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RESUMO

Metodologia de superficie de resposta foi usada para modelar a concentracdo de
biomassa em processo de biodegradacéo de 6leo diesel em agua do mar por Candida
lipolytica UCP 0988. A agua do mar foi coletada em praia proxima ao Complexo
Portuario de Suape, Pernambuco, Brasil. Um planejamento fatorial completo 24 foi
realizado para investigar os efeitos e interagcdes do pH e das concentracdes de 6leo
diesel, sulfato de aménio e fosfato monobasico de potassio sobre a concentracdo de
biomassa, a tenséo superficial, aatividade de emulsificacdo, a salinidade e o pH em
96h. Vinte frascosde Erlenmeyer de 1000 mL contendo os meios para biodegradacéo,
foram incubadosem agitador rotatério a 28° C e 200rpm porquatro dias. A levedura foi
capaz de usar O6leo diesel eproduzir biossurfactantes e bioemulsificantes. As
concentracfes de biomassa variaram entre 7 e 36 ¢/L e as reducdes das tensdes
superficiais entre 8 e 37%. Um modelo foi desenvolvido para concentracdo de
biomassa em funcédo do pH e das concentracbes de Oleo diesel, sulfato de aménio e
fosfato monobdasico de potassio. Um alto coeficiente de determinacdo (R?=0,9544) e
um p-valor baixo (p<0,05) garantem a significancia estatistica do modelo. A falta de
ajuste nao significativa (p>0,05) sugere a adequacao do modelo para explicar dados

nas condicdes estudadas.

Palavras-chave: Metodologia de superficie de resposta; Biodegradacéo; Oleo diesel;

Biossurfactante; Biorremediacdo marinha.
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ABSTRACT

Response surface methodology was used to model the concentration of biomass in the
process of diesel oil biodegradation in sea water by Candida lipolytica CPU 0988. The
seawater was collected from beach near Suape's industrial port complex, Pernambuco,
Brazil. A 2*full factorial design was carried out to evaluate the effects and interactions of
initial pH and concentrations of diesel oil, ammonium sulfate and monobasic potassium
phosphate on biomass concentration, surface tension,emulsification activity, salinity and
pH at 96h.Twenty 1000 mL Erlenmeyer flasks containing the media for biodegradation
were incubated on a rotatory shaker at 28°C and 200 rpm for four days. The yeast was
able to use diesel oil and to produce biosurfactants and bioemulsifiers. The biomass
concentrations varied between 7 and 36 g/L and the surface tension reductions
between 8 and 37%. A biomass concentration model was developed as a function of pH
and concentrations of diesel oil, ammonium sulfateand monobasic potassium. A high
coefficient of determination (R?=0.9544) and a low p-value (p <0.05) confirm the
statistical significance of the model. The non-significant lack-of-fit value (p>0.05)

suggests the adequacy of the biomass model to explain data in the studied conditions.

Keywords: Response surface methodology; Biodegradation; Diesel oil; Biosurfactant;

Marine bioremediation.
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Introducao

Produtos petroliferos sdo amplamente usados em todo o mundo e seu uso
intensivo esta fortemente ligado a descargas antropogénicas de hidrocarbonetos no
meio ambiente (WINKELMANN et al, 2009). Contaminacdo ambiental por derivados de
petréleo tem sido objeto de estudo ao longo das Ultimas décadas. O vazamento destes
derivados é capaz de prejudicar o meio ambiente, em muitos aspectos. Poluicdo por
hidrocarbonetos nos ecossistemas marinhos tem efeitos potencialmente perigosos
sobre o0 organismo e a saude humana, devido a bioacumulacdo e bioaumentacéo
através das cadeias alimentares. A maioria dos compostos de hidrocarbonetos de
petréleo (isto é, saturados, aromaticos) sofre biodegradacdo em diferentes taxas, e
alguns componentes que séo recalcitrantes podem ser metabolizados durante longos
periodos de tempo. Estratégias de biorremediacdo tentam melhorar e acelerar este
processo (ATLAS,1995ab).

O Oleo diesel e a gasolina sdo os combustiveis mais vendidos no mundo.
Vazamentos de 6leodieselde tanques de armazenamento subterrdneos, instalacdes de
distribuicdo e de vérias operacdes industriais representam uma importante fonte de
contaminacdo do solo e do aquifero. Este combustivel € uma mistura complexa de
alcanos normais e ramificados e ciclicos, e compostos aromaticos obtidos a partir da
fracdo de destilados médios,durante o processamento de petréleo.

A capacidade de degradar hidrocarbonetos de petréleo € apresentada por
diversos géneros microbianos, principalmente bactérias e fungos. Eles podem ser
encontrados em ambientes marinhos, de agua doce e no solo. Os micro-organismos
podem metabolizar somente um numero limitado de hidrocarbonetos isoladamente, de
forma que é requerida uma mistura de populagbes com capacidade enzimatica
ampliada para a degradacdo de hidrocarbonetos complexos encontrados no petréleo
existente no solo, em agua doce e em agua do mar (MOHANTY & MUKHERJY, 2008).

Grandes quantidades de petréleo tém sido introduzidas nos oceanos por milhdes
de anos e um grupo diverso de micro-organismos tem evoluido para aproveitar esta

rica fonte de carbono (BUCKER, 2009).
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Poluicdo por hidrocarbonetos no ambiente marinho ocorre principalmente devido
a rotina de operacdes maritimas, efluentes refinarias de petroleo costeiras,eliminacéo
de residuosindustriais e urbanos, derramamentos de petréleo causados por acidentes
com petroleiros e explosfes de plataformas depocos de petréleo off-shore (CLARK,
1986).

Vérias bactérias, leveduras efungos filamentos os desempenham um papel
importante na degradagdo de hidrocarbonetos no ambiente marinho.  Estudos
preliminares sobre degradadores de petréleo em 4gua do mar mostram que isolados de
levedura, incluindo cepas de Yarrowia lipolytica, degradam hidrocarbonetos de petréleo
bruto de forma muito eficiente, especialmente a fracdo alifatica (NAGPAL, 2011).

Em ecossistemas aquaticos, dispersdo e emulsificacdo do 6leo em derrames de
petréleo parecem ser pré-requisitos para a biodegradacdo rapida. Grandes massas
demousse, tarballs, ou altaconcentracdo de 6leo em ambiente sem repouso tendem a
persistirpor causa debaixas areas superficiais disponiveis para a atividade microbiana
(LEAHY & COHWEEL, 1990). Os biossurfactantes sdo produzidos por bactérias,
leveduras e fungos filamentosos, e apresentam baixa toxicidade, natureza
biodegradavel e eficiéncia em valores de temperatura, pH e salinidades altos, além de
serem eficazes na recuperacdo de ecossistemas, acelerando a biodegradacdo dos
hidrocarbonetos provenientes de vazamentos (BENTO et al, 2003).

Existe um grande namero de relatos descrevendo as propriedades de culturas
microbianas - puras e mistas - que sdo capazes de degradar e dispersar petroleo e
derivados em &gua do mar. Destes estudos no minimo, trés generalizacdes tem
emergido: (i) a capacidade dos micro-organismos degradarem significativamente
6leo em agua do mar € dependente da adicdo de uma fonte exdégena de nitrogénio e
fésforo; este requisito de adicionar compostos de nitrogénio e fosforo considera muito
provavelmente a vagarosa decomposicdo do petr6leo em mar aberto; (ii) alcanos
normais de baixo peso molecular sédo degradados mais rapidamente em laboratério que
em derramamentos em mar aberto; (i) culturas mistas realizam degradacdo mais
extensiva que culturas puras (HOROWITZ et al, 1975).

Entretanto, o desenvolvimento de consorcios eficazes para biodegradacédo de

hidrocarbonetos de petroleo e derivados esta diretamente relacionado as
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especificidades e eficiencias de biodegradacdo das culturas puras envolvidas nos
consorcios. Diversos relatos sobre leveduras degradadoras de petroleo encontram-se
disponiveis na literatura (HASSANSHAHIAN et al., 2012; WU et al. 2009; FERREIRA
et al. 2012; FARAG & SOLIMAN, 2011). Pesquisas recentes realizadas com cultura
puras de C.lipolytica UCP 0988 tem mostrado o potencial de crescimento e de
producdo de biossurfactantes/ bioemulsificantes desta levedura, em agua do mar
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo, usando como Unica fonte de carbono
derivados de petrdleo, como querosene (SILVA et al., 2011; SILVA, 2012) e 6leo diesel
(HENRIQUES et al., 2011; SOUZA, 2009).

Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) € uma colecdo de técnicas
estatisticas para planejamento de experimentos, constru¢cao de modelos, avaliagdo dos
efeitos dos fatores e busca por condigbes Otimas para varidveis respostas de
bioprocessos (MYERS & MONTGOMERY, 1995; MYERS et al, 2009). Nas ultimas
décadas, MSR tem sido extensivamente aplicada na otimizacdo de condi¢cdes
ambientais (nutricionais e/ou operacionais) de processos de producdo de
bioemulsificantes (ALBUQUERQUE, 2006;), de producéo biossurfactantes (FONTES et
al., 2010; KIRAN et al., 2010; LUNA et al., 2011) e de biodegradacao de petroleo
(MOHAJERI et. al., 2010ab, ZAHED et al.,, 2010abc; FERREIRA et al., 2012) e
derivados, como 6leo de motor, querosene (AGARRY et al., 2012) e dleo diesel (XIA et
al., 2006; HUANG et al., 2008; XIA et al., 2012).

No presente trabalho, a habilidade da levedura C. lipolytica UCP 0988 utilizar/
degradar 6leo diesel em agua do mar, suplementada com sulfato de amonio e fosfato
monobésico de potassio, em condicbes &cidas ou de extrema alcalinidade foi
investigada, através de um planejamento fatorial completo 24 associado a metodologia
de superficie de resposta. Um modelo para estimar a concentracdo da biomassa em
funcdo do pH e das concentracdes de sulfato de amoénio e fosfato monobésico de
potassio também foi desenvolvido, como primeira etapa de uma estratégia sequencial

de otimizacao.
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1.2. Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Otimizar processo de biodegradacdo de 6leo diesel em &gua do mar por Candida
lipolytica UCP 0988.

1.2.2 Objetivos Especificos

Implementar a primeira etapa de uma estratégia sequencial para otimizacdo da
biodegradacéo de éleo diesel em dgua do mar por C. lipolytica UCP 0988.

e Avaliar o potencial de produgéo de bioemulsificantes/ biossurfactantes por Candida
lipolytica UCP 0988, em agua do mar suplementada com fontes de nitrogénio e

fosforo.

e I|dentificar as melhores condi¢cdes (pH e concentracdes de Oleo diesel, sulfato de
amonio e fosfato monobasico de potassio) para biodegradacdo de Oleo diesel por
Candida lipolytica UCP 0988.

e Desenvolver um modelo para descrever o comportamento da concentracdo de
biomassa em funcéo do pH e das concentracdes de 6leo diesel, sulfato de aménio e
de fosfato monobéasico de potassio usando planejamento fatorial completo 24

associado a metodologia de superficie de resposta.

e Analisar os efeitos e as intera¢gdes do pH inicial e das concentragdes iniciais de 6leo
diesel, sulfato de aménio e fosfato monobasico de potassio sobre a concentracao
de biomassa, a tensao superficial, a atividade de emulsificacdo, o pH e a salinidade,
com 96h, usando planejamento fatorial completo 2%associado a metodologia de

superficie de resposta.
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1.3. Revisao da Literatura

1.3.1 Hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos sdo compostos organicos constituidos apenas por atomos
de carbono e hidrogénio e geralmente séo divididos em quatro grupos: parafinas,
olefinas, acetilenos, naftenos e aromaticos. As parafinas normais ou alcanos
apresentam cadeia hidrocarbonica aberta, linear e saturada (contendo ligagOes
simples). As isoparafinas ou isoalcanos apresentam cadeia hidrocarb6nica aberta,
ramificada e saturada. As olefinas apresentam cadeia hidrocarbbnica aberta e
insaturada, contendo ligacfes duplas (alcenos). Os acetilenos apresentam cadeia
hidrocarbdOnica aberta e insaturada, contendo ligacdes triplas (alcinos). Os naftenos ou
cicloalcanos apresentam cadeia hidrocarbbnica ciclica insaturada. Os arométicos
apresentam um ou mais anéis benzénicos (cadeia hidrocarbénica ciclica contendo seis
atomos de carbonos e ligacdes simples e duplas alternadas). Os aromaticos com
elevado ponto de ebulicdo e elevada massa molecular (40 a 60 &omos de carbono),
encontram-se no estado sélido e sdo denominados de asfalticos.

Os hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos (HAP) constituem um grupo de
compostos organicos que apresentam em sua estrutura molecular basicamente,
carbono e hidrogénio, formando 2 ou mais anéis aromaticos condensados, com cinco
ou seis atomos de carbonos, podendo estar ou nao substituidos por radicais alquila ou
conter heteroatomos. A partir da estrutura do HAP pode-se obter informacdes sobre o
nivel de degradacédo destes compostos, as provaveis fontes predominantes e o seu
destino no meio ambiente (BARROSO, 2010).

Os hidrocarbonetos sé@o substancias que apresentam caracteristicas apolares
(hidréfobos), ou seja, ndo apresentam atracdo pela dgua. Os hidrocarbonetos mono
aromaticos (benzeno, tolueno, etilbenzeno e xilenos - os BTEX) e os policiclicos
aromaticos de baixo peso molecular (naftaleno) apresentam uma maior solubilidade na

agua, aumentando o risco de contaminacao (LEMOS et al, 2008).
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1.3.2 Petroleo

A palavra petréleo tem origem nas palavras latinas petra e oleum e significa 6leo
gue nasce da pedra. O petréleo € uma mistura complexa de hidrocarbonetos que,
associada a pequenas quantidades de nitrogénio, enxofre e oxigénio, se encontra sob
forma gasosa, liquida ou solida, em poros e fraturas, em geral de rochas sedimentares.
Nos depodsitos encontram-se também &gua salgada e uma mistura de gases
responsaveis pela pressdo que provoca a ascensao do petréleo através de pocos
perfurados. O petréleo liquido € também chamado 6leo cru para distingui-lo do 6leo
refinado, produto comercial mais importante. O gas de petréleo (gas natural) € uma
mistura de hidrocarbonetos leves, enquanto as formas semi-solidas sdo compostas de
hidrocarbonetos pesados. Embora de pouca utilizacdo em estado natural, o petréleo,
guando refinado, fornece combustiveis, lubrificantes, solventes, material de
pavimentacdo e muitos outros produtos. Os combustiveis derivados do petréleo
respondem por mais da metade do suprimento total de energia do mundo (Centro de
Ensino e Pesquisa Aplicada,USP, 1999).

O petréleo € a principal reserva energética do mundo e assim continuara até que
tenham exaurido as reservas mundiais. Sua composi¢cdo € variavel. Em média, o
petréleo apresenta cerca de 30% dealcanos, 50% de ciclo-alcanos e 15% de
aromaticos (BENTO, 2003). No seu estado bruto, o petréleo tem pouquissimas
aplicacdes, servindo quase que somente como Oleo combustivel, fazendo-se
necessario o refino, o qual consiste numa série de beneficiamentos pelos quais passa o
mineral bruto para a obtencdo de determinados produtos. Esses beneficiamentos
constituem uma série de etapas fisicas e quimicas de separa¢do, onde ao final destas
etapas obtém-se as diversas fracdes do petrdleo. A partir de entdo, cada fragdo é
submetida a outra série de processos que fornecem os derivados finais. Portanto,
refinar petroleo significa separar as fracdes desejadas, processa-las e industrializa-las,
transformando-as em produtos comerciais, como lubrificantes, solventes, material de
pavimentacdo, material para a fabricacdo de tecidos sintéticos, borracha sintética,
sabdes, detergentes, tintas, plasticos, medicamentos, inseticidas, fertilizantes, etc
(TONIETTO, 2005).
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1.3.3 Oleo diesel

O Oleo diesel € um combustivel de composicdo complexa, constituido
basicamente por hidrocarbonetos parafinicos, olefinicos e arométicos e, em menor
quantidade, por substancias cuja férmula quimica contém &tomos de enxofre,
nitrogénio, metais e oxigénio, etc. Estes hidrocarbonetos, normalmente, apresentam
ponto de ebulicdo entre 150 e 471°C e sao constituidos de 8 a 40 atomos de carbono.
E um produto inflaméavel, medianamente toxico, volatil, limpido, isento de material em
suspensao e com odor forte e caracteristico (BAKER e HERSON, 1994; GALLEGO,
2001; PETROBRAS, 2012).

Produzido a partir da refinacdo do petréleo, o 6leo diesel é formulado através da
mistura de diversas correntes como gasoleos, nafta pesada, diesel leve e diesel
pesado, provenientes das diversas etapas de processamento do petréleo bruto. As
proporcdes destes componentes no 6leo diesel sdo aquelas que permitem enquadrar o
produto final dentro das especificacdes previamente definidas e que sdo necessarias
para permitir um bom desempenho do produto, minimizando o desgaste dos motores e
componentes e mantendo a emissdo de poluentes, gerados na queima desse
combustivel, em niveis aceitaveis (ANENG, 2012).

E o principal combustivel comercializado no mercado brasileiro, utilizado no
transporte de cargas e de passageiros, em embarcacdes, na industria, na geracao de
energia, nas maquinas para construgdo civil, nas maquinas agricolas e locomotivas,
atendendo as necessidades dos consumidores e as mais avancadas tecnologias em
motores e combustdo (PETROBRAS, 2012).

E um excelente modelo para estudar a biodegradacdo de hidrocarbonetos,
sendo uma substancia constituida de uma variedade dessas moléculas, como parafina,
olefinas, nafta e compostos aromaticos (SARKAR, 2005).

Alguns compostos organicos presentes na composicdo do 6leo diesel séo
cientificamente comprovados como carcinogénicos. Dentre os BTEX, o benzeno é
considerado o mais toxico, podendo em exposi¢cdes cronicas causar danos a medula

0ssea, leucemia e cancer de figado (MARIANO, 2006).
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1.3.4. Biodiesel

O biodiesel é definido como uma mistura de ésteres de acidos graxos de cadeia
longa (monoésteres alquilicos), derivado de fontes renovaveis como 6leos vegetais ou
gorduras animais, obtido através de um processo de transesterificagdo, no qual ocorre
a transformacéao de triglicerideos em moléculas menores de ésteres de acidos graxos.
As propriedades fisico-quimicas do biodiesel (viscosidade, densidade) sdo similares as
do diesel, podendo totalmente ou parcialmente substituir o combustivel féssil (MITRE,
2012).

1.3.5. Mistura de Oleo Diesel e Biodiesel

As misturas de biodiesel e 6leo diesel sdo designadas pela abreviacdo BX, onde
X é a porcentagem de biodiesel adicionada a mistura. O biodiesel registrado na
“Environment Protection Agency — EPA — USA” como combustivel e como aditivo para
combustiveis, pode ser usado puro a 100% (B100), em misturas diversas com o diesel
de petréleo (B20), ou numa propor¢ao baixa como aditivo de 1 a 5%.

Desde 2008, em funcéo da Lei n. 11.097, de 13 de janeiro de 2005, todo 6leo
diesel nacional disponivel ao consumidor final € acrescido de biodiesel. Em janeiro de
2005 alcancou-se a mistura de 5%. Essa mistura € denominada 6leo diesel B5. O 4leo
diesel B5, além de corrigir a lubricidade do 6leo diesel, reduz os niveis de emissao dos
veiculos. Quanto ao teor de enxofre, os combustiveis comercializados ao consumidor
final, possuem 50 mg/kg de enxofre (S50), 500 mg/kg de enxofre (S500) e 1.800 mg/kg
de enxofre (S1800). O dOleo diesel para comercializacdo, além do biodiesel, recebe
também aditivos em sua composi¢cdo. Esses aditivos aprimoram algumas
caracteristicas, visando maior desempenho do combustivel. Os aditivos, normalmente
incorporados aos combustiveis, sdo antiespumantes, desemulsificantes, detergentes,

dispersantes e inibidores de corroséo.
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1.3.6. Surfactantes sintéticos

Surfactantes ou agentes tensoativos sdo moléculas anfifilicas, que se associam
espontaneamente em solugcdo aquosa, a partir de uma determinada concentracao.
Apresentam uma regido apolar e outra polar, ou ibnica, e podem ser divididos em
neutros ou idnicos. Os tensoativos idnicos podem ser catibnicos ou aniénicos ou, ainda,
anféteros, quando ambas as cargas estéo presentes no surfactante.

