A habilidade da levedura Candida
lipolytica UCP 0988 degradar querosene em meios com pH 14 e em salinidades até 2,5

vezes a salinidade da agua do mar justifica seu enquadramento como um organismo nao
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convencional modelo superb (Barth e Galardin, 1997), ou seja, com caracteristicas
especialmente originais e geralmente muito significativas em pesquisa fundamental e

biotecnologia.

4. Conclusao

A levedura Candida lipolytica UCP 0988 (atualmente classificada como Yarrowia
lipolytica) € um organismo nao convencional, haloalcalitolerante, degradador de
hidrocarbonetos e excelente produtor de bioemulsificantes/biossurfactantes. A estabilidade
dos bioemulsificantes/biossurfactantes produzidos sobre um largo intervalo de pH e
salinidades sinalizam a qualidade dos bioemulsificantes/biossurfactantes produzidos e
diversas possibilidades de aplicacfes industriais; especialmente, na industria petrolifera e
em processos de biorremediacdo, ndo apenas de aguas oceanicas como também de
aguas altamente salinas e/ou alcalinas, inclusive com baixa oxigenacdo. Entretanto
estudos complementares devem ser realizados para otimizar as condi¢c6es de degradacao
de querosene em agua do mar por Candida lipolytica UCP 0988 visando a ampliacdo

(scale-up) do processo de biodegradacao.
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Tabela 1 Caracterizagéo fisico-quimica de agua do mar*

Parametro Fisico-quimica Valor
Condutividade elétrica a 20° C 53500,00
Dureza Total 6800,00
Célcio (mg/L em Ca) 480,96
Magnésio (mg/L em Mg ) 1361,92
Saédio (mg/L em Na) 11200,00
Potassio (mg/L em K) 550,00
Cloretos (mg/L em CI) 20000,00
Sulfatos (mg/L em SO,) 3272,72

*Praia proxima a refinaria Abreu e Lima, no Porto de Suape, em Pernambuco.
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Tabela 2 . Niveis e valores dos fatores do planejamento fatorial completo 2*

Nivel
Fator
-1 0 +1
pH 6 10 14
Querosene (% v/v) 10 20 30
(NH4)2S0O4 (g/L) 1,0 6,0 11

KH,PO, (g/L) 6,8 13,6 20,4
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Tabela 3 -

bioemeulsifcantes/biossurfactantes e resultados, com 96h, de biomassa, atividade de emulsificacao e tensao

Composicbes dos

meios

de

biodegradacdo de

querosene e

superficial dos ensaios do planejamento fatorial completo 2°, realizado em escala de frascos

producéo

Variaveis Independentes

Variaveis Respostas

Ensaio pH Querosene (NH,4),SO4 KH,PO, pH Sal Biomassa TS AE1 AE2

inicial (%ov/iv) (/L) (/L) final (%o) (g/L) (mN/m) (UAE) (UAE)