Em solucdes diluidas as moléculas dos surfactantes apresentam-se dispersas,
enquanto que em solugbes mais concentradas organizam-se em agregados
moleculares, que geralmente contém de 50 a 100 moléculas, denominados micelas. A
principal razdo que leva os monémeros de surfactantes a se associarem sob a forma
de micelas é a diminuicdo da &rea de contato entre as cadeias hidrocarbodnicas do
surfactante e da agua. A concentracdo onde se inicia o processo de formacdo das
micelas, micelizacdo, é denominada concentracdo micelar critica (cmc), que € uma
propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante a uma dada temperatura e
concentracdo eletrolitica. Surfactantes melhoram a solubilizacdo e a remocao de
contaminantes.

Os surfactantes constituem uma importante classe de compostos quimicos
amplamente utilizados em diversos setores industriais, inclusive na industria petrolifera,
no tratamento de ambientes contaminados por hidrocarbonetos (BANAT, 1995; KIM et
al., 2000). Surfactantes sdo ubiquos e em efluentes ndo tratados, certas classes de
surfactantes podem estar presentes em concentracfes suficientes para constituir
problemas de toxicidade para organismos aquaticos. (PACWA-PLOCINICZAK, 2011 ).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a
partir de derivados de petrdleo. Entretanto, o crescimento da preocupacdo ambiental
entre os consumidores, combinado com novas legislacbes de controle do meio
ambiente levaram a procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos
sintéticos existentes (BANAT, 1995; NITSCHKE; PASTORE, 2002,
CERQUEIRA,2011).
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1.3.7. Biossurfactantes

Em qualquer sistema heterogéneo, fronteiras sdo de fundamental importancia
para o comportamento do sistema como um todo. Surfactantes sdo substancias que
adsorvem a e alteram as condi¢des prevalentes nas interfaces. Micro-organismos estéo
frequentemente aderidos as superficies e concentram nas interfaces. Portanto, ndo &
surpresa que micro-organismos, com grande relacdo superficie-volume, produzam
uma variedade de biossurfactantes. Estes podem ser divididos em moléculas de baixo
peso molecular que reduzem as tensdes superficial e interfacial eficientemente e
polimeros de alto peso molecular que aderem fortemente a superficies. Produzidos
por uma larga variedade de micro-organismos, os biossurfactantes tem diferentes
estruturas quimicas e propriedades de superficie. E portanto razoavel assumir que
diferentes grupos de biossurfactantes tenham diferentes papéis no crescimento dos
micro-organismos produtores e que cada grupo provavelmente forneca vantagens
em um particular nicho ecolégico (RON; ROSENBERG, 2001).

Geralmente, a estrutura de um biossurfactante inclui uma molécula hidrofilica
composta de amino-acidos ou peptideos, anions ou cations, ou mono, di ou
polissacarideos. A por¢cdo hidrofébica € frequentemente uma molécula de &cidos
graxos saturados, insaturados ou hidroxilados ou compostos de peptideos anfifilicos
ou hidrofébicos. De acordo com a estrutura quimica, os biossurfactantes podem ser
classificados como: glicolipideos, fosfolipideos, biossurfactantes poliméricos e
lipopeptideos (BANAT, 1995).

Biossurfactantes sdo importantes agentes biotecnoldogicos com diversas
aplicacdes industriais. Suas propriedades de interesse sao: (i) fendbmenos de mudanca
de superficie ativa, como reducbes de tensbes superficial e interfacial; (i) acbes de
penetracdo e molhamento; (iii) espalhamento; (iv) acdes de hidrofilicidade e
hidrofobicidade; (v) melhoramento do crescimento microbiano (vi) sequestro de metal
e (vi) agdo antimicronbiana. S&o muitas as vantagens apresentadas pelos
biossurfactantes em relacédo aos surfactantes de origem sintética: alta biodegrabilidade;
baixa toxicidade; biocompatibilidade e biodigestibilidade, que permitem suas

aplicagbes em cosméticos, produtos farmacéuticos e como aditivos em alimentos;
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possibilidade de producdo a partir de fontes de baixo custo e residuos industriais;
especificidade de aplicacdes, ja que sdo moléculas organicas complexas, com
grupos funcionais especificos; eficacia em condi¢cdes extremas de temperatura, pH e
salinidade; uso em biorremediacdo de locais impactados por petréleo e
biodegradacao e detoxificacdo de efluentes industriais (KOSARIC, 2001).

Muitas funcdes diferentes foram atribuidas aos surfactantes produzidos por
micro-organismos; um das quais € seu envolvimento no metabolismo de substratos
hidrofébicos. Biossurfactantes aumentam a biodisponibilidade de hidrocarbonetos
resultando em melhora do crescimento e degradacdo dos contaminantes por micro-
organismos biodegradadores de hidrocarbonetos presentes no ambiente poluido
(PACWA-PLOCINICZAK et al., 2011). A habilidade de biossurfactantes para emulsificar
misturas hidrocarbonetos-em-agua tem sido muito bem documentada. Esta
propriedade tem mostrado aumentar a degradacdo de hidrocarbonetos
significantemente, sendo assim potencialmente (til para gerenciamento de
derramamentos de dleo.

Em ambientes aquosos, a atividade interfacial de biossurfactantes e
bioemulsificantes pode tornar substratos, como hidrocarbonetos, mais passiveis a
atividade de micro-organismos degradadores. Entretanto, nem todos o0s micro-
organismos que utilizam substratos hidrofobicos sdo produtores de biossurfactantes.
Portanto, seria plausivel perguntar se a adicdo de biossurfactante ao meio ambiente de
um nao-produtor poderia melhorar a capacidade desse organismo de degradar um
substrato hidrofébico. Uma situacéo Obvia em que isso poderia ser vantajoso seria no
campo da biorremediacao, particularmente na biorremediacao in situ. Os mecanismos
envolvidos nas interacbes entre biossurfactantes ou células microbianas e
hidrocarbonetos imisciveis incluem: (i) emulsificacdo; (ii) adesao/desprendimento de
micro-organismos aos hidrocarbonetos; (iii) micelizagdo; e (iv) dessorcdo de
contaminantes; todos os quais sado esperados aumentar as taxas de remediacao
biodegradativa. A literatura geralmente apoia tais conclusdes, no entanto, alguns casos
em que interagcbes complexas entre células microbianas, substratos orgéanicos,
compostos tensioativos e seu ambiente, levam a inibicdo da biodegradacéo, também
foram relatados (BANAT, 2012).
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1.3.8. Poluigéo de mares e oceanos por hidrocarbonetos

Poluicdo marinha tem se tornado uma preocupacédo global sempre que os niveis
de contaminantes em mares e oceanos aumentam em uma larga extensdo, como
consequéncia de atividades antropogénicas. Muitas areas costeiras no mundo tém
relatado ter tido prejuizo devido a poluicdo, afetando significativamente recursos
marinhos. O ambiente marinho recebe diariamente HPA liberados de diversas fontes,
como efluentes industriais e domésticos, deposicdo atmosférica, escoamento
superficial e subterraneo, que se distribuem por toda a coluna d’agua e sedimentos
(HARVEY, 1997).

A industria petrolifera constitui um constante ameaca ao ambiente como
consequéncia do grande influxo de hidrocarbonetos de petréleo introduzidos em
ecossistemas marinhos. A introducdo de poluentes de petréleo em ambientes
oceanicos tem sido estimada em milhdes de toneladas (HUANG et al., 2008).

Vazamentos e derrames acidentais ou intencionais sdo frequentes, durante a
exploracéo, producao, refino, transporte e estocagem de petréleo e seus derivados. O
derramamento intencional de 240 milhdes de galdes de petréleo bruto no Golfo do
Pérsico, em 1991, durante a Guerra do Kuwait é considerado o maior desastre
ambiental da histéria. A mancha de 06leo se espalhou por 700 quildbmetros de costa,
provocando danos irreparaveis aos ecossistemas e populacdes do Golfo. O maior
desastre acidental deste século, ocorreu em 20 de abril de 2010, quando um
vazamento de gas provocou a explosdo da plataforma de exploracdo Deepwater
Horizon, da empresa petrolifera British Petroleum. A plataforma explodiu a 1500 metros
abaixo da superficie do oceano e a 6,4 quildbmetros de distancia da costa do estado
norte-americano de Louisiana, no Golfo do México. O acidente matou 11 das 126
pessoas que estavam na plataforma e causou o vazamento de aproximadamente 206
milhdes de galdes de petrdleo no oceano. A mancha de 6leo atingiu mais de mil
quildometros da regido costeira, prejudicando os ecossistemas marinhos e as
populacdes litoraneas locais.

A tabela 1 apresenta, cronologicamente, os principais acidentes com petroleo e

derivados, ocorridos no Brasil, em ambientes marinhos, entre os anos 2000 e 2011.
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Tabela 1 — Desastres com hidrocarbonetos de petréleo e derivados, em ambientes
marinhos, ocorridos no Brasil, entre os anos de 2000 e 2011.

Quantos
Quando? Onde? litros? Como?
Baia de O rompimento de um duto da Petrobras que liga a Refinaria Duque de Caxias
Jan 2000 Guanabara, 1.300.000 . i . "
) . ao terminal da Ilha d'Agua provocou o vazamento de 6leo combustivel. A
Rio de Janeiro .
mancha se espalhou por 40 quilébmetros quadrados.
Tramandai. Rio O rompimento de uma conex&o de borracha do sistema de transferéncia de
Mar 2000 G ' 18.000 combustivel de um navio petroleiro para o Terminal Almirante Soares Dutra,
rande do Sul ) . ,
da Petrobras causou o acidente no litoral gadcho, provocando uma mancha
de cerca de trés quildmetros na Praia de Jardim do Eden.
Canal de Sao O navio Mafra, da Frota Nacional de Petréleo, derramou 6leo no canal. O
Mar 2000 Sebastido, litoral 7.250 produto transbordou do tangque de reserva de residuos oleosos, situado no
norte de S&do Paulo lado esquerdo da popa.
i O navio Cantagalo, que prestava servicos a Petrobras langou o6leo
Jun 2000 G Ba|a[;je 380 combustivel ao mar. O despejo ocorreu numa manobra para deslastreamento
Riougg%aigyro da’ e.mba\rcagéo. A mancha de 6leo de um quildmetro de extensdo apareceu
proximo a llha d"Agua.
Nov 2000 Sé&o Sebastido e 86.000 Um vazamento de 6leo de um navio cargueiro da Petrobras poluiu as praias
llhabela — S. Paulo ) de S&o Sebastido e de llhabela.
AGO 2001 3 Um vazamento de dleo leve, de origem arabe, no liroral norte baiano, atingiu
90 Costch;?];awpe, 30 quildmetros nas praias entre as localidades de Buraquinho e o balneéario
da Costa do Sauipe.
Ago 2001 Angra dos Reis, 715 Um vazamento de petréleo do navio Princess Marino na Baia de Ilha de
Rio de Janeiro Grande.
o Séo Francisco d(.) Um vazamento de 6leo de um navio que descarregava petréleo na monobdia,
ut 2001 | Sul, Santa Catarina 150 o . ;
a 8 km da costa, atingiu o litoral norte de Santa Catarina.
3 O navio petroleiro Norma que carregava nafta, da frota da Transpetro -
Out 2001 Baia de, 392.000 subsidiario da Petrobras, chocou-se em uma pedra na baia, provocando
Pa;z?:rg]]ga, vazamento que atingiu uma area de 3 mil metros quadrados, no litoral
paranaense.
Fev2002 | G E[Dal’a deR_ d 50.000 Um vazamento de 6leo combustivel do transatlantico inglés Caronia, atracado
ev uaniae:ee;,m lode ' no pier da Praga Maud. O 6leo foi rapidamente contido.
) O navio Brotas da Transpetro, subsidiaria de transportes da Petrobras,
. Angra dos Reis, derramou de petréleo leve (do tipo nigeriano), na baia de Ilha Grande. O
Mai 2002 Ri . 16.000 ) ~ ;
io de Janeiro vazamento foi provocado provavelmente por corroséo no casco do navio, que
estava ancorado armazenando um tipo de petréleo leve, de facil evaporacéo.
Ag02002 S0 Sebastio, 3.000 bUmd p_roblema no equipamento de'carregame,rllto de 6leo de urlp ne}vio de
Sa0 Paulo andeira grega provocou o despejo do petréleo no mar, do litoral norte
paulista.
O cargueiro chileno Vicufia explodiu no porto de Paranagua. Quatro
tripulantes dos 24 que estavam a bordo morreram e cerca de um milhdo de
litros de metanol e cinco milhdes de litros de 6leo combustivel vazaram no
Nov 2004 Baia de 5.000.000 | mar. Destes, apenas foram recuperados cerca de 1,2 milhdes de litros de
Paranagua, Parana 6leo e 2,3 milhdes de litros de agua oleosa. Centenas de animais- incluindo
crustaceos, golfinhos, tartarugas e aves aquaticas- foram encontradas mortas
na regido. O acidente foi considerado, 0 maior vazamento em 20 anos, na
Baia.
Um pogo de petréleo da empresa americana Chevron, em Campo do Frade,
foi o responsavel pelo vazamento 3.700 barris de petréleo no mar. O acidente
aconteceu a 120 quildmetros da costa do Rio de Janeiro e produziu uma
Bacia de Campos r_nancha de d6leo que al_cangou 18 _quilc‘)metros de_ ex_tenséo. _Foram sete
Nov 2011 ’ 588.000 | fissuras no pogco e o acidente so foi detectado dois dias depois. No total,

Macaé, Rio de
Janeiro

foram seis dias para conter o vazamento. As investigagbes apontaram 25
falhas da Chevron, incluindo descumprimento das regulamentacbes, e
concluiram que o acidente poderia ter sido evitado. A empresa foi multada em
R$ 50 milhdes pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (Ibama).

Fonte: Adaptado de Biomania, 2011.
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1.3.9. Biorremediacdo microbiana

Métodos mecéanicos (e.g. escumadeira) e quimicos (e.g. surfactantes e
dispersantes) de remediacdo de ambientes marinhos contaminados por
hidrocarbonetos de petréleo e derivados sédo caros e limitados em efetividade. A
aplicacdo de micro-organismos para decompor poluentes de petréleo tem mostrado ser
uma alternativa tecnoldgica promissora (HUANG et al., 2008).

Biorremediacdo microbiana se refere a restauracédo do local poluido através da
remocdo dos contaminantes organicos por micro-organismos (bactérias, fungos,
leveduras ou suas enzimas). E um processo que explora a versatilidade metabolica
natural dos micro-organismos para degradar contaminantes ambientais. Geralmente, a
biorremediacdo envolve estimulacdo de populacdes microbianas enddégenas por meio
de modificacbes ambientais (bioestimulo) ou introducdo de populacdo microbiana
exdgena - formada por degradadores conhecidos - ao local contaminado (bioaumento).
A biorremediacéo oferece véarias vantagens como destruicdo de contaminantes, baixo
custo de treinamento e menos perturbacdo ambiental. Possui grande aplicabilidade e
sua otimizacdo depende, entre outros fatores, das condicbes ambientais, do tipo de
contaminante e da técnica empregada. A biorremediacdo é denominada in situ, quando
o tratamento do material contaminado € realizado no local de origem, ou ex situ,
guando h&a remocao do material contaminado para tratamento em outro local.

O sucesso do processo de biorremediacgéo in situ, usando bioaumento, depende
do emprego de culturas adequadas as condi¢des bioldgicas e fisico-quimicas do local
impactado e que atuem em sinergia com as espécies indigenas do local, ndo
interferindo, assim, nos processos quimicos naturais. Dessa forma, a selecdo de micro-
organismos autoctones da regido contaminada pode levar a um processo de
biorremediagao rapido e eficiente (BENTO, 2003).

Entre as técnicas mais utilizadas em processos de biorremediacdo ex-situ
encontra-se a de tratamento em biorreatores. Como vantagens desta técnica podem
ser citadas: promo¢ao de um maior contato dos micro-organismos com o0s poluentes,
nutrientes e oxigénio; (SANTOS, 2002), flexibilidade de configuracdo e controle

automatico rigoroso dos fatores abidticos. O custo do biorreator pode ser visto como
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uma desvantagem compensada pela reducdo do tempo de tratamento e pela
diminuicdo de mao de obra.

As estratégias de tratamento bioldgico a serem implementadas no tratamento
de ambientes aquéticos contaminados por O6leo diesel devem levar em conta a
guantidade de contaminante, a capacidade de biodegradacdo da cultura a ser
utilizada e o tipo de tratamento biolégico, aerdbio ou anaerdbio. A selecdo da
tecnologia mais adequada considera a relacao custo/beneficio e o tempo de tratamento

Um método promissor que pode melhorar a eficdcia da biorremediacdo dos
ambientes contaminados com hidrocarbonetos é o uso de biossurfactantes. Eles
podem melhorar a biorremediacdo de hidrocarbonetos por dois mecanismos. O
primeiro inclui o aumento da biodisponibilidade do substrato para micro-organismos,
enquanto o outro envolve a interagdo com a superficie celular, o que aumenta a
hidrofobicidade da superficie, permitindo que substratos hidrofébicos se associem mais
facilmente as células bacterianas. Ao reduzir as tensfes superficiais e interfaciais, 0s
biossurfactantes aumentam as areas superficiais de compostos insoluveis, levando a
maior mobilidade e biodisponibilidade de hidrocarbonetos. Em consequéncia, o0s
biossurfactantes aumentam a biodegradacdo e remocéo de hidrocarbonetos. Podendo
ser esperado que a adicdo de biossurfactantes melhore a biodegradacdo de
hidrocarbonetos por mobilizacdo, solubilizagdo ou emulsificacao.

A biorremediacdo possui grande aplicabilidade e tem sua eficiéncia comprovada
na remocao dos diversos tipos de contaminantes. No entanto, é importante ressaltar
gue a otimizacdo do processo de biorremediacdo depende de estudos minuciosos
guanto as condi¢cdes ambientais, o tipo de contaminante e a técnica empregada
(PEREIRA & LEMOS, 2003, MENEGHETTI, 2007).

Uma biorremediacdo bem sucedida de sistemas contaminados por petréleo e
seus derivados requer conhecimento das caracteristicas do lugar e dos parametros que

afetam a biodegradac&o microbiana dos poluentes.
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1.3.10. Biodegradacéao

Depois de um derramamento de Oleo, os hidrocarbonetos sofrem certos
processos fisico-quimicos na natureza, tais como evaporagcdo e oxidacdo fotoquimica
gue mudam a composicdo do 6leo. Entretanto, o mais importante processo é a
biodegradacdo. A degradacdo microbiana é o principal e Ultimo mecanismo natural
pelo qual se pode limpar hidrocarbonetos de petroleo do ambiente. A biodegradacgéo
microbiana de hidrocarbonetos consiste em reacdes de oxidagédo-reducao, nas quais 0s
hidrocarbonetos sdo oxidados na presenca de aceptores terminais de elétrons como
oxigénio, nitrato, ferro Ill, sulfato e diéxido de carbono. As vias utilizadas na
degradacdo sédo determinadas pelo modo de obtencdo de energia dos micro-
organismos, podendo ser aerbbias e anaerdbias. O processo aerbbico utiliza o oxigénio
como aceptor final de elétrons e origina como produtos, diéxido de carbono, agua e
biomassa celular. Na degradacdo anaerdbica, os aceptores finais de elétrons séo
outros elementos quimicos como: nitrato, manganés, ion de ferro Il dioxido de
carbono. A degradacdo aerébica é um processo mais rapido e eficiente na
biodegradacdo de hidrocarbonetos aromaticos. A complexidade dos processos
metabdlicos necessarios para degradacéo leva a formacédo de consércios, incluindo
bactérias e fungos de diferentes géneros e espécies, onde cada micro-organismo €
especializado em degradar uma ou Vvarias substancias contaminantes como,
hidrocarbonetos arométicos, alifaticos e policiclicos (MARGESIN; SCHINNER, 2001).

Muitos micro-organismos possuem capacidade enzimética para biodegradar
hidrocarbonetos. Alguns micro-organismos degradam alcanos, outros aromaticos e
outros sdo capazes de degradar tanto alcanos como aroméaticos. A principal via
metabdlica de biodegradacdo de hidrocarbonetos ja foi esclarecida. O passo inicial
para biodegradacdo de hidrocarbonetos por bactérias e fungos envolve a oxidacdo do
substrato por oxigenases com a utilizacdo de oxigénio molecular. Os alcanos
geralmente sdo convertidos a acidos carboxilicos que posteriormente sao
biodegradados pelo processo de [-oxilacdo. A biodegradacdo de compostos
aromaticos requer uma reacao de diidroxilacdo com formacdo de diois, seguida de

clivagem do anel e a formacdo de catecol que posteriormente € degradado em
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intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico. Os fungos formam trans-didis e muitos
deles sdo potentes carcinogénicos, enquanto bactérias quase sempre formam cis-diois
gue nédo sao biologicamente ativos. Outros mecanismos envolvidos séo: (i) adesédo de
células microbianas aos substratos e (ii) producdo de biossurfactantes.O mecanismo
de absorcéo ligado a adesédo da célula a goticula de Oleo € ainda desconhecido, mas a
producédo de biossurfactantes tem sido bem estudada (ATLAS, 1995).

A biodegradacdo de hidrocarbonetos € essencialmente uma reagdo de oxi-
reducdo na qual o hidrocarboneto € oxidado (doador de elétrons) e um aceptor de
elétrons é reduzido. Ha varios compostos que podem agir como aceptores de elétrons,
como o oxigénio (O2), nitrato (NO?), 6xidos de ferro Fe (OH)s, sulfato (SO4%), agua
(H20) e dioxido de carbono (CO2). A seguinte sequéncia de preferéncia de utilizacédo
desses aceptores foi observada: oxigénio > nitrato > éxidos de ferro > sulfato > 4gua.
Esta ordem reflete a diminuicdo do potencial de oxidacdo dos aceptores. Em geral, a
cinética de oxidacdo dos hidrocarbonetos € mais rapida para aceptores de elétrons
com potenciais de oxidativos mais altos (MARIANO, 2006).

A diminuicdo da concentracao de oxigénio dissolvido (OD) na 4gua e o aumento
da concentracdo de diéxido de carbono séo indicativos de um processo aerdbio de
biodegradacéo, enquanto que a producdo de ions Fe?* ou diminuicdo de ions nitrato
indicam a presenca de processos anaerdbios. Um declinio do potencial redox (Eh) de
valores positivos para negativos reflete a mudanca de condi¢cbes oxidantes (favoraveis
aos micro-organismos aerobios) para condi¢cdes redutoras (melhores condigcbes aos
processos anaerobios, que sdo mais lentos que os aerdbios). Um aumento nos valores
de pH pode ser creditado ao consumo de ions H+ durante a reducéo de ions férricos ou
do nitrato (ROLING e VERSEVEL, 2002).

A biodegradacgédo pode ser dividida em trés categorias: (a) mineralizacdo, na qual
0S compostos quimicos organicos sdo transformados em compostos quimicos
inorganicos como diéxido de carbono, agua e amdnia; (b) biotransformacéao, na qual os
compostos organicos quimicos séo transformados em estruturas menores e (c)
cometabolismo, no qual outro composto €é metabolizado primeiramente ou
simultaneamente a um composto especifico. A escolha de um método de tratamento

vai depender das caracteristicas fisicas, fisico-quimicas e quimicas do residuo e da
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disponibilidade de instalagGes para processar esses materiais (RON e ROSENBERG,
2001).

Quase todos os hidrocarbonetos do petroleo sdo biodegradados sob condi¢ges
aerébias. O oxigénio é um co-substrato para a enzima que pode inicializar o
metabolismo do hidrocarboneto e por fim é utilizado como aceptor final de elétrons para
a geracdo de energia (YOUNG, 1984). Em muitos casos, a maior limitacdo na
biodegradacédo aerdbia em subsuperficie é a baixa solubilidade do oxigénio em &agua.
Por exemplo, a mineralizagdo aerdbia do tolueno (CeHs-CH3) € representada pela

seguinte equacao:

CoHs-CHa + 9 02> 7 CO2 + 4 H20 1)

A agua saturada com ar contém de 6 a 12 ppm de oxigénio dissolvido. Por
exemplo, a completa converséo do tolueno (e muitos outros hidrocarbonetos) para CO:
e H20 requer aproximadamente 3g de Oz por grama de hidrocarboneto. Usando-se
essa taxa, o Oz presente na 4gua pode resultar na biodegradacédo de 2 a 4 ppm de
hidrocarboneto através de processo estritamente aerébio. Se a concentracdo de
hidrocarboneto for maior que essa, a biodegradacdo deve ser incompleta ou deve
acontecer mais vagarosamente por processo anaerébio. A extensdo da biodegradacao
aerébia € controlada pela quantidade de contaminantes, taxa de transferéncia de
oxigénio para a subsuperficie e o conteudo original de oxigénio na agua.

O ambiente marinho recebe diariamente hidrocarbonetos liberados de diversas
fontes, como efluentes industriais e domésticos, deposicdo atmosférica, escoamento
superficial e subterraneo, que se distribuem por toda a coluna d’agua e sedimentos.
Uma das principais classes de contaminantes sdo os hidrocarbonetos aromaticos,
constituintes dos derivados do petrdleo e produtos de combustdo incompleta. Sao
contaminantes persistentes no ambiente, devido a sua propriedade hidrofébica e a
baixa volatilidade dos compostos com alto peso molecular (HARVEY, 1997).

Os BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno e os trés xileno, orto, meta e para) sao
hidrocarbonetos monoaromaticos volateis que estdo presentes em combustiveis como

a gasolina e em menor quantidade no o6leo diesel. Estes apresentam maior solubilidade
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em agua que 0s outros constituintes de combustiveis automotivos, sendo portanto de
fundamental importancia estudar a capacidade de micro-organismos promoverem a
sua degradacédo, devido aos efeitos maléficos que podem causar a saude humana
(CORSEUIL, 2004). A habilidade de micro-organismos degradarem BTEX é conhecida
desde 1908, quando Stormer isolou a bactéria Bacillus hexabovorum, que apresentou
capacidade de crescer aerobiamente em meio contendo tolueno e xileno (PENNER,
2000).

Por outro lado, os HAP ao serem introduzidos no ambiente marinho, sofrem
particionamento: os de baixo peso molecular, com maiores pressdes de vapor, tendem
a volatilizar (PAYNE et al., 1989). Os HPA menos volateis e mais sollveis sdo
adsorvidos ao material particulado e depositados no sedimento (CULLEN et al.,1994),
onde podem sofrer modificacées quimicas e bioquimicas muito lentas (PAYNE et al.,
1989; OLIVER, 1988; HARITASH; KAUSHIK, 2009), além de poderem ser
redisponibilizados para a coluna dagua e, consequentemente, para a biota
(BARROSO, 2010).

Em geral, a biodegradabilidade dos HAP é inversamente proporcional ao numero
de anéis benzénicos condensados (CERNIGLIA; HEITCAMP, 1989). A persisténcia de
HAP de alto peso molecular é devido largamente a sua baixa solubilidade em agua e
a energia de resonancia de suas estruturas (CERNIGLIA, 1992). A degradacéao dos
HAP no ambiente pode ocorrer através de processos quimicos e fisicos. A interacéo
entre moléculas e ions ou a excitacdo de atomos por efeito da luz e da temperatura
conduzem a desestabilizacdo da estrutura das moléculas e ao rompimento das
ligacdes. No entanto, estes processos sao lentos e incompletos (CAMARGO, 2007).

A utilizacdo de micro-organismos degradadores é uma alternativa para
eliminagdo dos HAP do ambiente. Para isso, além da selecdo dos micro-organismos
com comprovada capacidade de degradagdo destes compostos, faz-se necessario
fornecer condi¢cdes adequadas de disponibilidade de agua, nutrientes inorganicos, pH e
temperatura (JACQUES, 2007).
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1.3.11. Fatores que afetam a biodegradacao de hidrocarbonetos

A persisténcia de compostos poluentes depende da quantidade e qualidade da
mistura dos hidrocarbonetos e das propriedades do ecossistema afetado. Em um
determinado ambiente, o0s hidrocarbonetos do petréleo podem persistir
indefinidamente, enquanto sob outras condicdes os mesmos hidrocarbonetos podem
ser completamente degradados em algumas horas ou dias. Em geral, fatores que
influenciam as taxas de crescimento microbiano e de atividade enzimatica afetam a
taxa de biodegradacao de hidrocarbonetos. (ATLAS, 1981).

De acordo com ampla revisdo de trabalhos anteriores (ATLAS; BARTH, 1973;
CERNIGLIA e GIBSON,1977, entre outros) realizada por Leahy e Colwell (1990) - e
ratificada, posteriormente, por diversos pesquisadores (MACGILLIVARY; SHIARIS,
1993; CERNIGLIA et al., 1997, SARKAR et al., 2005; CHIKERE et al., 2011; TYAGI,
2011, entre outros) - os fatores que afetam a biodegradacdo de hidrocarbonetos de
petréleo no ambiente podem ser classificados em fisico-quimicos e biolégicos, sendo

0S principais apresentados a seguir.

Fatores fisico-quimicos

Composigdo quimica do 6leo ou hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos diferem em sua susceptibilidade ao ataque microbiano e tém
geralmente sido classificados na seguinte ordem de susceptibilidade decrescente: n-
alcanos> alcanos ramificados> aroméaticos de baixo peso molecular> alcanos ciclicos.
As taxas de biodegradagdo tém mostrado ser mais elevadas para os hidrocarbonetos
saturados, seguidos pelos hidrocarbonetos aromaticos leves, com hidrocarbonetos
aromaticos de alto peso molecular e compostos polares exibindo taxas de degradacéo
extremamente baixas. Este padrdo ndo € universal. A heterogeneidade da composic¢ao
dos diferentes tipos de petrdleo bruto e produtos refinados influencia a taxa global de
biodegradacao, de ambos, do petroleo e suas fracdes componentes.

Estado fisico do petrdleo ou hidrocarbonetos
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Em mares e oceanos, o0 0leo derramado na agua tende a se espalhar e formar
uma mancha. Como resultado do vento e da acdo das ondas, emulsbes 6leo em-agua
ou agua-em-0leo podem ser formadas. A dispersédo de hidrocarbonetos na coluna de
agua na forma de emulsbes Oleo-em-agua aumenta a area superficial do 6leo e,
portanto, sua disponibilidade ao ataque microbiano. Entretanto, grandes massas de
mousse estabelecem relagces superficie-para-volume desfavoravelmente baixas. Bolas
de alcatrdo (ou piche), que sdo grandes agregados de 6leo intemperizado e nao
degradado, também restringem o acesso por micro-organismos devido a sua limitada
area superficial. A formacéo de emulsfes através da producdo microbiana e liberacdo
de biossurfactantes € um processo importante na absor¢cdo de hidrocarbonetos por

bactérias e fungos.

Concentracdo de Oleo ou Hidrocarbonetos

As taxas de absor¢do e mineralizagdo de muitos compostos organicos por
populacdes microbianas no meio aquatico sao proporcionais a concentracdo do
composto. As altas concentracbes de hidrocarbonetos podem ser associadas a
manchas de 6leo pesadas e ndo dispersas ha agua, causando a inibicdo da
biodegradacéo por limitacdo de nutrientes ou oxigénio ou através de efeitos toxicos

exercidos por hidrocarbonetos volateis.

Temperatura

A temperatura influencia a biodegradagdo do petroleo pelo seu efeito na
natureza fisica e na composicdo quimica do Oleo, na taxa de metabolismo de
hidrocarbonetos por micro-organismos e na composicado da comunidade microbiana.
Em baixas temperaturas, a viscosidade do oleo aumenta, a volatilizagdo dos alcanos
toxicos de cadeia curta é reduzida, e a sua solubilidade em agua aumenta, atrasando o
inicio da biodegradagdo. As taxas de degradacdo geralmente diminuem com a

diminuicdo da temperatura; provavelmente devido a redugéo das taxas de atividade
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enzimatica. Temperaturas mais altas aumentam as taxas de metabolismo de
hidrocarbonetos para um maximo, tipicamente na faixa de 30 a 40 ° C, acima do qual a

toxicidade da membrana dos hidrocarbonetos é aumentada.

Oxigénio

Os passos iniciais no catabolismo de hidrocarbonetos alifaticos, ciclicos e
aromaticos por bactérias e fungos envolvem a oxidagdo do substrato por oxigenases,
para as quais € necessario oxigénio molecular. As condi¢des aerdbicas séo, portanto,
necessarias para esta via de oxidacdo microbiana de hidrocarbonetos no meio
ambiente. As condicdes de limitacdo de oxigénio normalmente ndo existem nos niveis
superiores da coluna de 4gua em ambientes marinhos e de agua doce. Os sedimentos
aquaticos, no entanto, sdo geralmente andxicos, exceto por uma camada fina na
superficie do sedimento. Alguns estudos tém mostrado, que a degradacdo anaerdbica
de hidrocarbonetos de petréleo por micro-organismos ocorre apenas em taxas

negligenciaveis - e seu significado ecolégico tem sido geralmente considerado menor.

Nutrientes

A liberacdo de hidrocarbonetos para ambientes aquéaticos que contém baixas
concentracfes de nutrientes inorganicos, muitas vezes, produz taxas excessivamente
altas de carbono/nitrogénio ou carbono/fésforo, ou ambas, que sdo desfavoraveis para
0 crescimento microbiano. Estd bem estabelecido que a disponibilidade de nitrogénio e
fésforo limita a degradacdo microbiana de hidrocarbonetos em agua e sedimento
estuarino, agua do mar, sedimento marinho, lagos de agua doce, lagoas articas,
sedimentos de agua doce e aguas subterraneas.Nutrientes como nitrogénio, fésforo e,
em alguns casos, ferro sdo ingredientes importantes para a biodegradacdo bem
sucedida de poluentes de hidrocarbonetos. Portanto, em muitos casos, as adi¢cdes de
nutrientes tornam-se necessarias para melhorar a biodegradacdo do 6leo poluente.
Contudo, concentragBes excessivas de nutrientes também podem inibir a atividade de

biodegradacéo.
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Salinidade

Existem poucos estudos que tratam dos efeitos da salinidade sobre a
biodegradacéo de hidrocarbonetos. Em geral, muitos isolados de solo, agua doce e
estuarios podem sobreviver em salinidades comparaveis a salinidade da agua do mar
(3,5% em massa). Entretanto, poucas espécies de agua doce ou terrestres sao
capazes de reproduzir em dgua do mar. Devido aos requisitos de salinidade, isolados
marinhos crescem pobremente em salinidades menores que 1 a 2%. A reduzida
capacidade para biodegradacdo em nichos hipersalinos deve ser atribuida mais a
reducdo geral na atividade microbiana associada com ambientes extremos que aos
efeitos da salinidade sobre os hidrocarbonetos (WARD; BROCK, 1978; LEAHY;
COLWELL, 1990; BERTRAND, 1993; SARKAR et al., 2005).

pH

Extremos de pH sé&o inibitérios para a grande maioria dos processos de
biodegradacdo de hidrocarbonetos. A maioria dos fungos € menos afetada por pH
baixos que as bactérias. As taxas de biodegradacdo sdo mais altas em pH préximos a
neutralidade. Para a maioria das espécies, o pH 6timo é ligeiramente alcalino, ou seja,
pouco maior que 7. (BARTH, 1997; ALEXANDER,1980; LEAHY;COLWELL; 1990;
PEDROZO, 2002; SARKAR et al., 2005). Normalmente, o pH diminui durante a
biodegradacao devido a producdo de metabdlitos acidos e gas carbbnico, podendo
provocar diminuicdo da atividade microbiana. O pH da dgua do mar varia entre 7,4 e
8,4, com média aproximadamente 7,6.

Fatores biolégicos

Degradacao microbiana de hidrocarbonetos

Os hidrocarbonetos no ambiente séo biodegradados inicialmente pelas bactérias

e fungos. Embora ubiqua nos ecossistemas terrestres e aquaticos, a fracdo da
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comunidade heterotréfica total representada pelas bactérias e fungos que utilizam
hidrocarbonetos é altamente variavel. Culturas de um mesmo tipo de micro-organismo
(culturas puras) podem metabolizar apenas uma gama limitada de substratos de
hidrocarbonetos, de modo que a montagem de populacbes de micro-organismos de
diferentes tipos (formacéo de consorcios microbianos) com capacidades enzimaticas
amplas gerais sdo necessarias para degradar misturas complexas de hidrocarbonetos,
como o petroleo bruto no solo, 4gua doce e ambientes marinhos. A extensdo em que
bactérias, leveduras e fungos filamentosos participam da biodegradacdo de
hidrocarbonetos tem sido objeto de estudo limitado, mas parece ser uma funcdo do
ecossistema e condicfes ambientais locais. No meio marinho, as bactérias geralmente
sdo consideradas como representando o elemento predominante de degradacao de
hidrocarbonetos da comunidade microbiana.

Adaptacdao - Efeito da exposi¢ao prévia a hidrocarbonetos

A exposicdo prévia de uma comunidade microbiana a hidrocarbonetos - seja de
fontes antropogénicas, como derrames acidentais de petréleo, atividades de
exploracédo e transporte de petréleo e descarte de 6leos usados, ou de fontes naturais,
como infiltragcbes e hidrocarbonetos derivados de plantas - é importante na
determinacdo da rapidez com que os as entradas subsequentes de hidrocarbonetos
podem ser biodegradadas. Este fenbmeno, que resulta de aumentos no potencial de
oxidacdo de hidrocarbonetos da comunidade, é conhecido como adaptacdo. Os trés
mecanismos inter-relacionados pelos quais a adaptacédo pode ocorrer sao: (i) inducdo
elou depressdo de enzimas especificas, (i) mudancas genéticas que resultam em
novas capacidades metabdlicas e (iii) enriquecimento seletivo de organismos capazes

de transformar o composto ou compostos de interesse.

Adaptacao por alteracdo da composicdo genética da comunidade microbiana

O mecanismo genético priméario para a adaptacdo da comunidade microbiana é

a amplificacdo de genes envolvidos no metabolismo do contaminante quimico, por



HENRIQUES, M.L.O.M.F. - Otimizag&o de Processo de Biodegradagéo de Oleo Diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar 26

meio de enriguecimento seletivo e transferéncia e mutacdo de genes. O monitoramento
direto deste processo em relacdo a adaptacdo aos hidrocarbonetos foi possivel devido
ao desenvolvimento de sondas de DNA especificas para os genes que codificam as
rotas catabolicas de hidrocarbonetos.

Papel dos plasmideos na adaptacao

O DNA de plasmideo pode desempenhar um papel particularmente importante
na adaptacdo genética na medida em que representa uma forma de DNA altamente
movel que pode ser transferida através de conjugacdo ou transformacdo e pode
conferir novos fendtipos, incluindo a capacidade de oxidacdo de hidrocarbonetos, aos
organismos receptores. A exposicado de populacdes microbianas naturais ao petréleo
ou outros hidrocarbonetos pode impor uma vantagem seletiva as cepas que possuem
plasmideos que codificam enzimas para o catabolismo de hidrocarbonetos, resultando

em um aumento geral da frequéncia do plasmideo na comunidade.

Bioaumento (semeadura)

O bioaumento envolve a introdug¢do de micro-organismos aléctones no ambiente
natural com o objetivo de aumentar a taxa ou extensao, ou ambos, da biodegradacao
de poluentes. O raciocinio para esta abordagem é que as populacdes microbianas
autéctones podem nao ser capazes de degradar a ampla gama de substratos
potenciais presentes em misturas complexas como o petréleo. Os critérios a serem
cumpridos pelo micro-organismo inoculado incluem a capacidade de degradar a
maioria dos componentes do petroleo, estabilidade genética, viabilidade durante o
armazenamento, crescimento rapido ap6s armazenamento, alto grau de atividade
enzimatica e crescimento no meio ambiente, a capacidade de competir com micro-
organismos indigenas, nédo patogenicidade e a incapacidade de produzir metabdlitos
toxicos. As culturas mistas tém sido mais comumente usadas como indculos para o

bioaumento por causa da facilidade relativa com a qual os micro-organismos com
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capacidades diferentes e complementares de degradacao de hidrocarbonetos podem

ser isolados.

1.3.12 Micro-organismos degradadores de hidrocarbonetos

Os micro-organismos S&80 0S principais agentes responsaveis pela ciclagem do
carbono na natureza. Em muitos ecossistemas existe uma comunidade autoctone
capaz de degradar hidrocarbonetos (micro-organismos hidrocarbonoclasticos)
(KATAOKA, 2001). Micro-organismos degradadores de petroleo tém sido encontrados
em diversos habitats como na areia da praia (SANTOS, 2002), em solos contaminados
por petroleo, em margem de lagoa (SOUZA et al.,2005) e na agua do mar (SOUZA,
2005), entre outros.

Os primeiros estudos da utilizagdo de hidrocarbonetos por micro-organismos
foram realizados por Sohnger e Kaserer, em 1906 (BUSHNELL e HAAS, 1941). Em
1913, Sohnger relatou que gasolina, querosene, parafina e 6leo de parafina poderiam
ser oxidados a CO2, &gua e tracos de acidos organicos por micro-organismos
pertencentes, principalmente, aos géneros Mycobacterium e Pseudomonas. Gray e
Thornton (1928) isolaram varios organismos capazes de decompor compostos
aromaticos como naftaleno, tolueno, cresol e fenol pertencentes aos seguintes
géneros: Micrococcus, Mycobacterium, Bacterium, Bacillus e Spirillum. A habilidade em
degradar hidrocarbonetos néo é restrita a apenas alguns géneros de micro-organismos,
pois, varios grupos de bactérias, fungos e actinomicetos tém mostrado possuir essa
capacidade (KATAOKA, 2001).