1 6 10 1,0 6.8 5,6 45 3,86 44,45 5,524 6

2 14 10 1,0 6.8 12,53 55 7,46 36,6 5,792 6

3 6 30 1,0 6.8 5,68 45 23,20 37,13 5,446 6

4 14 30 10 6.8 12,72 60 7,62 33,78 4,754 1.75

5 6 10 11,0 6.8 5,68 60 12,1 49,64 5,524 6

6 14 10 11,0 6.8 11,39 60 17,36 41,97 5,446 6

7 6 30 11,0 6.8 5,82 55 0,72 44,8 5,842 6

8 14 30 11,0 6.8 10,01 50 12,98 39,81 5,338 6

9 6 10 10 20,4 5,56 60 6,06 46,07 5,462 6

10 14 10 10 20,4 12,57 75 14,74 44,22 4,048 6

11 6 30 10 20,4 57 55 17,04 51,18 5,718 1.324

12 14 30 10 20,4 11,8 70 19,40 39,36 4,678 6

13 6 10 11,0 20,4 53 50 4,70 43,81 5,142 4.266

14 14 10 11,0 20,4 7,75 70 14,20 38,68 5,398 6

15 6 30 11,0 20,4 10,01 65 9,10 39,09 5,222 1.542

16 14 30 11,0 20,4 11,4 70 13,70 43,1 4,886 6

17 10 20 6.0 13,6 7 55 14,88 49,5 5,65 6

18 10 20 6.0 13,6 8,27 55 15,5 45,95 5,158 6

19 10 20 6,0 13,6 7 50 14,66 44,46 5,464 6

20 10 20 6.0 13,6 8,09 55 16,06 47,94 5,066 6

Sal —Salinidade TS-Tenséo Superficial AE-Atividade de Emulsificacdo: (1) éleo de milho (2)6leo motor
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Tabela 4 - Resultados de teste de fitotoxicidade com feijdo macacar (Vigna ungiculata (L.) WALP.)

Comprimento das raizes dos feijées germinados
(cm)
Germinacao em Germinacao em Germinacdo em Germinacdo em Germinacdo em
Feiid agua destilada liquido biodegradado | liquido biodegradado | liquido biodegradado | liquido biodegradado
eijao ; ”» i .
do ensaio 3 do controle positivo do controle negativo do controle estéril
(com 4gua destilada) | (com agua destilada) | (com 4gua destilada) | (com agua destilada)
Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa | Placa
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 1,0 55 6,5 35 15 0,5 4,0 25 15 15 0,5 3,0 5,0 15 4,0
2 1,0 6,0 4,5 4,5 15 4,5 7,0 0,7 2,5 5,0 1,0 5,0 4,5 0,5 3,0
3 1,0 7,0 8,0 6,5 0,5 15 55 1,0 1,0 4,5 1,0 15 0,0 6,0 0,0
4 1,3 55 9,5 4,5 0,5 3,0 4,5 15 2,5 2,5 1,0 2,5 0,0 1,0 0,0
5 15 9,5 50 7.5 0,5 4,5 7,0 15 55 15 3,5 2,0 0,0 0,0 0,0
6 3,5 7,0 4,5 3,5 7,0 50 15 2,5 3,5 1,0 3,0 4,5 0,0 0,0 0,0
7 15 12,5 3,5 3,0 0,0 0,0 0,5 50 2,0 1,0 0,0 55 0,0 0,0 0,0
8 1,0 55 1,0 7.5 0,0 0,0 0,0 0,5 1,0 0,0 0,0 1,0 0,0 0,0 0,0
9 0,0 5,0 6,5 7,0 0,0 0,0 0,0 0,5 1,0 0,0 0,0 15 0,0 0,0 0,0
10 0,0 4,0 4,0 0,0 0,0 0,0 0,0 1,0 1,0 0,0 0,0 15 0,0 0,0 0,0
Feijces 8 10 | 10 | 9 6 6 7 10 | 10 7 6 10 2 4 2
Germinados
Comprimento
médio raizes 4,41 2,60 2,27 1,83 0,85
(cm)
Porcentagem Germinacao 75,00 96,43 82,14 28,57
Porcentagem Crescimento da Raiz 58,96 51,55 41,57 19,27
indice de Germinacéo 44,22 49,71 34,15 5,51

99



Silva, J.F. Biodegradacdo de Querosene por Candida lipolytica em Agua do Mar 100

Legendas das Figuras

Figura 1- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2* tendo como variavel resposta a concentracdo de
biomassa e como variaveis independentes: (1) pH (2) concentracdo de querosene (3) concentracdo de
sulfato de amonio e (4) concentracao de fosfato monobasico de potassio.

Figura 2- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2* tendo como varidvel resposta a tens&o
superficial e como variaveis independentes: (1) pH (2) concentragdo de querosene (3) concentracdo de
sulfato de amonio e (4) concentragdo de fosfato monobasico de potassio.

Figura 3 - Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2* tendo como variavel resposta a  atividade de
emulsificacdo para emulsbes agua-em-6leo-de-motor e como varidveis independentes: (1) pH (2)
concentracdo de querosene (3) concentracdo de sulfato de amdnio e (4) concentracdo de fosfato
monobdasico de potassio.