Gutnick e Rosenberg (1977) postularam trés caracteristicas essenciais para a
utilizacdo de hidrocarbonetos pelos micro-organismos: (i) um sistema eficiente de
absorcdo de hidrocarbonetos com sitios especiais de ligacdo e/ou producdo de
substancias emulsificantes para o transporte do hidrocarboneto ao interior da célula; (ii)
enzimas oxigenases especificas e (iii) especificidade induzida — resposta positiva do
organismo ao hidrocarboneto.

Segundo Morgan e Watkinson (1994), os hidrocarbonetos podem ser
metabolizados por muitos géneros de bactérias, fungos filamentosos e leveduras e até

mesmo por algas unicelulares. Essa habilidade de degradar hidrocarbonetos como
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substrato ja foi observada em uma grande variedade de géneros de bactérias
(Pseudomonas, Proteus, Bacillus, Spirilum, Nocardia) e fungos (Penicillum,
Cunninghamella, Aspergillus, Syncephalastrum, Geotrichum). As bactérias constituem
0S microrganismos mais estudados, dentre os quais as Pseudomonas foram as
primeiras a serem colocadas em evidéncia em funcdo da sua capacidade de degradar
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP).

Em ambientes marinhos, biodegradacdo de hidrocarbonetos é largamente
realizada por diferentes popula¢cdes bacterianas, que sédo ubiquamente distribuidas
nos oceanos. Os mais comumente géneros de biodegradadores de petrdleo relatados
incluem Pseudomonas, Acinetobacter, Norcadia, Vibrio e Achromobacter
(FLOODGATE, 1984). De acordo com Cerniglia (1992) a maioria das bactérias do
género Pseudomonas apresenta importante papel na degradacao de hidrocarbonetos
de petrdleo. A habilidade dos fungos em utilizar hidrocarbonetos ocorre principalmente
em duas ordens: Mucorales e Moniliales. Os géneros Aspergillus e Penicillium
possuem muitas espécies que assimilam hidrocarbonetos, contudo, esta caracteristica
€ uma propriedade individual da espécie e ndo necessariamente uma caracteristica
particular do género (GRADY, 1985).

Ao contrario das bactérias e leveduras que mostram decréscimo na capacidade
de degradacdo de alcanos com o aumento da cadeia do composto, os fungos
filamentosos parecem ser mais habeis em degradar ou transformar hidrocarbonetos de
estrutura complexa e de cadeia longa. Entretanto, o metabolismo dos fungos
geralmente resulta numa degradacdo incompleta que necessita da associacdo de
bactérias para alcancar a completa oxidacdo do composto (RISER-ROBERTS, 1992;
LEE, 2005). Komagata et al. (1964) examinaram cerca de 500 espécies de leveduras
guanto a habilidade de utilizar hidrocarbonetos e constataram que 56 espécies
possuiam capacidade de degradar, sendo que a maioria delas pertencia ao género
Candida.

Em geral, processos de biodegradacdo realizados com cultura mista,
apresentam vantagens sobre os realizados com cultura pura. Em uma cultura mista, o
produto metabdlico pode ser degradado por outra espécie e o atague de outros micro-

organismos pode levar a uma completa degradacéao do produto, mesmo que dentro da
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comunidade ndo exista um micro-organismo capaz de degrada-lo totalmente
(BUSHNELL e HAAS, 1941).

1.3.13.Yarrowia lipolytica

A levedura ascomiceta Yarrowia lipolytica é uma das espécies de leveduras "nédo
convencionais" mais intensivamente estudadas. A espécie foi originalmente classificada
como Candida, desde que nenhum estado sexual tinha sido descrito. A forma perfeita
deC. lipolytica foi identificada no final dos anos 60 por Wickerham, no Northern
Regional Research Laboratory da USDA, em Peoria. A forma perfeita foi reclassificada
primeiro como Endomycopsis lipolytica (WICKERHAM, 1970), depois como
Saccharomycopsis lipolytica, e, finalmente como Yarrowia lipolytica. Esta levedura é
bastante diferente das leveduras convencionais Sacharomyces cerevisae e
Schizosaccharomyces pombe, bem-estudadas com respeito a sua evolucdo
filogenética, fisiologia, genética e biologiamolecular (BARTH; GALLAIRDAN, 1996).

Y.lipolytica € um fungo dimorfico natural, que forma células de leveduras,
pseudohifas e hifas septadas (VAN DER WALT et al., 1984). O micélio verdadeiro
consiste de hifas septadas de 3 a 5 pm de largura e com varios milimetros de
comprimento. As células apicais frequentemente excedem 100 ym, enquanto que os
segmentos medem de 50 a 70 ym de comprimento. Existe um simples nucleo por
segmento. O septo mostra um diminuto poro central tipo-ascomiceto, ndo usual para
outras leveduras filamentosas, com reticulo endoplasméatico se estendendo através
dele de um segmento para o seguinte (KREGER-VAN RIJ et al., 1984). A proporcéo
de diferentes formas de células depende da variedade usada, provavelmente
considerando as diferengas morfoldgicas observadas em nivel de colbnia. Certas
condicbes sao conhecidas por causar uma formacdo preferencial de células de
leveduras, ou por induzir o desenvolvimento de micélio. Essa levedura ndo é
considerada como patogénica (HOLZSCHU, 1979).

Muitas ferramentas genéticas estdo disponiveis, que fazem desta levedura um
excelente organismo modelo para enderecamento de varias questbes fundamentais.
Métodos poderosos tém sido desenvolvidos e variedades e plasmideos bem

caracterizados estdo disponiveis para transformacado, expressédo e secrecdo de genes
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estranhos. Uma descricdo detalhadas destes métodos, assim como um resumo das
variedades disponiveis, plasmideos, genes clonados etc. é dada na revisao realizada
por Barth e Gaillardin (1996).

InvestigacBes de mecanismos de expressdo génica e de secrecao de proteina
para expressao de genes heterdlogos sao realizadas, principalmente, para aplicacdes
biotecnolégicas. Estudos fundamentais tém sido desenvolvidos sobre a estrutura e o
funcionamento do genoma desta levedura, que é, em alguns aspectos, muito diferente
do que é visto em outras leveduras: estrutura e manutencdo de genes de rRNA
polimorficos e dispersos, requisito absoluto para uma fungdo centromérica para a
manutencao de plasmideos extracromossémicos, e estrutura genética de populacdes
naturais que consistem de linhas haploides amplamente divergentes. Outros
aspectos de Y.lipolytica tém sido explorados, como: determinantes do tipo de
acasalamento, controle de transi¢do dimorfica de levedura para hifa, metabolismos de
alcano e de acidos graxos, estrutura e funcéo de retrotransposons, rotas glicoliticas,
biogénese peroxissdmica, etc (BARTH; GAILLARDIN, 1997).

Como fonte de carbono, Y.lipolytica pode utilizar n-alcanos e | —alcenos. O
primeiro passo na assimilacdo é provavelmente uma emulsificacdo na superficie da
célula para formar pequenas goticulas que podem ser internalizadas. Depois de entrar
na célula, os n-alcanos séo hidroxilados pelo sistema do  citocromo P-450
monoxigenase. O citocromo P-450 foi detectao em diversas variedades de Y.lipolytica
(ILCHENKO et al., 1980; MAUERSBERGER et al., 1980).

A Yarrowia lipolytica apresenta a capacidade de crescer em aguas residuais de
moinhos de oliva, bem como de degradar compostos organicos, incluindo
hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos. Biodegradacdo que € muitas vezes
acompanhada pela produgéo de biossurfactantes. Um dos produtos mais importantes
segregados por este microorganismo € a lipase que pode ser explorada para varias
aplicacdes nas industrias de detergente, alimentos, farmacéutica e ambiental. Aléem
disso, Y. lipolytica é capaz de produzir &cido citrico e aroma de uma variedade de
fontes de carbono, incluindo agucares, alcanos, 6leos vegetais, hidrolisados de amido,

etanol e glicerol.
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1.3.14. Otimizacdo de Processos de Biodegradacao de Hidrocarbonetos

A biodegradacédo de hidrocarbonetos de petréleo e derivados envolve processos
altamente nédo lineares e variantes no tempo. Devido ao grande ndamero de variaveis
fisicas, quimicas e bioldégicas envolvidas nos processos de biodegradacdo de
hidrocarbonetos, métodos de busca multivariada sdo usados cada vez mais para a
otimizacdo de condicbes ambientais (nutricionais e operacionais). Otimizacao
univariada, em geral, apresenta confiabilidade limitada, além de consumir muito tempo
e recursos. Para reduzir o nUmero de experimentos, a despeito do grande nimero de
variaveis, métodos de planejamento experimental estdo sendo usados em muitas
pesquisas. Em geral, o procedimento de planejamento experimental para otimizacao de
bioprocessos pode ser sintetizado em quatro etapas: (i) identificacdo das variaveis
independentes ou fatores que mais influenciam a(s) variaveis dependentes ou
respostas; (ii) identificacdo dos intervalos 6timos das variaveis; (iii) identificacdo da
condicdo otima e (iv) validacdo experimental do 6timo especificado. A Metodologia
de Superficie de Resposta (MSR) (MYERS; MONTGOMERY, 1995) tem contribuido
para superar estas desvantagens e ampliar o entendimento e a eficiéncia econdmica e
tecnoldgica destes processos.

A MSR é usada tipicamente para investigar as relacées entre diversas variaveis
exploratorias e uma ou mais variaveis respostas (HUANG et al, 2008). A ideia principal
da MSR é usar um conjunto de experimentos planejados para obter uma resposta
Otima. Em biotecnologia, esta técnica estatistica tem sido aplicada com sucesso em
otimizacao de: (i) constituintes de meios (WANG, 1990), (ii) condicbes de fermentacéo
e (iii) condi¢cBes catalisadas por enzimas em experimentos de laboratério, entre outras
aplicacoes.

A identificacdo e a otimizacdo de condi¢cOes de cultivo que afetem a producao
de biossurfactante representa um ponto chave para o desenvolvimento de um processo
custo-competitivo (MUKHERJEE et al.,2006). Otimizacdo baseada em MSR tem sido
largamente usada em otimizacdo de componentes de meios para producdo de
bioemulsificantes (ALBUQUERQUE et al., 2006) e de biossurfactantes (RODRIGUES
et al.., 2006; MUTALIK et al, 2008; KIM, 2000) e para otimizacdo de condi¢des
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operacionais (pH, temperatura, salinidade, concentracéo de glicose) em processos de
producéo de biossurfactantes (NAJAFI et al, 2010).

A MSR também tem sido usada em pesquisas para otimizacdo de
biodegradacao de naftaleno (PATHAK et al., 2009), otimizacdo de biodegradacdo de
Oleo cru intemperizado em sedimentos costeiros (MOHAJERI et al., 2010a), otimizacao
de nutrientes e in6culos para biodegradacdo de hidrocarbonetos de petréleo,
otimizacdo de nutrientes para biodegradacdo de dleo diesel (HUANG et al., 2008) e
otimizagdo de biodegradacao de fenantreno.

Vérios estudos tém sido realizados sobre os impactos da suplementacdo de
nitrogénio e foésforo sobre a biorremediacdo de petréleo bruto em ambientes marinhos
(NIKOLOPOULOU; KALOGERAKIS, 2008; ADESODUN; MBAGWU, 2008; 2006; RUIZ
et al.,.2006; KNEZEVICH et al.,, 2006,). Entretanto, sdo escassos 0s trabalhos
publicados sobre a duracdo do tratamento e as concentracdes de nutrientes otimas
para biorremediacdo, usando culturas puras ou consércios microbianos para
biorremediacdo em agua do mar (ZAHED,2010).

Pesquisas realizadas em laboratério e em campo - visando melhorar a
eficiéncia de processos de biodegradacédo de 6leo diesel em agua do mar, através da
identificacdo de concentracdes 6timas de nitrogénio e fosforo e pH (XIA et al, 2006;
HUANG, 2008; LI et al., 2008; SOUZA et al, 2009; XIA et al., 2012) e de outras
condicbes ambientais como aeracdo e agitacdo - tém ratificado o papel da MSR
como ferramenta Util, eficaz e econbmica para modelagem e otimizacdo de
biorremediacdo de ambientes marinhos contaminados por hidrocarbonetos de

petréleo.
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RESUMO

Candida lipolytica UCP 0988 foi capaz de crescer em agua do mar suplementada
com fontes de nitrogénio e fésforo, e usar 6leo diesel como Unica fonte de
carbono. Um planejamento fatorial 2* foi realizado para investigar os efeitos e
interacbes de pH inicial econcentracbes de o6leo diesel, sulfato de aménio e fosfato
monobasico de potassio sobre concentracdo de biomassa, tensdo superficial, atividade
de emulsificacdo, salinidade e pH com 96h em processo de biodegradacdo de dleo
diesel. As concentracbes de biomassa variaram entre 7 e 36 g/L e as reducdes das
tensdes superficiais entre 8 e 37 %. Um modelo para concentracdo de biomassa em
funcdo do pH e concentracdes de Oleo diesel, sulfato de ambénio e fosfato
monobésico de potassio foi desenvolvido usando metodologia de superficie de
resposta. Um alto coeficiente de determinacéo (R?=0,9544) e um p-valor baixo (p<0,05)
garantem a significancia estatistica do modelo.A falta de ajuste nado significativa

(p>0,05) sugere a adequacdo do modelo para explicar dados na regido estudada.

Palavras-chave:Metodologia de superficie de resposta; Biodegradacgéo; Oleo diesel;

Biossurfactante; Biorremediacdo marinha.



1. Introducéo

A demanda global por energia proveniente de combustiveis fésseis tem
contribuido para o aumento do risco potencial de contaminacfes de mares e
oceanos por petrdleo e produtos petroliferos. Devido ao seu uso intensivo para o
transporte de passageiros e de carga por terra e mar, o Oleo diesel é um dos
combustiveis mais consumidos do mundo e embora em uma escala menor que o
petréleo, tem causado poluicdo marinha por hidrocarbonetos e graves problemas
ambientais, sociais e econdmicos. O monitoramento, otimiza¢ao e controle de recursos
naturais e ciclos de vida de processos e produtos quimicos, petroquimicos e
biotecnoldgicos, visando a preservacao da qualidade ambiental, € um dos grandes
desafios deste milénio.

Diversos métodos fisicos, quimicos e biolégicos estdo disponiveis para
aplicagdo individual ou integrada em remediagdo de ambientes oceanicos
contaminados com hidrocarbonetos. A biorremediacdo microbiana é uma tecnologia
alternativa, ambientalmente amigavel e custo-efetiva, na qual processos de
biodegradacao tém sido usados para converter contaminantes organicos em energia,
massa celular e substancias néo téxicas ou menos nocivas para 0 meio ambiente.

Muitos micro-organismos sédo conhecidos por terem excelente capacidade para
degradar hidrocarbonetos e/ou produzir biossurfactantes. A producdo de
biossurfactantes € a resposta microbiana a biodisponibilidade limitada de compostos
organicos hidrofobicos (Leahy e Colwell, 1990; Johnsen e Karlson, 2004; Banat et al.,

2010; Abdel-Mawgoud et al., 2010, Darvish et al., 2011, Pacwa-Plociniczak et al., 2011.
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De acordo com varios autores, as bactérias degradam hidrocarbonetos mais
eficientemente do que as leveduras. No entanto, ha também informag6es de leveduras
gue degradam os hidrocarbonetos com maior eficiéncia do que as bactérias (ljah, 1998,
Chrzanowski et al., 2006).

A efichcia da degradacdo de hidrocarbonetos no ambiente marinho é
influenciada principalmente por: (i) tipo e concentragdo dos hidrocarbonetos; (ii)
concentracgdo inicial de micro-organismos (biomassa) com capacidade enzimatica para
degradacdo de hidrocarbonetos complexos, (iii) disponibilidade de compostos
organicos hidrofébicos para os micro-organismos; (iv) disponibilidade de oxigénio
dissolvido na 4gua do mar e (v) concentracao de nitrogénio e fésforo na 4gua do mar
(Atlas, Bartha, 1972; Reisfeld et al., 1972; Leahy e Colwell, 1990; Marquez-Rocha et al,
2001; Thavasi et al , 2006, Xia et al, 2006; Prince et al., 2010; Xia et al, 2012). Existem
muitos outros fatores ambientais externos que afetam a biodegradacdo e também a
producdo de biossurfactantes na agua do mar, por exemplo: pH, salinidade,
temperatura e presséo (Reisfeld et al., 1972; Leahy e Colwell, 1990; Zinjarde e Pant,
2002).

Portanto, em ambiente marinho, devido aos baixos niveis de nitrogénio e fésforo
na agua do mar, geralmente é necessario identificar as concentracdes adequadas
destes nutrientes para melhorar a biodegradacao de hidrocarbonetos. A adicdo de
micro-organismo(s) com capacidades metabolicas apropriadas para enfrentar
condicdes ambientais altamente estressantes, € também fundamental para se obter
biodegradacao mais rapida e efetiva de hidrocarbonetos em agua do mar (Xia et al.,

2006; Prince et al.,, 2010; Das,Chandran, 2011; Xia et al, 2012). Pesquisas tém
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mostrado que cepas de Yarrowia lipolytica degradam o petrdleo eficientemente na agua
do mar (Zinjarde, Pant, 2002; Hassanshahian et.al., 2012). Estudos realizados com
culturas puras de Candida lipolytica UCP 0988, ratificam o potencial desta levedura,
para crescer e produzir biossurfactantes/bioemulsificantes em &agua do mar,
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo, utilizando o 6leo diesel como a Unica
fonte de carbono (Souza et al, 2012).

Em geral, os consércios microbianos realizam uma degradacdo mais extensiva
do que as culturas puras. No entanto, o desenvolvimento de consércio para
biodegradacdo efetiva de hidrocarbonetos esta diretamente relacionado as
especificidades e eficiéncias de biodegradacao das culturas puras envolvidas (Reisfeld
et al., 1972; Horowitz et al., 1975; Mohanty, Mukherjy, 2008, Kaczorek, Olszanowski,
2011). .

A metodologia de superficie de resposta (MSR) € uma colecdo de técnicas
matematicas e estatisticas para a construcdo de modelos empiricos, em que uma
resposta de interesse é influenciada por diversas variaveis e o objetivo é otimizar essa
resposta (Montgomery 2005). Planejamentos experimentais estatisticos associados a
MSR tém sido aplicados com sucesso para melhorar o desempenho de processos de
producdo de biossurfactantes (Albuquerque et al., 2006) e de biodegradacdo de
hidrocarbonetos em agua do mar (Xia et al., 2012).

No presente trabalho, a habilidade da levedura C. lipolytica UCP 0988 degradar
Oleo diesel, em agua do mar suplementada com sulfato de amoénio e fosfato
monobasico de potéassio, foi investigada através de um planejamento fatorial completo

(PFC) 2*associado a MSR. Um modelo para estimar a concentragdo da biomassa em
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funcdo do pH e das concentracdes de sulfato de amoénio e fosfato monobésico de
potassio foi desenvolvido, como primeira etapa de uma estratégia sequencial de
otimizacdo do processo de biodegradacdo de 6leo diesel por C.lipolytica UCP 0988
em agua do mar. Os efeitos das variaveis independentes sobre as variaveis resposta

foram analisados.

2. Material e Métodos

2.1. Micro-organismo e Meio de Preservagéao

Candida lipolytica UCP 988 foi obtida da colecdo de culturas do Nucleo de
Pesquisas em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de Pernambuco, Brasil.
As colbnias de leveduras foram mantidas em 4° C, em tubos de ensaio contendo meio
YMA (Yeast Mold Agar) inclinado,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 para novas placas com &agar, foram realizadas

mensalmente para assegurar a viabilidade celular.

2.2. Oleo Diesel

Oleo diesel Petrobras, tipo metropolitano B5 (5% biodiesel, 95% petrodiesel).

Contém hidrocarbonetos parafinicos, nafténicos e aromaticos (10-40% v/v), teor
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méaximo de enxofre de 0,05% p/p (500 ppm) e impurezas de compostos nitrogenados e

compostos oxigenados e aditivos.

2.3. Agua do Mar

A agua do mar foi coletada de praia (9° 36' 59" S; 35° 1' 36" W)proxima ao
Complexo Portuario-Industrial de Suape,Pernambuco, Brasil.Sua composic¢ao iénica foi:
Ca*™ 0.48%.; Mg** 1.36%0; Na* 11,20%o; K* 0,55%0, CI- 20,00%0, SOas-- 3,27%0. A
salinidade, a gravidade especifica, o pH e a tensdo surfacial foram respectivamente

iguais a 43%o; 1035 kg/m?, 7.19 e 49.6 mN/m.

2.4. Determinacdes analiticas

Amostras foram coletadas durante 4 dias para analises de pH, salinidade,
gravidade especifica, concentracdo de biomassa, tensdo superficial e atividade de
emulsificacdo para emulsdes agua-em-6leo de milho (EAO). A concentracdo de
biomassa foi determinada pelo método do peso seco de acordo com Zhou and Kosaric
(1995). O pH foi determinado por potenciometria e a salinidade e a gravidade
especifica por refratometria. A tensao superficial foi medida pelo método do anel de Du
Noy. A atividade de emulsificacdo do cultivo livre de células foi determinada de acordo
com o metodo descrito por Cirigliano e Carman (1984). O método define uma unidade
de emulsificagcdo como a quantidade de emulsificante que produzird uma emulsdo com
absorbancia de 1,0 em 540 nm, ou seja, a quantidade de emulsificante capaz de elevar

a absorbancia do sistema em uma unidade.
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2.5. Planejamento Fatorial dos Ensaios de Biodegradac&o de Oleo Diesel

A biodegradacao de oleo diesel por Candida lipolytica em agua do mar natural,
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo, usando 6leo diesel como Unica fonte
de carbono foi investigada. Um planejamento fatorial completo 2* foi realizado para
verificar os efeitos e intera¢des do pH inicial e das concentracfes de 6leo diesel, sulfato
de aménio (fonte de nitrogénio) e fosfato monobasico de potassio (fonte de foésforo)
sobre os valores finais de concentracdo de biomassa, tensédo superficial, pH e
salinidade. Os niveis e intervalos de variagdes dos componentes (fatores ou variaveis
independentes) estdo apresentados na Tabela 1 e foram escolhidos de acordo
comexperimentos preliminares (Souza et al, 2012).

Um total de 20 experimentos foi realizado, incluindo 4 repeticdes no ponto central
para a obtencdo de estimativa da variabilidade em fungc&o do erro experimental e para
permitir o teste de adequacéo do modelo de primeira ordem. Os experimentos foram
realizados em ordem sorteada para evitar que erros atipicos fossem relacionados a
determinadas combinagbes. Os componentes dos meios de biodegradagdo foram
pesados e dissolvidos em dgua mar e o pH ajustado de acordo com as especificacfes
da Tabela 1. Os meios foram autoclavados a 120° C por 20 minutos, em frascos de
Erlenmeyer de 1000 mL. O indculo foi obtido a partir de cultura pura de C. lipolytica
UCP 0988 mantida em 28° C por 48 h. A inoculacéo foi realizada, em camara de fluxo
laminar, na proporcdo de 5% do volume de trabalho, usando suspensdo de 108
células/mL. O oleo diesel foi autoclavado em vapor fluente e adicionado aos meios, de

acordo com as especificacdes do planejamento. Os frascos com volume de trabalho
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de 750 mL foram incubados em agitador rotativo, por 96h, com a temperatura

controlada em 28°C e a agitagdo em 200 rpm.

Tabela 1 .Niveis e valores dos fatores do planejamento fatorial completo 24

Nivel
Fator 1 0 )
pH 6 10 14
Diesel (% v/iv) 10 20 30
(NH4)2S04 (g/L) 0,10 0,60 1,1
KH2PO4 (g/L) 0,68 1,36 2,04

2.6. Metodologia de superficie de resposta (MSR)

MSR associada a PFC 24 foi usada para desenvolver um modelo de primeira

ordem para a concentracao de biomassa (y),tendo como variaveis independentes: o
pH inicial (x,), a concentragdo de dleo diesel (x,) e as concentragbes de sulfato de
amonio (x,) e fosfato monobasico de potassio (x,). A forma geral do modelo

desenvolvido é dada pela seguinte equacao:

4 4 4
y:a0+zaixi+zzaijxixj (1)
i1

i=1 j=1

onde: y € variavel resposta, a, € o intercepto, a, e a;sdo os coeficientes da

regressao do modelo e x; e x;sdo as variaveis independentes.
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Os dados experimentais do PFC 24 foram submetidos a analise de regresséo e
analise de variancia (ANOVA) com limites de confianca de 95%. A qualidade do ajuste
do modelo polinomial foi expressa pelo coeficiente de determinacdo R? e sua
significancia estatistica foi testada pelo valor F de Fisher.. A significAncia de cada
coeficiente de regressao e efeito estimado foi determinadapelo teste t de Student e
valor p. Diagramas de Pareto - com nivel de significancia de 95 % - foram empregados
para ilustrar as estimativas padronizadas dos efeitos dos fatores sobre as variaveis
resposta. O comprimento de cada barra sobre um diagrama de Pareto padronizado €
proporcional ao valor absoluto de seu coeficiente de regressado associado ou efeito
estimado. Cada efeito € convertido para a estatistica t pela divisdo dele pelo seu erro
padrdao. Os efeitos padronizados s&o apresentados em ordem decrescente de
magnitude absoluta. O diagrama inclui uma linha vertical tracejada indicando
significancia estatistica. Um efeito € considerado significante se ele cruza esta linha
(p=0,05). Representacbes gréaficas tridimensionais foram geradas para avaliar
visualmente os efeitos e interagbes dos fatores sobre sobre as variaveis resposta.A
analise estatistica. foi realizada usando o programa STATISTICA®, versdo 8.0

(Statsoft. Inc, Tulsa/OK,USA).

3. Resultados

A matriz decodificada do planejamento 24 e os resultados - com 96 h - das

variaveis resposta -pH, salinidade, biomassa, tensdo superficial e atividade de

emulsificacdo para EAO- estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Composi¢cbes dos meios de biodegradacdo e resultados dos ensaios do

planejamento fatorial completo 24 com 96 h.

Ens | pHi OD SA FP pHf ApH Sal ASal TS ATS  AEM Bio Bio
(%viv)  (g/L) (g/L) %)  (%o) (%) (mN/m) (%) (UAE) Exp. Prev.
(L) (g/L)

6 10 0,10 0,68 | 5,66 567 55 1,79 4850 3045 3,81 11,2 11,46
14 10 01 068 | 982 2986 55 8,33 44,86 8,56 5,49 8,6 10,06
6 30 0,1 0,68 | 561 6,50 60 7,14 54,56 15,19 5,85 70 7,21

14 30 01 068 | 884 3686 56 0,00 34,13 37,06 532 14,0 12,06
10 11 068 | 575 4,17 55 3529 | 46,40 2571 6,00 13,4 14,76
14 10 1,1 068 | 914 34,71 50 9,09 | 4453 1512 567 148 11,71

OCoO~NOOUDWNE
o))

6 30 11 068 | 591 1,50 56 1,75 | 4576 30,98 593 10,6 8,762

14 30 11 068 | 942 32,71 56 3,45 | 44,80 0,22 5,85 8,4 11,96

6 10 0,1 204 | 574 433 61 10,29 | 46,00 12,88 5,63 9,8 9,71
10 14 10 01 204 | 802 4271 65 0,00 38,40 6,57 5,68 16,0 14,36
11 6 30 01 204 | 572 4,67 67 0,00 52,26 16,86 3,15 15,6 1521
12 14 30 01 204 | 920 3429 62 17,33 | 4853 1583 575 24,0 26,11
13 6 10 11 2,04 | 580 3,33 58 17,14 | 49,77 6,68 3,99 156 14,06
14 14 10 11 204 | 884 36,86 65 4,41 | 46,26 253 6,00 138 17,06
15 6 30 11 204 | 590 1,67 58 17,14 | 4577 3331 548 158 1781

16 14 30 1,1 2,04 | 11,16 20,29 47 42,68 | 4490 1345 544 30,8 27,06

17 10 20 06 136 | 7,75 22,50 58 9,38 45,40 26,42 5,55 33,2 33,80

18 10 20 06 136 | 890 11,00 57 5,00 42,37 26,78 5,54 32,0 33,80

19 10 20 06 136 | 695 30,50 57 3,39 39,53 3589 553 34,0 33,80

20 10 20 06 136 | 694 30,60 57 5,00 39,26 32,19 558 36,0 33,80
pHi-pH inicial pHf- pH final OD-Oleo Diesel SA-Sulfato de Amonio FP- Fosfato Monobasico de Potassio A-Variag&o (redugéo)
Sal —Salinidade TS-Tens&o Superficial Bio- Biomassa AEM -Atividade de Emulsificacdo para emulsdes agua-em- 6leo de milho
Bio.Exp.- Biomassa Experimental Bio. Prev. —Biomassa Prevista

3.1 Identificacdo dos melhores meios para a biodegradacdo de 6leo diesel por

Candida lipolytica UCP 0988 em agua do mar

Os meios que apresentaram as melhores condicGes para biodegradacédo de
Oleo diesel por C.lipolytica UCP 0988 sédo apresentados na Tabela 3 e na Figura 1.

A maior producéo de biomassa (33,80+1,68 g/L) foi obtidacom 96 horas nas
condic¢des do ponto central do planejamento (Fig. 1a), em um meio contendo agua do
mar suplementada com 0,68g/L de sulfato de aménio e 1,36 g/L de fosfato monobasico
de potéssio, pH inicial 10 e tendo o 6leo diesel como unica fonte de carbono ( 20% do
volume de trabalho). Neste meio, a atividade de emulsificacdo média para EAO foi igual

a 5,55 UAE e as reducdes médias de tenséo superficial, pH e salinidade foram
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iguais a 30,32; 23,65 e 5,69% respectivamente.A reducdo meédia da tensao
superficialno ponto central do planejamento, com pH inicial 10, foi superior as
reducdes meédias de tensBes superficiais dos meios com pH inicial 6 (21,51%) e 14
(12,41%).

Entretanto, a maior reducdo de tenséo superficial do planejamento (37,06%)
ocorreu no ensaio 4 (Fig. 1b), em um meio com pH inicial 14, concentragao final de
biomassa igual a 14 g/L, atividade de emulsificagdo para EAO igual a 5,32 UAE e
reducdes de pH e salinidade com 96 horas, respectivamente iguais a 36,86 e 0%. A
producdo média de biomassa nos ensaios realizados com pH inicial 14 foi igual a
16,3+£7,6 g/L. As outras trés maiores producdes de biomassa (30,8; 24,0 e 16,0 g/L),
neste pH, ocorreram nos ensaios 16, 12 e 10, com concentragfes de Oleo diesel
iguais a 30, 30 e 10%.respectivamente,

Os ensaios realizados com pH inicialé, também apresentaram uma boa
producdo de biomassa, com média igual a 12,4+ 3,2 g/L.

Por outro lado, o ensaio 5 com pH inicial 6 e biomassa final igual a 13,4 g/L
(Fig. 1c) e o0 ensaio 14 com pH inicial 14 e biomassa final igual a 13,8 g/L (Fig.1d)
foram 0s que apresentaram as maiores atividades de emulsificagéo para EAO (6UAE).
As reducbes da tenséo superficial, do pH e da salinidade com 96 h referentes ao
ensaio 5 foram respectivamente iguais a 25,71; 4,17 e 35,29%, enquanto as referentes

ao ensaio 14 foram iguais a 2,53; 36,86 e 4,41%, respectivamente.
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Tabela 3. Identificacdo dos melhores meios para biodegradacdo de Oleo diesel em

agua do mar

Ensaio pH oD SA FP pH ApH Sal  ASal TS ATS Bio AEM
(%oviv) — (g/L)  (9/lL) (%) (o) (%) (mN/m) (%) (VAE)

4 14 30 0,1 068 884 36,86 56 0,00 34,13 37,06 14,0 5,32

5 6 10 1,1 0,68 5,75 4,17 55 35,29 46,40 2571 13,4 6,00
14 14 10 11 204 884 36,86 65 4,41 46,26 2,53 13,8 6,00
17 10 20 0,6 1,36 7,75 23,65 58 5,69 45,40 26,42 33,2 5,55

OD-Oleo Diesel SA-Sulfato de Aménio FP- Fosfato Monobasico de Potassio Sal —Salinidade TS-Tens&o Superficial Bio-
Biomassa AE-Atividade de Emulsificagdo para emulsGes dgua-em- 6leo de milho A-Variacdo

= UNIGLAS™

WiSA (T A=)
NSO AF

Fig. 1.Melhores ensaios do planejamento fatorial completo 24: (a) Ponto central, maior
producéo de biomassa, (b) Ensaio 4, maior reducdo de tensdo superficial, (c) Ensaio

5, maior atividade de emulsificacdo em pH 6 e (d) Ensaio 14, maior atividade de
emulsificacdo em pH 14.
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3.2. Modelagem da concentrag&o de biomassa usando MSR

Um modelode primeira ordem incluindo interagcdes de segunda ordem e teste
de curvatura foi desenvolvido pela aplicacdo de MSR aos dados e resultados do PFC

2%(Tabela 2). A andlise de regresséo produziu a seguinte equacao

y=22.07375 - 0.92312*x1 - 0.68187*x2 +4.88750*X3 - 8.28493*x4 +
+ 0.03906*X1*X2 -0.20625*X1*X3+0.55607*X1*X4 -0.08750*X2*X3 +

+ 0.35846*x2*x4 +0.77206*X3*X4(2)

ondey € a concentra¢do de biomassa; X, € o pH, x, € a concentragdo de 0leo
diesel, x, é a concentracdo de sulfato de aménio e X, € a concentragdo de fosfato

monobasico de potassio. Apenas os valores dos coeficientes de regressdo mostrados
em negrito sdo estatisticamente significativos (p<0.05).

A analise de varidncia (Tabela 4) mostra que o modelo proposto é
estatisticamente significativo (p<0,5) e preditivo, como ¢é evidente do teste F de Fisher,
onde o valor F calculado €é aproximadamente cinco vezes maior que o valor F
tabelado.

Tabela 4 - Andlise de variancia para resultados do planejamento fatorial completo 24

Fonte de Soma Grau de Média

Variacao Quadratica Liberdade Quadratica Fcal. p
Curvatura 1212,125 1 1212,125 428,82 0,000246
Regressao 1680,710 11 152,792 15,23 0.0003471
Residuo 80,272 8 10,034

Falta de ajuste 71,793 5,000 14,359 5,08 0.1057077
Puro erro 8,480 3,000 2,827

Total 1760,982 19 92,683

R?=0.9544 R=0,9769 RZajust=0.8917  F(0.95,11,8)=3.31 F(0.95,5,3)=9.01
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O alto valor do coeficiente de determinacdo R? indica que 95,44% da
variabilidade nos dados é explicada pelo modelo. O coeficiente de correlacdo R igual
a 0,9769 indica uma excelente correlagéo entre os valores experimentais e preditos.
O valor do coeficiente de correlacdo ajustado (RZaust=0,8917)também ¢é alto,
ratificando a significancia do modelo. Isto assegura um ajuste satisfatério do modelo
aos dados experimentais. O valor F da falta de ajuste de 0,1057 implica que a falta de
ajuste ndo é significativa em relacdo ao erro puro (p>0,05). Portanto, o modelo
proposto € adequado para descrever os dados observados. As respostas estimadas
para 20 pontos experimentais estdo apresentadas na Tabela 2. Teste de curvatura
confirmou a proximidade do ponto 6timo e a necessidade de implementacdo — dentro
de uma estratégia sequencial de otimizacao - de um planejamento central composto e
de um modelo quadratico que incorpore melhor o efeito da curvatura.

Superficies de resposta tridimensionais para a concentracdo de biomassa
construidas usando a Eq.(2) sao apresentadas na Fig.2, correspondendo aos efeitos
combinados de:pH e concentracdo de 6leo diesel (Fig.2a); pH e concentracdo de
sulfato de aménio (Fig.2b);pH e concentracdo de fosfato monobésico de potassio (Fig.
2c); concentracdo de sulfato de aménio e concentracdo de fosfato monobéasico de
potassio (Fig.2d); concentracdo de 6leo diesel e concentracdo de sulfato de amonio
(Fig.2e) e concentracdo de oleo diesel e concentracdo de fosfato monobasico de
potassio (Fig.2f). As referidas superficies permitem visualizar as condi¢cdes que levam
a maior producdo de biomassa. Pode ser observado facilmente que o aumento do pH
e das concentracdes de 6leo diesel e de fosfato monobéasico de potassio favorecem o

aumento da concentracdo de biomassa.
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Fig. 2. Superficies de resposta para concentracdo de biomassa com 96 h em funcéo

de: (a) pH e 6leo diesel

(b) pH e sulfato de ambnio, (c) pH e fosfato monobasico de

potassio, (d) sulfato de aménio e fosfato monobéasico de potassio, (e) 6leo diesel e
sulfato de aménio e (f) 6leo diesel e fosfato monobasico de potassio.
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3.3. Efeitos do pH inicial e das concentragdes de 6leo diesel, sulfato de aménio

e fosfato monobasico de potassio sobre a concentracdo de biomassa

Em todos os ensaios realizados houve uma grande producdo de biomassa. A
forte influéncia do pH na biodegradacdo de oOleo diesel em agua do mar por C.
lipolytica UCP 0988 pode ser facilmente observada nos resultados apresentados na
Tabela 2. A concentracdo de biomassa com 96 h variou entre 7,0 e 15,8 g/L nos
ensaios com pH inicial 6 e entre 8,4 e 30,8 g/L nos ensaios com pH iniciall4 (Tabela
2). De acordo com o Diagrama de Pareto (Fig. 3a), para umnivel de confianca de 95%,
€ possivel verificar queo aumento da concentracdo de fosfato monobasico de potassio,
sua interacdo com o 0leo diesel e 0 aumento do pH de 6 para 14 foram os fatores que
mais influenciaram a concentracdo de biomassa, exercendo efeitos positivos
estatisticamente significativos sobre seu aumento e consequentemente sobre a
biodegradacdo de Oleo diesel. As interacdes do pH com o fosfato monobasico de
potassio e com 06leo diesel e o aumento da concentracdo de 6leo diesel também
favoreceram com significancia estatistica a concentracdo de biomassa. O aumento da
concentracdo de sulfato de aménio e suas interacdbes com os demais fatores nao

exerceram efeitos estatisticamente significativos sobre a concentracédo de biomassa.

3.4. Efeitos do pH inicial e das concentracdes de 6Oleo diesel, sulfato de amoénio

e fosfato monobasico de potassio sobre atenséo superficial

A tensé&o superficial com 96 h variouentre 45,76 e 54,56 mMN/m nos ensaios com

pH inicial 6 e entre 34,13 e 48,53 mN/m nos ensaios com pH iniciall4 (Tabela 2). As
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tensbes superficiais médias dos meios com pH inicial 6, 10 e 14 foram
respectivamente iguais a 48,63+3,34; 41,64+t2,84 e 42,55+4,86 mN/m. Para as
mesmas concentracfes de sulfato de amoénio e fosfato monobasico de potassio, 0s
meios com pH 14 apresentaram menor tensédo superficial que os meios com pH 6. O
aumento do pH inicial de 6 para 14 favoreceu a reducéo da tensdo superficial dos
meios, exercendo um efeito negativo estatisticamente significativo sobre o aumento
da tensao superficial (Fig. 3b). Os demais fatores e interacdes ndo exerceram efeitos

estatisticamente significativos sobre a reducéo da tenséo superficial.

3.5. Efeitos do pH inicial e das concentracdes de 6leo diesel, sulfato de amonio

e fosfato monobasico de potassio sobre a atividade de emulsificacdo para EAO

A atividade de emulsificacdo para EAO com 96 h variou entre 3,15 e 5,93
UAE nos ensaios com pH inicial 6 e entre 5,32 e 6,00 UAE nos ensaios com pH
inicial 14 (Tabela 2). As tensfes superficiais médias dos meios com pH inicial 6, 10 e
14 foram respectivamente iguais a 4,98+1,14; 5,55+0,02 e 5,65+0,22 UAE. O
aumento da atividade de emulsificacdo para EAO foi favorecido com significancia
estatistica pelo aumento do pH e por sua interagcdo com o fosfato monobasico de
potassio; pelo aumento da concentracdo de sulfato de aménio e por sua interacédo
com o 6leo diesel e pelo aumento da concentragédo de 6leo diesel (Fig. 3c). Por outro
lado, a interagcdo do Oleo diesel com o fosfato monobasico de potassio, 0 aumento da
concentragdo de fosfato monobéasico de potassio e as intera¢des do pH com o sulfato
de amobénio e com o Oleo diesel exerceram efeitos negativos estatisticamente

significativos sobre o aumento da atividade de emulsificagéo para EAO.



HENRIQUES, M.L.O.M.F. - Otimizag&o de Processo de Biodegradacéo de Oleo Diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar 66

Varidvel Dependente : Concentracio de Biomazsa Waridvel Dependente Tensdo Superficial

(2)Diesel W :

p=0,05

Efeito Estimado Padronizado (Valor Absoluto)
(b)

p=0,05

Efeito Estimado Padrenizade (Valor Absoluto)

(a)

Variavel Dependente: Atividade de Emulsificacdo Variavel Dependente: Salinidade

Efeito Estimado Padronizado (Valor Absolute) Efeito Estimade Padronizado (Valor Absoluto)
(c ()

Fig. 3. Diagrama de Pareto de efeitos padronizados para planejamento fatorial
completo 2% tendo como variaveis  independentes:(1)pH (2)0leo diesel,
(3)ammonium sulfato de amoénio e(4) fosfato monobasco de potassio e como variaveis
respostas com 96 h: (a) concentracdo de biomassa, (b) tensdo superficial,(c) atividade
de emulsificacdo para emulsdo agua-em-6leo de milho e (d) salinidade. O ponto em
gue o efeito estimado é estsatisticamente significativo (p = 0.050) é indicado pela linha
vertical vermelha tracejada.