Figura 4- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2* tendo como variavel resposta a atividade de
emulsificacdo para emulsdes agua-em-0leo-de-milho e como variaveis independentes: (1) pH (2)
concentracdo de querosene (3) concentracdo de sulfato de amdnio e (4) concentracdo de fosfato
monobdasico de potassio

Figura 5 - Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2* tendo como variavel resposta o pH final e como
varidveis independentes: (1) pH (2) concentracdo de querosene (3) concentracdo de sulfato de amoénio e (4)
concentracdo de fosfato monobasico de potassio

Figura 6- Diagrama de Pareto para planejamento fatorial 2* tendo como variavel resposta a  salinidade e
como variaveis independentes: (1) pH (2) concentragéo de querosene (3) concentragdo de sulfato de amonio
e (4) concentragdo de fosfato monobasico de potassio

Figura 7 — Cinética de crescimento e biodegradacdo de querosene em agua do mar por Candida lipolytica

Figura 8 - Ensaios de biodegradacdo de querosene por Candida lipolytica em &gua do mar (ou agua
destilada) com pH inicial 6, a 28° C e 200 rpm, durante 96 horas e controles positivo, negativo e estéril. (a)
Melhor ensaio de biodegradacao: ensaio 3 (E3.1) em 4gua do mar (b) Controle positivo (CP.3.1) do ensaio 3
em 4gua do mar (c) Controle negativo (CN3.1) do ensaio 3 em &gua do mar (d) Controle estéril (CE3.1) do
ensaio 3 em agua do mar (e) Controle em 4gua destilada do ensaio 3 (E3.2) (f) Controle positivo (CP3.2) do
ensaio controle E3.2 (g) Controle positivo (CP3.2) do ensaio controle E3.2 (h) Controle estéril (CE3.2) do
ensaio controle E3.2.

Figura 9 - (a) Emulsificacdo de 6leo de milho com 72 h de repouso. Tubos 1-4: Fase aquosa: liquidos
biodegradados no ensaio 3 e nos controles positivo, negativo e estéril com agua do mar. Tubos 5-8: Fase
aquosa: liquidos biodegradados no ensaio 3 e nos controles positivo, negativo e estéril com agua destilada.
(b) Emulsificac&o 6leo de milho apés 96 h de repouso. Tubos 1-4: Fase aquosa: liquidos biodegradados no
ensaio 3 e nos controles positivo, negativo e estéril com agua do mar. Tubos 5-8: Fase aquosa: liquidos
biodegradados no ensaio 3 e controles positivo, negativo e estéril com agua destilada.

Figura 10 - Resultados de teste de fitotoxicidade de liquido degradado por Candida lipolytica UCP 0988
sobre a germinacgédo de feijdo macacar (Vigna ungiculata (L.) WALP.). Placas superiores (da esquerda para
a direita) — Placas controles com querosene, dgua destilada e 4gua do mar. Placas inferiores (da esquerda
para a direita) — Placas com material biodegradado livre de células, nas condi¢cdes do ensaio 3 e dos
respectivos controles positivo, negativo e estéril, exceto pela substituicdo de agua do mar por A&gua
destilada.
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Variavel Dependente: Atividade de Emulsificagcdo (Emulsdo agua-em-6leo de motor)
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Variavel Dependente: Atividade de Emulsificagdo (Emulsdo agua-em-6leo de miho)
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Variavel Dependente: pH final
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Varidvel Dependente: Salinida
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Biomassa(g/L)
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Fig. 9
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Fig. 10
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Capitulo 4
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Conclusdes gerais

A levedura Candida lipolytica UCP 0988 apresenta propriedades ndo convencionais como

tolerancia extrema a ambientes altamente salinos e/ou alcalinos (pH 14) e/ou acidos.

A levedura Candida lipolytica UCP 0988 ¢é capaz de degradar querosene e produzir
bioemulsificantes/biossurfactantes em agua do mar, &cida ou alcalina, com baixa oxigenacao,

suplementada com fontes de nitrogénio e fosforo.

O uso de agua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo como meio para
biodegradacdo de querosene e producdo de biossurfactante constitui-se em um alternativa

extremamente eficaz e econdémica em relacdo aos meios tradicionalmente empregados.

Os biossurfactantes e bioemulsificantes produzidos por Candida lipolytica UCP 0988 possuem
potencial para aplicagdes em biorremediacdo de ambientes marinhos contaminados por querosene

e outros derivados de petréleo.