HENRIQUES, M.L.O.M.F. - Otimizag&o de Processo de Biodegradac&o de Oleo Diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar 67

3.6. Efeitos do pH inicial e das concentragdes de 6leo diesel, sulfato de aménio

e fosfato monobasico de potassio sobre a salinidade

A salinidade com 96 h variou entre 55 e 67%o0 nos ensaios com pH inicial 6 e
entre 47 e 65% nos ensaios com pH inicial 14 (Tabela 2). Os valores médios das
salinidadesdos ensaios com pH inicial 6, 10 e 14 foram respectivamente iguais a
58,75+ 3,99 ; 57,4 £0,50 e 57+ 6,63 %o. O Unico fator que contribui para o aumento da
salinidade final dos meios foi 0 aumento da concentracdo de fosfato monobasico de
potassio (Fig. 3d). Por outro lado, o aumento da concentracdo de sulfato de aménio e
as interacdes do 0leo diesel com o fosfato monobasico de potassio, do pH com o 6leo
diesel, do oleo diesel com sulfato de amoénio, do sulfato de aménio com o fosfato
monobdsico de potassio e o aumento do pH, nesta ordem, contribuiram com
significAncia estatistica para reduzir a salinidade dos meios. O aumento da
concentracdo de Oleo diesel e as interacdes do pH com o sulfato de ambnio e com o
fosfato monobésico de potassio ndo exerceram efeitos estatisticamente significativos

sobre a salinidade.

4. Discussao

A primeira etapa de uma estratégia sequencial de otimizacdo para
biodegradacéo de 6leo diesel em agua do mar por C. lipolytica UCP 0988 foi realizada
usando um PFC 24associado a metodologia de superficie de resposta para investigar

os efeitos do pH inicial e das concentracdes de o6leo diesel, sulfato de amonio e fosfato
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monobdsico de potassio (Tabela 1) sobre o pH, a salinidade, a tensdo superficial, a
atividade de emulsificacdo e a producgéo de biomassa com 96h.

Entre as diversas condicbes ambientais (pH e concentracbes de 6leo diesel,
sulfato de amoénio e fosfato de potassio) investigadas, aquelas identificadas como
sendo as melhores para a biodegradacdo de 6leo diesel em &gua do mar por
C.lipolytica UCP 0988 sao apresentadas na Tabela 3. As condi¢cdes dos ensaios 4,
5, 14 e 17 (ponto central) produziram respectivamente: (i) a maior redugédo de tensao
superficial e a maior reducao de pH; (ii) a maior atividade de emulsificacdo para EAO,;
(i) a maior reducéo de pH e maior atividade de emulsificacdo para EAO e (v) a
maior producgdo de biomassa.

Estes resultados mostram que a levedura C. lipolytica UCP 0988 apresenta
comportamento halo-alcali-tolerante sendo capaz de biodegradar 6leo diesel e crescer
em &gua do mar hipersalina, 4cida ou extremamente alcalina, adequadamente
suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.

Os altos valores de atividade de emulsificacdo para EAO, reducdo de pH,
reducdo de tensao superficial e producdo de biomassa obtidos em ensaios do PFC 24,
especialmente nos ensaios 4, 5, 14 e 17,podem ser consideradas como indicadores
biologicos de biodegradacédo de 6leo diesel em dgua do mar por C. lipolytica UCP
0988. Estes resultados estdo de acordo com trabalhos da literatura, que relatam que a
habilidade de leveduras crescerem em meio mineral tendo hidrocarbonetos como Unica
fonte de carbono é um forte indicativo de utilizacdo de hidrocarbonetos pelas mesmas

(Gomes et al., 2009, Kumari e Abraham, 2011; Sood e Lal, 2009).
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O micro-organismo usado nos ensaios do planejamento (cadastrado na colecao
de cultura do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais da Universidade Catdlica de
Pernambuco como Candida lipolytica UCP 0988) foi originalmente classificado como
Candida lipolytica e depois reclassificado como Endomycopsis lipolytica,
Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia lipolytica (Barth e Galardin, 1996).
E um micro-organismo do tipo leveduriforme, estritamente aerdbio, eucariético, do reino
Fungi, classe Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos. Pertence ao grupo das
leveduras ndo convencionais, em relacdo a fisiologia, genética e a biologia molecular
sendo, portanto, a espécie mais estudada desse grupo.

Nos experimentos realizados neste trabalho, C.lipolytica UCP 0988 mostrou ser
capaz de crescer em agua do mar hipersalina (salinidade>4,7%), acida (pH 6), alcalina
(pH 10) ou extremamente alcalina (pH 14), contaminadas com o6leo diesel e
suplementada com sulfato de aménio e fosfato monobésico de potassio e produzir
biossurfactantes e bioemulsificantes. Apesar de crescer em pH &cido, a levedura
apresentou maior habilidade para crescer (maior producdo de biomassa) e produzir
biossurfactantes/ bioemulsificantes (maior reducdo de tensdo/atividade de
emulsificacdo) em meios alcalinos e extremamente alcalinos.

Estes resultados ratificam pesquisas anteriores sobre a habilidade da levedura
C. lipolytica UCP 0988 crescer sobre compostos hidrofébicos em agua do mar diluida
(Vance-Harrop et al, 2003; Albuquerque, 2006; Albuquerque et al, 2006) ou em agua do
mar nao diluida (Souza et al., 2012; Silva, 2012; Silva, et al.,2010; Henriques et al.,
2011), adequadamente suplementadas com fonte de nitrogénio e fosforo e produzir

bioemulsificantes e/ou biossurfactantes com potencial de uso em biodegradacdo de
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ambientes contaminados por petroleo e derivados. Por outro lado, o comportamento
halo-alcalitolerante exibido pela levedura ao crescer sobre 6leo diesel, em agua do
mar extremamente alcalina (pH 14) - confirma resultados similares verificados em
processos de biodegradacéo de 6leo de milho (Henriques et al, 2011) e de querosene
(Silva et al., 2012) sobre a tolerancia da referida levedura a ambientes altamente
salinos e alcalinos.

Desde que a salinidade tipica da agua do mar esta entre 3 e 3,5% e seu pH
normalmente varia entre 7,5 e 8,5 (devido ao excelente sistema tampé&o dos oceanos,
resultante da interagdo entre o dioxido de carbono e a agua do mar) ,Henriques et al.,
2011, os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que C.lipolytica UCP 0988
tem um grande potencial de aplicacdo em biorremediacdo de agua do mar
contaminada por Oleo diesel. Trabalhos publicados na literatura sobre cepas de
Y.lipolytica tolerantes a sais ratificam o papel significativo que pode ser exercido por
esta levedura em ambientes marinhos e hipersalinos (Butinar et al.2005; Kim et al.
2007; Zinjarde et al. 2008).

Os resultados de producdo de biomassa, atividade de emulsdo, reducdo da
tensdo superficial e tolerdncia ao sal obtidos neste trabalho, usando C.lipolytica UCP
0988, poderiam ser considerados muito satisfatorios, quando comparados com o0s
resultados obtidos por outros microorganismos que degradam o 6leo diesel cultivados
em agua do mar e outros meios (Bento et al, 2005, Huang et al, 2008, Miranda et al,
2007, Murkeji et al, 2004, Pirrolo et al, 2008) e com os resultados obtidos por Yarrowia
lipolytica NCIM 3589 cultivados em 6leo em agua artificial (Zinjarde, Pant, 2002). A

significancia dos resultados aumenta especialmente quando se considera a curta



HENRIQUES, M.L.O.M.F. - Otimizag&o de Processo de Biodegradac&o de Oleo Diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em Aguado Mar 71

duracéo (96h) do processo de biodegradacdo e que a C.lipolytica UCP 0988 néo foi
aclimatada ao sal ou ao 6leo diesel.

Neste estudo, culturas puras de C.lipolytica UCP 0988 crescidas sobre Oleo
diesel em agua do mar suplementada com sulfato de aménio e fosfato de potéssio
apresentaram maior tolerancia a altas salinidades que alguns consorcios. A habilidade
do consorcio ES1 utilizar 6leo diesel como unica fonte de carbono e tolerar de
moderada a alta concentracdo de sal em um intervalo de 0-5% de salinidade foi
investigada por Murkeji et al, (2004). Culturas aclimatadas ao sal puderam tolerar
salinidades acima de 3,5% de NaCl e degradacao significativa de 6leo diesel (29%) foi
observada, embora maximo crescimento e degradacédo de 6leo diesel tenham ocorrido
em salinidade de 0,5%, onde a extensdo da degradacdo de Oleo diesel foi
significativamente superior (61% em 15dias) que em 0% de NaCl. Em concentragdes
de sal superiores a 4% e 5% a perda de diesel foi comparada aquelas no controle (13%
e 11%, respectivamente). Em um estudo similar com um consorcio bacteriano
desenvolvido para utilizar varias fragcbesde petréleo bruto, Kapleyetal.(1999)
demonstraram que asculturas podiamtoleraraté 3%NaCl, sem qualquer alteracdo no
crescimentoap6s48 h.Os autores relatam que o crescimento de cultura e a utilizacdo de
hidrocarbonetos a partir depetréleo bruto ocorreram em salinidades de até 6% com
transformacdo genética dos organismos usando o ProUoperon, um importante locus
osmorregulatorio.

Em todos os ensaios realizados no presente estudo (Tabela 2) reducéo
significativa de pH foi observada. Este resultado pode estar relacionado a formagéo

de acidos organicos, que podem provocar a reducdo da medida do pH na fase
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aquosa, durante a degradacdo de hidrocarbonetos (Bento et al, 2005). Além da
formacdo de acidos organicos, a reducdo do pH pode estar relacionada a lises
celulares, produtos poliméricos (Miranda et al, 2007, Bicker, 2011) e a formacdo de
outros sub-produtos (Rhaman et al , 2003). Em processo de biorremediacdo, €
necessario que o pH seja compativel com o0s micro-organismos. Bactérias
desenvolvem-se com um pH 6timo entre 5 e 9, enquanto que os fungos que degradam
compostos complexos tem o pH 6timo de 5 ou menos (Skaladany e Metting,1993).
Enzimas séo polimeros de aminoacidos e suas atividades requerem um grau de
protonacdo adequado dos aminoacidos. Este processo € controlado pelo pH. O pH
6timo para a acdo dos micro-organismos € usualmente proximo da neutralidade, mas
muitos micro-organismos presentes em aquiferos podem agir sem prejuizos de suas
funcdes para valores de pH entre 5 e 9 (Corseuil e Alvarez, 1996). Os valores finais do
pH (Tabela 2) nos ensaios realizados com valores iniciais de pH iguais a 6, 10 e 14,
variaram respectivamente dentro dos seguintes intervalos: 5,61 e 5,91; 6,94 e 8,90 e
8,09 e 11,16. No presente trabalho, a mais alta producdo de biomassa (33,80 +1,68
g/L) foi obtida com 96 h, em pH aproximadamente 8 (7,64+ 0,92), no ponto central do
planejamento. Este resultado esta de acordo com estudo publicado por
ZinjardeePant(2002), no qual relatamque a melhorproducdo de biomassaocorreu
empH8,0, que é o pH naturalda agua do mar (habitat natural de Y.lipolytica).
Simulacdo em laboratério de crescimento de Pseudomonas aeruginosa LBI em
agua contaminada por petroleo e derivados em diversas concentracdes foi realizada
por Pirdllo et al (2008). Quando o Oleodieselfoi utilizado comoum substrato para

crescimento, a biomassa aumentou em todos 0s experimentos,mostrando a
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capacidade do micro-organismo para degradar este combustivel. A maior producgéo de
biossurfactantes (9,9 g/L) foi obtida usando Oleo diesel a 30% (p/v) e a maior
producdo de biomassafoi alcangcada usandoodleo diesel na concentracdo de 20%. Este
resultado foi semelhante ao obtido no presente trabalho, onde C.lipolytica UCP 0988
apresentou maior producdo de biossurfactante (maior reducdo de tensao superficial)
usando o 6elo diesel a 30% (v/v) e maior producdo de biomassa, no ponto central do
planejamento usando 6leo diesel a 20%.

Embora existam na literatura muitos estudos sobre biodegradacédo de petroleo
por diversos micro-organismos em agua e em solo, ndo existem muitos trabalhos
especificos sobre biodegradacdo de derivados de petréleo (como Oleo diesel e
guerosene) em agua do mar por culturas puras e consorcios. O namero de trabalhos
académicos envolvendo biodegradacao de 6leo diesel em agua do mar por C.lipolytica
€ mais restrito ainda.

Um planejamento fatorial 24foi realizado durante 168 h por Souza et al. (2012),
para avaliar - em meios com pH ajustado em 5,3 - os efeitos e interagcbes das
concentracbes de O6leo diesel (1, 3 e 5%), uréia, sulfato de ambnio e fosfato
monobdasico de potassio sobre a atividade de emulsificacdo e a tensdo superficial em
processo de biodegradacédo de 6leo diesel por C.lipolytica UCP 0988 in seawater. Altas
atividades de emulsificacéo (superiores a 5,4 UAE) foram obtidas em todos os ensaios.
As interacdes entre as fontes de carbono organico (6leo diesel) e inorganico (uréia) e o
fosfato monobasico de potassio favoreceram com significancia estatistica o aumento da
atividade de emulsificagdo dos meios. Nas condi¢cfes estudadas né&o foi identificada

correlacdo entre aumento de atividade de emulsificacdo e reducdo de tensao
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superficial. Entretanto, € importante notar que a média (45,10+4,75 mN/m) das tensfes
superficiais, obtida com 96h nos 20 ensaios (com concentra¢gdes de Oleo diesel de 10,
20 ou 30%) do presente trabalho, foi 8,85% menor que a média das tensdes
superficiais obtidas com 168h nos 20 ensaios realizados por Souza et al. (2012).

De acordo com a literatura, micro-organismos que reduzem a tenséo superficial
a 40 mN/m ou menos, sé&o considerados bons produtores de biossurfactantes (Cooper,
1986, Habba et al.,2000; Mariano et al, 2008). Portanto, quando cresceu sobre 6leo
diesel a 30% nas condi¢cdes do ensaio 4 (Tabela 2) do presente trabalho, durante 96
h, a levedura C.lipolytica UCP 0988 produziu um excelente biossurfactante, que
reduziu a tens&o inicial do meio em 37,06%, baixando a tens&o superficial para
34,13 mN/m. Entretanto, outros ensaios do PFC apresentaram reducdo de tensdo
superficial superior a 25% e tensdes superficiais com 96h acima de 39mN/m,
sugerindo o0 uso de reducao de tensdo superficial maior ou igual a 25% como um
indicador indireto de producdo de biossurfactantes. Os resultados obtidos sugerem
gue nao existe relacdo direta entre baixa tenséo superficial e alta atividade de
emulsificacao ou entre baixa tensao superficial e alta producao de biomassa.

Alguns estudos sobre a producdo de emulsificantes por C.lipolytica UCP
0988 em meio contendo agua do mar diluida a 50% - usando 6leo de babacu (Vance-
Harrop et al, 2003) ou oleo de milho (Albuquerque et al, 2006) como fonte de
carbono — corroboram os resultados obtidos neste trabalho sobre a influéncia do
fosfato monobasico de potassio sobre a atividade de emulsificacdo. Os referidos
trabalhos também relatam a dependéncia das fontes de nitrogénio e do tampéao fosfato

para producao de bioemulsificante em meio a base de agua do mar.



HENRIQUES, M.L.O.M.F. - Otimizag&o de Processo de Biodegradac&o de Oleo Diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar 75

Os efeitos de mudancas nos niveis de fatores ambientais, tais como pH e fontes
de carbono, nitrogénio e fésforo sobre biodegradacéo de hidrocarbonetos e producao
de biossurfactantes por leveduras em ecossistemas marinhos, ainda ndo estao
completamente entendidos. Portanto, o modelo desenvolvido no presente trabalho
fornece um método simples e efetivo para simular a concentracdo de biomassa em
processo de biodegradacdo de Oleo diesel em agua do mar por C.lipolytica UCP
0988, usando condi¢bes iniciais de pH e concentracdes de o6leo diesel, sulfato de
amonio e fosfato monobasico de potassio. Outra importante contribuicdo deste estudo
€ a identificacao da levedura Candida lipolytica UCP 0988 como micro-organismo com
potencial para utilizar hidrocarbonetos como Unica fonte de carbono e energia e
produzir biossurfactantes/bioemulsificantes em agua do mar hipersalina e &cida ou

extremamente alcalina, suplementada com fontes de nitrogénio e fésforo.

5. Concluséo

Modelagem empirica e simulacdo séo ferramentas essenciais para o0
melhoramento e otimizacdo de bioprocessos. O modelo baseado em metodologia de
superficie de resposta desenvolvido nas condi¢cdes estudadas neste trabalho, provou
ser um método efetivo para simular a concentracdo de biomassa, em processso de
biodegradacdo de 6leo diesel por C.lipolytica UCP 0988 em agua do mar, usando
valores iniciais de pH e de concentracdes de 0leo diesel, sulfato de amoénio e fosfato
monobasico de potassio. Teste para curvatura confirmou a proximidade do ponto 6timo
e a necessidade de implementagdo de um planejamento composto central, dentro de
uma estratégia sequencial de otimizacdo. Subsequentemente, modelos mais

avancados serdo aplicados para otimizar 0 processo.
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CONCLUSOES GERAIS

e A metodologia de superficie de resposta mostrou ser uma ferramenta eficaz para
modelagem de concentracdo de biomassa em processo de biodegradacdo de 6leo
diesel por C. lipolytica UCP 0988 em 4gua do mar adequadamente suplementada

com fontes de nitrogénio e fésforo.

e A levedura C. lipolytica UCP 0988 tem potencial para utilizar 0leo diesel em
concentragfes de 10, 20 e 30% (v/v) - como Unica fonte de carbono e energia - e

produzir biossurfactantes e bioemulsificantes em agua do mar.

e A levedura C. lipolytica UCP 0988 apresenta tolerancia a ambientes extremos,
sendo capaz de biodegradar Oleo diesel e produzir biossurfactantes e

bioemulsificantes em agua do mar hipersalina e acida ou extremamente alcalina.
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originality, serlous scientific flaws, or because the work i$ considered outside the aims and scope
of the journal. Those that mest the minimum criteria are passed on o experts for review, Referees
advise the editar, who & responsible for the final decision o actept or reject the artide. Pleasa note:
fny Editor's decigion IS final.

Manuscripts previously rejected by the Journal will not be re-corsidersd by the Editors, and thersfore
will be rejected without review.

PREPARATION

Manuscript Preparation

Ganraral:

huthors must follow guide for authors strictly, Failing which the manuseripts would be repected without
review. Editors reserve the right to adjust the style to certain standands of uniformity.

Shructure:

Follow this order when typing manuscrpts: Tite, Authors, Affilistions, Abstract, Keywords,
Introduction, Materals and Methods, Results and l:llsmﬂm Etl'r:ll.ﬂ-lm‘d Altl-:l'lnwl
References, Figure Captions, Tables and Figures. The cormespanding author should be identfied with
an asterisk and foctnote. All other footnotes (except for table footnotes) should be avoided. Collate
acknowledgements in a separate section at the end of the artide and do not include thern on the title
page, as a footnote to the tithe or otherwise.

Text Layout:
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Use double spadng and wide {3 em) margins on white paper. (Avoid full justification, ie., do not use
a constart right-hand margin.) Ensure that esch new paragraph is deardy indicated. Present tables
and figure legends on separate pages at the end of the manuscript. IF pessible, consult & recent iSsue
of the journal to becorme familiar with layout and conventions. Number all pages consecutively, use
12 pt font size and standand fonts.

Page length: Maximum page length should be 15, 35 and 40 pages for Short Communication,
Original article/case study and review paper, including text, references, tables and figures, Each figure
and table must be put separately on a single page.

Use of wordprocessing soffwara

It Is important that the file be saved in the nathve forrmat of the wordprocessor used. The text should
be in single-column format. Keap the layout of the text & simple & possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the artice. In particular, do not uSe the wordprocassor's
options to justify text or to hyphenate words., However, do use bold face, Ralics, subscripts,
Superscripts etc. When preparing tables, if you sre using & table grid, use only one grid for each
individual table and not & grid for sach row. If no grid i used, wse tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in & way very similar to that of conventional manuseripts
(See plon the Guide to Publishing with Elsevier: bty wes. alsevien com/guidepublication)). Nobe that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the saction on Electronic artwork.

To evoid unnecessary ermors you are strongly edvised to use the 'spell-check’ and "grammar-cdheck”
functions of your wordprocessor.

LaTeX

If the LaTeX file s suitable, proofs will be producsd without rekeying the text. The artide <hould
preferably be written using Elseviers document dass "elsartide’, or altermatively any of the other
recognized dasses and formmats supported in Elsevier's electronic submistions System, for further
information See http: [fwws eleevier. com'wpsl find)/ sutharsview authorslatex-ses-supported.

The Elsevier "elsarticle” LaTeX style file package (incuding detailed instructions for LaTeX preparation)
can be obtained from the Quickguide: hitpe/fwwwoelsedercomflates. It consists of the file:
elsarticle ds, complete weer documentation for the dass file, bibliographic style files in varous shyles
and template files for & quick start.

Article structure

Swbdivition - numbsred ssciions

Divide wour article inta ﬂHI‘l]I definesd and numberesd sections. Subsections should be nurmbensd
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...}, 1.2, etc. (the abstract i€ not Included in fection numbering). Use this
ﬁumbu'lr'rn also for irbernal -:Itﬂ-rtfﬂ'tr'ﬂ'bj: da Nk just refer to "l:l'lttl.‘t'-.il'l]l subsaction may bé
gheen a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Introduction
State the objectives of the work and provide an adequate background, avolding a detailed lterature
Survey or & surmmany of the results,

Materal and methods
Provide suffident detail to allow the work to be reproduced. Methods slresdy published should be
indicated by & reference: only relevant modifications should be described.

Exparimental
Provide suffident detail to sllow the work to be reproduced. Methods slresdy published should be
indicated by & meference: only melevant modifications should be described.

Theary/caloulation
ﬁ.Thm-pmshmﬂuur'rd. ﬁﬂtrmu‘ﬂhblﬂﬂ?ﬂuﬁdtﬂﬂ'ﬂhﬁﬂtlkﬂd'rﬂﬂhrﬂﬂﬁlﬁ the
Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, acd-:dal:l-nnuu:lmmprumua
pr&:l:ll:ﬂ ﬂﬁﬂmr‘tm-ﬂmm| basis.

Resuits and Discirssion

Results should be dear and concise, and be part of a single section, discussing the significance of
the results of the work, not repeat thern, Extensive citation and discussion of the published literature
should be aneoided.
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Caondlusions
The man condusions drawn fmom results shouwld b Fl'l':h!r'rtﬂﬂ In & shat Condusions sadion
{rmaxirmum 100 words).

Appendices

If there i more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (4.1), Bq. (A.2), etc.; In a subsequent appendix,
Eq. (B.1) and %o on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A1, ete.

Essential itle page information

« Tita Cond®e and informative. Tithes are often used in information-retriesal systerns. Avaid
abbraviations and formulae whémne pﬂit

+ Author names and affiliations. Where the family name meay be ambiguous (e.g., & double
r'l.ﬂ'l"llE:Ir plagss indicate this 'I'.'|E.II'|]I. Presart the authors’ affiliation addresses {I'l'hlﬂt the actual work
was done) below the names. Indicate &l affiliations with a lower-case superscript letter imrmediatealy
after the author's narme and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of
sach affilistion, induding the country name and, i available, the e-mail address of aach author.

+ Corresponding avthor. Clearly indicate wha will handle comespandence at all stages of referesing
ard publication, also post-publication . Ensure that telephone and fax numbers (with country
and area code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal
address. Contact details must be kept up to date by the corresponding authar.

L mmm If an author has moved sinoe the work described in the article
WAL -tlr'u‘.-, Or was 1.r|'.':|Hr'||;| at the time, & Pretant address” {I:Ir 'Parrmanant mﬁ!'] mdy b indicabed
as a footnote to that author's name. The address at which the suthor sctually did the work most be
rétained as tha rI'lle'lr affiliation address. Suparscripk Arabic numerals are wed for Such footnobes,

Absiract

b concise and factual abstract (s reguired. Each paper should be provided with an abstract of sbout
100-150 words. The sbstract shoukd state briefly the purpase of the research, the prindpal results
and major conclusions. An abstract Is often presented separately from the article, so It must be able
to stand alone. For this reason, References should be svolded, but if essential, then cite the author(s)
and year(s). Alsa, non-standard ar uncormmaon abbreviations should be svoided, but If essential they
rust be defined at their first mention in the abstract ekl

Grdlr.l'hl'ﬂd"' abstract

ﬁﬁ'ﬂ;ﬂ‘l“ﬂtﬂ‘hﬂ 1% aptional and should summandze the conbents of the article in a concise, p‘ll':l:l‘.'l'lﬂ
form designed to capture the sttention of & wide readership online. Authors must provide images
that deerly nepresent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted &% &
sEnargte file in the anling Subrmigsion Systam. [rl'lbnt Gize: Plagta |'.'l'l:|'|.l'|l'.'|-E an |r'|'I-h:E with & minimurm
of 531 x 1328 phels (h = w) or proportionally mone. The image should be eadable at & size of 5 «
1% em using & megular screen resolution of 96 dpd. Preferred file bypes: TIFF, EFS, PDF or MS Office
flles. See hitp:/ffweaw . elsevienoom)graphicalabstracts for examples.

Authors can make uwse of Elsevier's lllustration end Enhancement Serdice o ensure the best
presentation of thelr |I'|‘|-ﬂlﬁ alsn in aooordance with all technical requireméents: Hlustration Servios.

Higihlighits

Highlights are mandatory for this journal. They corsist of a short collecion of bullet poinks that corveey
the come findings of the article and should be submitbed In & Separate file in the onling submission
systern. Plesse use 'Highlights' in the fle name and indude 3 to 5 bullet points [maximum B85
characters, induding Spaces, per bullét paint). See http - wees. slSevien comhighlights for exarmples.

Keaywords

Immediabaly after the abstract, provide & masimum of 5 keywords o be induded in an artide, using
American spelling and avoiding general and plural barms and multiple concepts (Evoid, for example,
"and®, "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the Aeld may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbravialions

Define abbreviations that aré not standard in thie faeld in &8 footnote to be placed on the first page
af the artice. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
r'I'I-EI"I'I:h'!Ir'I'I:|"|lﬂ't|l as wall &% in the footnote. Ensure -I!Iﬁl'ﬂ-lStEr'hi]l of abbreyiations ﬂ'rﬂl.lﬂFﬂLrt the article.
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Acknowledgements

Collate scknowledperments in a separate section &t the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the titke page, &5 & fobtnote to the tithe or otherwise. List here those
individuals whe provided help during the research {e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

LiFits
Follow internationally sccepted rules and conventions: use the intérnational system of units (S1). If
other units are mentioned, please give their equivalent in S1.

Mzth formulee

h—&mt.tlmplefmmﬁemﬂe line af narrmal unﬂemp&ulhhanﬂmﬂmmmmﬁ'
a horizontal line for srmall fractional terms, &.g., X In n'm, wariables are to b er-H'rtb:llr'l
italics. Powers of & sre often more corvenlently denoted by exp. Nurmbser consecutively any eguations
that have ko be displayed separately frorn the text (if referned to explicitly in the text).

Foolnobas

Footnotes should be used sparingly. Mumber them consecutively throughout the article, using
superseript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnobes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicste the position of foobnobes in the text and present the
footnotes thernselves separately 2t the end of the article. Do not include footnobes in the Refierence
lisst:.

Tabie footnotes

Indicate sach footnote in & table with 8 superscript lowersase letber

Artwork

Electromic artwark

Genaral points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
= Save text in lllustrations & ‘graphics’ or enclose the fort.

» Orily use the following fonts in your ilestrations: Aral, Courser, Times, Symbal.
= Number the llustrations according to their sequence in the text.

= Lse & logical naming comeention for your artwork files.

* Provide captions to lllustrations separately.

» Produce images nesr ko the desired size of the printed version.

= Submit each figure as & separate file.

A detailed guide on electronic artwork 1§ available on our websibe:

Frttpf Meewnw. el sevier comfartwarkd rstructions:

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork s finalised, plesse 'seve as' or
cormeert the images to one of the following formats (note the reselution requinemeants for line drawings,
halftones, and ling/halftone combinations given balow):

EPS: Wector drawings. Embed the font or save the text as "graphics’.

TIFF: Color or grayscale phatographs (halftones): always use 8 minimurm of 300 dpi.

TIFF: Bitrmapped line drawings: use & minirmurm of 1000 dpi.

TIFF: Combinetions bitrmapped line/half-tone [oolor or grayscale): a minimurm of 500 dpi is reguired.
If your electronic srtwork 1S crasted in a8 Migosaft Office application (Word, PowerPoint, Exoal) then
please supply a5 (s

Pleaase do not:

= Supply files that are optimised for screen use Je.g., GIF, BME, PICT, WRGE); the resolution |$ too low;
= Supply files that are too low in resaolution;

» Submit graghics that sre disproportionatealy large for the content.

Cadar ariwork

Please make sure that artwork files are in &n scoeptable farmat (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the corredt resolution. If, together with your accepted article, you Submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will 2ppear in color on the Web (e.g.,
SolenceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in mlor
in the printed versicn. For color reproduction in print, you will receive information regarding
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the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicste your preferencs
fior Sl |I'l|2rl'll:tr-tl'lﬂ'l-&'l'l'ﬂ'.'|tl'ﬂ}l. For furthér information on the p—epu—aﬂmafd-u:n—mh:am—k,
please see bitp:/ fewaw. elseviercomy artwarkd nstructions.

Please note: Because of technical cormplications which can arise by comverting color figures: o “gray
scale’ {for the printed version should you not opt for coler in print) please submit in addition usable
black &nd white sergions of all the color illustrations.

Figure caplions

Ensure that asch lllustration has a caption. Supply captions separately, not sttached to the figure.
A caption should comprise a brief titde [not on the figure itelf) and & description of the llustration.
I:EEP taxt in the llustrations thermselses b & mindmum but Eﬁpl-ﬂ'i all !J'p'rl'lhtﬂ and abbréeviations
usesd. Mobe that the maximum number of figures allowed for Original article, case study, and review
papers S 6. Multiple figures can be expressed & one figure (for &.g. 18, 1b, Lc etc...}, while retaining
the maxirmum limit of &. The Joumal discourages publication of simple one line graphsMfigures, pattern
Figures, converntional spectra (X-ray, FTIR, UV, NMR, &tc) and SEM phatographs of a routine nature.

T
Mumbser tables -:nﬂmv in Bocordance with their BppEArancs in the taxt, Place footnotes to
tables below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical
M.HWW“H&L&EEHMNH‘HH‘EMH‘EM mtﬂ]lﬁuﬂﬂdﬂfﬁdﬂﬂtﬂ
results described slewhers in the article. Note that the masimum number of Agures allowed for
Original artice, case study, and review papers is &, The Joumnal discourages publication of gmple cne
perarmebEr I:.HHH; such information should be preferably deseribead in the text el

References

Maximurm 20, 35 and 75 references for short communication, original research paperfcase study and
review pEpers, respectively,

Citadian br bexd

Please ensure that every reference cited in the text i also present in the reference list (and vice
wersa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
comrmunications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the bext. If thase
references are induded in the reference list they should follow the standerd reference style of the
journal and should indude a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
"Personal communication'. Citation of a reference as 'in press’ implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

Ag & minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author narmes, dates, reference to & source publication, etc.),
should alse be givern. Web references can be listed separately [e.g., sfter the meference list) under &
differert haading If desired, or can be induded in the reference list.

References in & special e
Pleagse ergure theat the words thig 1sSue’ are added bo any referencss in the list (and any ctations in
thee bext) to other articles |n the Same Special [Esue,

Reference style
Text: All citations in the text should refer to:

1. Sinple suthor: the suthor's nerme (without initials, unless there |s Bmbiguity) and the yesr of
publication;

2. Two suthors: both suthors' names end the year of publication;

3. Thrae or more authors: first author's neme followead Ell'p' "t &l and I:ht]lﬂr HFHJEHC!HI:H‘I-
Crations ray be made directly (or perenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologicsily,

Exarmples: "as dernonstrated (Allan, 20008, 2000b, 1999; Allen and Jones, 1999). Kramer et al.
(2010) heve recently shown ...."

Lit; Beferences should be arranged fAirst alphabetically, THEN NUMBERED NUMERICALLY, end then
Further sorted chronologically if necessary. More then one reference from the same authan(s) in the
same year must be identified by the letters ‘&, ‘b, "¢, ete., placed after the year of publication.
Ewarmples:

Reference to & journal publication:

Van der Geer, ), Hanrsads, 1A, Lupton, BLA., 2010. The art of writing & sclentific articke. ). Sei.
Cormmun, 163, 51-55.
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Aeference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book -

Mettam, G.R., Adams, LB, 2009, How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, 5.5,
Smith , R.Z. [Eds.), Intraduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 2681-304.

Jourmal abbrevabions Souwnces

Joumal names should be abbrevisted acoonding to

Index Medicus joumal abbreviations: Attpe/Mawwndmondh, govftsdf serials! iRkl
List of title wond abbréesiations: http:ffwew. is5n ongf2-22661-LTWa-online.php;
CAS [Chemical Abstracts Servioe): http: ffwwew.cas. orglfsant. himl.

Video data

Elsevier accepts video material and animation fequences to support and enhance ypour sclentific
research. Authors who heve video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to indude these within the body of the artice. This can be done in the sarme way
as & figure or table by referring to the videa or animation conbent and nating in the body text whene it
should be placed. Al subrnitted files Should be properly labeled 2o that they dimectly relate bo the video
file's content. In order to ersure that your video or animation matedal i directly usable, please provide
the files in one of our remmmended fle formats with & preféermed madmum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will be published onling in the electronic vertion of your article in Elbasier
Web products, induding SdenceDirect: http: ) fwwe sclencedirect. com. Please supply "stills” with your
files: you can choose any frarme from the video or animation or make 8 separate image. These will
be used instead of standard icors and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions plésse visit our vided Instruction pages at http:ffwewes. elseviern com et workinstructions.
Mote: sinoe vides and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the aledronic and the print version for the portions of the article that refer to
this conternt.

Supplementary data

Elsevier socepts electronic supplementary material to support and enhanoe your scentific research.
Supplementary files offer the author additional passibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, badkground datesets, ound dips and more. Supplementary files fupplied will be
published online alongside the slectronic version of your article in Esevier Web products, induding
SoienceDirect: http: fwwew sciencedinsct.com. In order to ensume that your submitbed maberal =
directly usable, pleagte provide the data in one of cur recommended file formats. Authors Should
submit the materal In electronic format together with the artide and Supply & conclse end descriptive
caption for esch file. For more detalled instructions please visik our artwork Instruction pages at
Fittp:f farww, &l sevien com farbworki rstructions.

Linking to and depositing dala af FANGAEA

Electronic achiving of supplementary data enables meaders to replicate, werify and build upan the
candudions published in your paper. We recomrmend that data should be depositad In the data library
PANGAER (hitp:/fwww pangaes de). Data are quality controlled and archived by an editor in standard
machine-readable formets and sre availsble via Open Acoess. Afber processing, the author recehes
an |dentifier (DO1) linking ta the supplernents for chedking. As your data Ssts will be citable you
might want to refer to them in your erticle. In any case, data supplements and the artide will be
autormatically linked as in the following example: doi:10.1016/0016-F037(9500105-9. Pamse usa
PAMGAEL'S wib interface to submit your data [http:ffwew. pangaea. defsubmit)).

Submission checklist

The following list will be ufeful during the final dvedking of an artide prior to Sending it to the journal
for review. Plesse consult this Guide for Authars for further details of any Berm.
Ensure that the following items are present:

One author hes been designated 2= the comesponding author with contact details:
= E-rniil address

= Full postal address

= Telephane and fax nurnbers

Al necessary fles heve been uploasded, and contain:

= Kimywords

= All figure captions

= all tables (induding title, description, foctnobe)
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Further condl derations

= Manuseript has been ‘spell-chedked' and ‘grammar-checked”

» Refarances Bre 0 the oomeact formet for H'Il!-}!ﬂ.lrr'l.ﬂ

= &l referances mentioned in the Referenos list are cted in the taxt, and vid: verss

» Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (induding the Web)
» Color figures ana clearty marked & being intended for color reproduction on the Wb [fres of change)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (Free of charge) and in black-and-white in print
s If enly eclar on the Web is required, black-and-white versions of the Agures are sko suppled for
printing purpases

For any further information please visit our customer support Site &t hitp:fsupport elsevier. com.

AFTER ACCEPTANCE

Uze af the Digital Object Tdentifier

The Digital Object Identifier (DOD) mey be used to dte and link to electronic docurnents. The DOI
corsists of a unigue alpha-numeric character string which i assigned to & document by the publisher
upon the initial slectronic publication, The assigned DOl never changes. Therefore, it is an ideal
rvéedium for citing a document, particularly 'Articles in press’ because they hawve not yet recsived their
full bibliographic infarmation. The cormect format for citing @ DO is shown &s follows (example taken
from & docurnent in the journal Physics Lefters &):

dioi: 10.1016/).physleth. 2010.09.059

When you use the DOl to create URL hyperlinks to documents on the web, the DOls are guarantesd
never to change.

Publizatiaon of Articies
ffter acceptance the Jowrnal will publish articles quickly bath online and in print. Bequests for delayed
publication of the accepted articles are generally not scoeptable.

Proofs

One set of page proofs (a5 PDF files) will be sent by e-rmail to the comesponding author {if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) o, & link will be provided in
the e-rmail 2o that authors can download the files themselves, Elsavier now provides authors with
PDF proofs which can be ennotated; for this you will need o download Adobe Resder version 7 (or
higher) available fres from hittp:/fget. adobe. comfresder, InStructions on how to annotate PDF fles
will Bocormpany the proofs (sko given onling). The exad systern reguirements an given at the Adobe
site: http:ffvwww adobe. comy products/reader tedh-Specs html.

If you do not wigh to use the PDF anmotations function, you may list the cormections (induding
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your comections
quoting line number. IF, for any reason, this IS not possible, then mark the cormections and any other
comrments {induding replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by Fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Plasse use this proof only for checking the typesatting, editing,
completensss and oomectness of the bext, tables and figures. Significant dhanges o the artide 2=
accepted for publication will only be considersd at this stage with permission from the Editor. We wil
do everything possible to get your artice published quickly end Bocurately — pleass het us have all your
cormections within 48 hours. It i€ important o ergwene thet all comections are sent back o us in one
comrmunication: plesse check carsfully before replying, as indusion of any subSequent cormections
canmot be guerantesd. Proofreading (s solely your responsibility. Note that Elsevier may procsed with
the publication of your article if no response & receied.

Oiffprints

The cormespanding author, at na cost, will be prowided with a POF file of the article wia e-mall. For an
extra charge, paper offprints can be ordered vis the offprint order form which | sent once the article
i accepted for publication. The POF fike € & watermarked sersion of the published artide and indudes
& cover shest with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

AUTHDR INQUIRIES

For inguiries relating to the submission of ertides (including electronic submission) pleass
visit this journal's homepage. Contact details For guestions Briging after ascosptance of
an articde, espedally those relsting to proofs, will be provided by the publisher. You
can track accepted artides &t bitpofewswelsevienoomftrackerticle.  You can also  check
our Author FAGs (hitp:/fewwelseviercomfauthorfal)) andlor contact Custormer Support wvia
http:f fsupport. elsevienoom.
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ABSTRACT

Candida lipolytica UCP 0988 was able to grow in seawater supplemented with sources
of nitrogen and phosphorus, and to use diesel oil as sole carbon source. A 2* factorial
design was carried out to evaluate the effects and interactions of initial pH and
concentrations of diesel oil, ammonium sulfate and monobasic potassium phosphate on
biomass concentration surface tension, emulsifying activity, salinity and pH at 96h,
indiesel oil biodegradation process. The biomass concentrations varied between 7 and
36 g/L and the surface tension reductions between 8 and 37%. A biomass concentration
model as a function of pH and concentrations of diesel, ammonium sulfate, monobasic
potassium phosphate was developed using response surface methodology. A high
coefficient of determination (R?>= 0.9544) and a low p-value (p<0.05) confirm the

statistical significance of the model. The non-significant lack-of-fit value (p>0.05)

suggest the adequacy of the model to explain data in the studied conditions.

Keywords: Response surface methodology; Biodegradation; Diesel oil; Biosurfactant;

Marine bioremediation.



1. Introduction

Global demand for energy from fossil fuels has contributed to the increasing
potential risk of contaminations of seas and oceans by oil and oil products. Due to its
intensive use for passenger and cargo transportation by land and sea, the diesel oil is
one of the most-consumed fuels in the world and although on a smaller scale than
the  petroleum, has caused marine pollution by hydrocarbons and serious
environmental, social and economic problems. The monitoring, optimization and
control  of natural resources and cycles of life of chemical, petrochemical and
biotechnological processes and products, aiming the preservation of the environmental
quality, is one of the great challenges of this millennium.

Several physical, chemical and biological methods are available for individual or
integrated application in remediation of oceanic environments contaminated with
hydrocarbons. Microbial bioremediation is an alternative, environmentally-friendly and
cost-effective technology, in which biodegradation processes have been used to
convert organic contaminants into energy, cell mass and non-toxic or less harmful
substances to the environment.

Microorganisms like bacteria, yeasts and filamentous fungi are known have ability to
degrade hydrocarbons (Leahy and Colwell, 1990) and produce biosurfactants (Abdel-
Mawgoud et al., 2010). The production of biosurfactants is the microbial response to the
limited bioavailability of hydrophobic organic compounds (Banat et al., 2010; Johnsen
and Karlson, 2004; Darvish et al. 2011, Pacwa-Plociniczak et al., 2011). According to

many authors, bacteria are  more efficient hydrocarbon degraders than yeasts.
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However, there is also information from yeasts that degrade hydrocarbons better than
bacteria (ljah, 1998, Chrzanowski et al., 2006).

The effectiveness of the hydrocarbon degradation in the marine environmental is
influenced mainly by: (i) type and concentration of hydrocarbon; (i) initial
concentration of microorganisms (biomass) with enzymatic capacity for degradation of
complex hydrocarbons;(iii) availability of hydrophobic organic compounds for the
microorganisms; (iv) dissolved oxygen availability in seawater and (v) concentration
of nitrogen and phosphorus in seawater Reisfeld et al., 1972; Leahy and Colwell,
1990; Marquez-Rocha et al, 2001, Xia et al, 2006; Prince et al., 2010; Xia et al, 2012).
There are many others external environmental factors that affect the biodegradation and
also biosurfactant production in sea water, for example: pH, salinity, temperature and
pressure (Reisfeld et al., 1972; Leahy and Colwell, 1990; Zinjarde and Pant, 2002).

Therefore, in marine environment, due to low levels of nitrogen and phosphorus
in seawater, it generally is necessary identify the adequate concentrations of these
nutrients to enhance the hydrocarbon biodegradation. The addition of microorganism
(s) - with appropriate metabolic capabilities to confront highly stressful environmental
conditions - it is also fundamental to obtain fast and effective biodegradation of
hydrocarbon in seawater (Xia et al, 2006; Huang et al, 2008, Prince et al., 2010; Das,
Chandran, 2011, Xia et al, 2012) .

Researches have shown that Yarrowia lipolytica strains degrade petroleum
efficiently in seawater (Zinjarde, Pant, 2002; Hassanshahian et.al., 2012). Studies
carried out with pure cultures of Candida lipolytica UCP 0988, ratify the potential of this

yeast to grow and produce biosurfactants/bioemulsifiers in seawater, supplemented with
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nitrogen and phosphorus sources, using diesel oil as the only carbon source (Souza et
al, 2012).

In general, microbial consortia perform more extensive degradation than pure
cultures. However, the development of consortium for effective biodegradation
hydrocarbons is directly related to specificities and biodegradation efficiencies of the
pure cultures involved (Reisfeld et al., 1972; Horowitz et al., 1975; Mohanty, Mukherjy,
2008, Kaczorek, Olszanowski, 2011).

Response Surface Methodology (RSM) is a collection of mathematical and statistical
techniques for empirical model building, in which a response of interest is influenced by
several variables and the objective is to optimize this response (Montgomery 2005).
Statistical experimental designs associated to RSM have been successfully applied
to improve the performance of biosurfactant production (Albuquerque et al., 2006)
and hydrocarbon biodegradation processes in seawater (Xia et al., 2006; Xia et al.,
2012).

In current work, the ability of the yeast C. lipolytica UCP 0988 degrade diesel oil, in
seawater supplemented with ammonium  sulfate and potassium monobasic
phosphate, was investigated through a 2* full factorial design (FFD) combined with
RSM. A model to estimate the biomass concentration as a function of pH and of the
concentrations of diesel oil, ammonium sulfate and potassium monobasic
phosphate was developed, as the first step of a sequential optimization strategy of
diesel oil biodegradation process by C.lipolytica UCP 0988 in seawater. The effects of

independent  variables on the response variables were  analysed.
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2. Materials and Methods

2.1. Microorganism

Candida lipolytica UCP 0998 was obtained from the culture collection of Nucleus
of Research in Environmental Sciences of the Catholic University of Pernambuco,
Brazil. The yeast was maintained at 4°C in agar YMA with the following composition: 3
g/L yeast extract, 3 g/L malt extract, 10 g/L D-glucose, 5 g/L tryptone, 15 g/ agar and

pH 5. Transfers were made to agar slants each month to maintain viability.

2.2. Diesel Oil

Petrobras diesel oil, B5 metropolitan type (5% biodiesel, 95% petroleum diesel),
maximum of 0.05% sulphur. It contains paraffinic, naphthenic and aromatic
hydrocarbons (10 to 40% v/v)., impurities of nitrogenous compounds and oxygenated

compounds and additives.

2.3. Seawater

The seawater was collected from beach (9° 36' 59" S; 35° 1' 36" W) near Suape's

industrial port complex, Pernambuco, Brazil. Its ionic composition was Ca* * 0:48 %o;

Mg* * 1:36 %o; Na* 11.20 %o; K* 0.55 %o; Cl 20.00 %o; SO4 -~ 3.27 %o. The salinity,



HENRIQUES, M.L.O.M.F. - Otimizag&o de Processo de Biodegradacéo de Oleo Diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar 107

specific gravity, pH and surface tension were equal to 43%o; 1035 kg/m3, 7.19 and 49.6

mN/m, respectively.

2.4. Analytical Determination

Samples were withdrawn during 4 days for analyses of biomass concentration,
pH, salinity, specific gravity, surface tension and emulsification activity for emulsions
water-in-corn oil (EWO). Biomass concentration was determined by the dry weight
method, according to Zhou and Kosaric (1995). The pH was determined by
potentiometry and salinity and the specific gravity were determined by refractometry.
The surface tension was mesured by the du Nody ring method. The emulsification
activity of free-cell broth was determined following the method described in Cirigliano e
Carman (1984). The method defines one unit of emulsification activity (UEA) as the

amount of emulsifier that resulted an emulsion with an absorbance of 1.0 at 540nm.

2.5. Factorial Design of the Diesel Oil Biodegradation Tests

Biodegradation of diesel oil by Candida lipolytica in natural seawater,
supplemented with nitrogen and phosphorus sources, using diesel oil as a sole carbon
source was investigated. A 2* FFD was carried out to investigate the effects and
interactions of the initial pH and concentrations of diesel oil, ammonium sulfate (nitrogen
source) and potassium monobasic phosphate (phosphorus source) on the final values
of biomass concentration, surface tension, pH and salinity. The levels and ranges of the

factors (independent variables) are given in Table 1 and were selected according to
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preliminary experiments (Souza et al, 2012). A total of 20 assays. was carried out,
including four replicates at the center point. The replicates were used to provide an
estimate of pure error and also to check for curvature.. The experiments were
performed in random order to avoid that atypical deviations become associated with
certain level combinations.

The constituents of the biodegradation media were weighed and dissolved in
sea water and the pH was adjusted according to the specifications in Table 1. The
media were autoclaved at 120°C for 20 minutes, in Erlenmeyer flasks of 1000 mL. The
inoculum was obtained from a pure culture of C. lipolytica CPU 0988 maintained at 28°
C for 48 h. The inoculation was performed in a laminar flow cabinet (biological safety
cabinet), in proportion of 5% of the working volume, using suspension of 10° cells/mL.

The diesel oil was autoclaved in steam flowing and added to the media,
according to the specifications of the design. The flasks with working volume of 750 mL
were incubated on a rotatory shaker for 96 h, with the temperature controlled at 28° C

and agitation at 200 rpm.

2.6. Response surface methodology

Response Surface Methodology (RSM) associated with 24 FFD was used to
develop a first-order model for biomass concentration (y), having as independent
variables: the initial pH (x1) and the initial concentrations of diesel oil (x2), ammonium
sulfate (x3) and potassium monobasic phosphate (xs). The general form of model is

given by the following equation:
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4 4 4
y:a0+2aixi+22aijxixj (1)
i=1

i=l j=1
where, vy is the response variable; a, is the intercept, 3 and aij are the coefficients

of the regression of the model and X; and xj are independent variables.

The data experimental of the 24 FFD were subjected to regression analysis
and the analysis of variance (ANOVA) with 95% confidence limits. The quality of the fit
of the polynomial model was expressed by the coefficient of determination R? and its
statistical significance was tested by Fisher's F-value. The significance of each
regression coefficient and effect estimate was determined by Student's t-test and p-
value. Pareto charts - with a significance level of 95% - were employed to illustrate the
standardized effects estimates of the factors on the response variables. The length
of each bar on a standardized Pareto chart is proportional to the absolute value of
its associated regression coefficient or estimated effect. Each effect is converted to
a t-statistic by dividing it by its standard error. The standardized effects are the plotted in
decreasing order of absolute magnitude. The chart includes a vertical dashed line
indicating statistical significance. An effect is considered significant if it crosses this
line (p = 0.05). Three-dimensional graphical representations were generated to evaluate
visually the effects and interactions of the factors on the response variables. The
statistical analysis.was carried out using STATISTICA® software, version 8.0 (Statsoft.

Inc, Tulsa / OK, USA).
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3. Results
The 2* FFD matrix and the results - with 96 h - of the response variables - pH,
salinity, biomass, surface tension and emulsification activity for EWO- are shown in

Table 2.

3.1. Identification of the best media for biodegradation of diesel oil by Candida
lipolytica UCP 0988 in seawater

The media that presented the best conditions for biodegradation of diesel oil by
Candida lipolytica UCP 0988 in seawater are presented in Table 3 and Fig. 1.The
highest biomass concentration (33.80 + 1.68 g/L) was obtained with 96 h at the center
point condition of the FFD (Fig. 1a), in a medium containing seawater supplemented
with 0.68 g/L of ammonium sulfate and 1.36 g/L monobasic potassium phosphate,
initial pH 10 and diesel oil as sole carbon source (20% of working volume). In this
media, the emulsification activity for EWO was equal to 5.55 UAE and the average
reductions of surface tension, pH and salinity were equal to 30.32, 23.65 and 5.69%
respectively. The average surface tension reduction at the center point, with initial pH
10, was superior to the average surface tension reduction in the media with initial pH
6 (21.51%) and 14 (12.41%). However, the greatest reduction in surface tension
(37.06%) was found to occur in assay 4 (Fig. 1b), in a medium with initial pH 14,
biomass concentration equal to 14 g/L, emulsification activity for EWO equal to 5.32
UAE and reductions of pH and salinity equal to 36.86% and 0% respectively. The
average biomass in the media with initial pH 14 w as equal to 16.3 £ 7.6 g/L The three

others highest biomass concentrations (30.8, 24.0 and 16.0 g/L) at this pH occurred
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in the assays 16, 12 and 10, with diesel oil concentrations equal to 30, 30 and 10%
respectively. Assays carried out at pH 6, showed good biomass production (12.4 £ 3.2
g/L). Moreover, the assay 5 with initial pH 6 and final biomass equal to 13.4g/L (Fig.1c)
and the assay 14 with an initial pH 14 and final biomass equal to 13.8g/L (Fig.1d)
showed the highest emulsification activities for EWO (6UAE). The reductions of
surface tension, pH and salinity achieved in 96 hours for the assay 5, were equal to
25.71, 4.17 and 35.29%, respectively, while for the assay 14 they were equal to 2.53;

36. 86 and 4.41%, respectively. This information are summarized in Table 3.

3.2. Biomass Concentration Modeling

A first order model including second—order interactions and curvature check,
was developed by the application of RSM to data and results of the 24 FFD (Table 2).

The regression analysis produced the following equation:

y=22.07375 - 0.92312*X1 - 0.68187*X2 +4.88750*X3 - 8.28493*x4 +
+ 0.03906*X1*Xx2 -0.20625*X1*X3+0.55607*X1*X4 -0.08750*X2*X3 +

+ 0.35846*x2*x4 +0.77206*X3*X4(2)

where, y is the biomass concentration; x, is the pH, x, is the diesel olil
concentration, x, is the ammonium sulfate concentration and x, is the potassium

monobasic phosphate concentration. Only the values of regression coefficients shown

in bold face are statistically significant (p<0.05).



HENRIQUES, M.L.O.M.F. - Otimizag&o de Processo de Biodegradacéo de Oleo Diesel por Candida lipolytica UCP 0988 em Agua do Mar 112

The analysis of variance (Table 4) shows that the model is statistically
significant (p<0.05) and predictive, as is evident from the Fisher F test, where the
calculated F value is approximately five times greater than the tabular F value. The
high value of the determination coefficient (R?=0,9544) indicates that 95.44 % of
the variability in the data is explained by the model. The correlation coefficient ( R
=0.9769) indicates an excellent correlation between the experimental and predicted
values. The value of the adjusted determination coefficient (Adj R? = 0.8917) also is
high, ratifying a significance of the model. This ensure a satisfactory adjustement of
the model to the experimental data. The Lack of Fit (LOF) F-value of 0.1057 implies
the LOF is not significant relative to the pure error (p>0.05). Therefore, the proposed
model is adequate to described the observed data. The estimated responses at 20
experimental points are presented in Table 2. Curvature check confirmed the proximity
of the optimum point and need of implementation - within a sequential optimization
strategy - of a central composite design and a quadratic model that better incorporates
the effect of curvature.

The three-dimensional response surfaces for biomass concentration plotted using
Eq (2) are showed in Fig.2, corresponding to the combined effects of: pH and
concentration of diesel oil (Fig. 2a); pH and concentration of ammonium sulfate (Fig.
2b); pH and concentration of potassium monobasic phosphate (Fig. 2c); concentration
of diesel oil and concentration of ammonium sulfate (Fig. 2d); concentration of diesel
oil and concentration of potassium monobasic phosphate (Fig. 2e) and concentration
of ammonium sulfate and concentration of potassium monobasic phosphate (Fig. 2f).

These surfaces allow to visualize the conditions that lead to higher biomass production.
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It can be easily observed that the increase in pH and concentrations of diesel oil,
ammonium sulfate and potassium monobasic phosphate favor the increase of biomass

concentration.

3.3. Effects of the initial pH and initial concentrations of diesel oil, ammonium
sulfate and potassium phosphate monobasic on the biomass concentration

In all assays there was a high production of biomass. The strong influence of the
pH on the diesel oil biodegradation in seawater by C. lipolytica UCP 0988 can easily be
seen in the results presented in Table 2. The biomass concentration at 96 h varied
between 7.0 and 15.8 g/L in the assays with initial pH 6 and between 8.4 and 30.8 g/L
in the assays with initial pH 14 (Table 2). In accordance with the Pareto chart (Fig. 3a),
for a confidence level of 95%, it is possible verify that the increase of the concentration
of potassium phosphate monobasic, its interaction with the diesel fuel and the increase
of pH 6 to 14 were the factors that most influenced the increase of biomass
concentration, exerting statistically significant positive effects on its increase and
consequently on the biodegradation of diesel oil. The pH interactions with the potassium
monobasic phosphate and with the diesel oil and the increase of the concentration of
diesel oil favored, with statistical significance, the increase of the biomass production.
The increase of the concentration of ammonium sulfate and its interactions with the
other factors did not exert statistically significant effects on the concentration of

biomass.
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3.4. Effects of the initial pH and concentrations of diesel oil, ammonium sulfate

and potassium phosphate monobasic on the surface tension

Surface tension at 96h varied between 45.76 and 54.56 mN/m in the assays with
initial pH 6 and between 34.13 and 48.53 mN/m in the assays with initial pH 14 (Table
2). The averages of the surface tensions of the assays with initial pH 6, 10 and 14 were
respectively equal to 48.63+3.34, 41.64+2.84 and 42.55+4.86 mN/m.  For the same
concentrations of ammonium sulfate and potassium monobasic phosphate, the media
with pH 14 showed lower surface tensions than those with pH 6. The increase in the
initial pH of 6 to 14 favored the reduction of surface tension of the media, exerting a
statistically significant negative effect on the increase of surface tension (Fig. 3b). Other
factors and interactions did not have statistically significant effects on the reduction of

surface tension.

3.5. Effects of the initial pH and concentrations of diesel oil, ammonium sulfate

and potassium phosphate monobasic on the emulsification activity for EWO

The emulsification activity for EWO at 96 h varied between 3.15 and 5.93 UAE
in the assays with initial pH 6 and between 5.32 and 6.00 UAE in the assays with initial
pH 14 (Table 2). The averages of the emulsification activities of the assays with initial
pH 6, 10 and 14 were respectively equal to 4.98 + 1.14, 5.55 + 0.02 and 5.65 + 0.22
UAE. The increase in the emulsification activity for EWO was favored with statistical
significance by the increase in the pH and by its interaction with potassium phosphate

monobasic; by the increase in the concentration of ammonium sulfate and by its
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interaction with the diesel oil and by the increase in the concentration of diesel oil (Fig.
3c). On the other hand, the interaction of diesel oil with potassium monobasic
phosphate, the increase of the concentration of potassium monobasic phosphate and
the interactions of the pH with the ammonium sulfate and with the diesel oil exerted
statistically significant negative effects on the increase in activity emulsification for

EWO.

3.6. Effects of the initial pH and initial concentrations of diesel oil, ammonium

sulfate and potassium phosphate monobasic on the salinity

The salinity com 96h varied between 55 and 67 %o in the assays with initial pH
6 and between 47 and 65%o. in the assays with initial pH 14 (Table 2). The averages of
the salinity of the assays with initial pH 6, 10 and 14 were respectively equal to 58.75+
3.99;57.4 +0.50 e 57+ 6.63 %o. The only factor which contributes to the increase of
the final salinity was the increase of the concentration of potassium phosphate
monobasic (Fig. 3d). Moreover, the increase of the concentration of ammonium sulfate
and the interactions of the diesel oil with the potassium monobasic phosphate, of the
pH with the diesel oil, of the diesel oil with the ammonium sulfate, of the ammonium
sulfate with the potassium phosphate monobasic; and the increase of the pH, in this
order, contributed with statistical significance to reduce the salinity of media. The
increase of the diesel oil concentration and the interactions of the pH with the
ammonium sulfate and with the potassium phosphate monobasic did not exert

statistically significant effects on the salinity.
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4. Discussion

The first stage of a sequential optimization strategy for biodegradation of diesel
oil in seawater by C. lipolytica UCP 0988 was carried out using a 2* FFD associated
with response surface methodology to investigate the effects of initial pH and
concentrations of diesel oil, ammonium sulfate and potassium monobasic phosphate
(Table 1) on biomass production, surface tension, emulsifying activity, salinity and pH
with 96 hours.

Among the various environmental conditions (pH and concentrations of diesel oil,
ammonium sulfate and potassium phosphate) investigated, those identified as being the
best for biodegradation of diesel oil in seawater by C. lipolytica UCP 0988 are
presented in Table 3. The conditions 4, 5, 14 and 17 (center point) produced
respectively: (i) the greatest reduction of surface tension and the highest pH reduction;
(i) the greatest emulsification activity for EWO; (iii) the highest pH reduction and the
greatest emulsification activity for EWO and (iv) the greatest biomass production.

These results show that the yeast C. lipolytica UCP 0988 exhibits behavior halo-
alkali-tolerant and is capable of use diesel fuel and grow in the seawater hypersaline,
acidic or alkaline or highly alkaline supplemented with sources of nitrogen and
phosphorus.

The high values of the emulsification activity for EWO, pH reduction, surface
tension reduction and biomass production obtained in assays of the 2* FDD, especially
in the assays 4, 5, 14 and 17, could be considered as biological indicators of diesel oll
biodegradation in sea water by C. lipolytica UCP 0988. These results are consistent

with studies published in the literature, that report that the ability of yeasts grow in
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mineral medium with hydrocarbons as the only carbon source is a strong indicative of
utilization of hydrocarbons by the same (Gomes et al., 2009, Kumari and Abraham,
2011 ; Sood and Lal, 2009).

Candidalipolytica UCP 0988 belongs to a non-conventional yeasts group, with
respect to physiology, genetics and molecular biology (Barth and Gaillardin, 1997). In
the experiments of this work, C. lipolytica UCP 0988 shown ability to grow in
hypersaline (salinity> 4.7%), acidic (pH 6), alkaline (pH 10) or highly alkaline (pH~12)
seawater contaminated with diesel oil and supplemented with ammonium sulfate and
potassium phosphate monobasic and produce biosurfactants and bioemulsifiers.
Despite of the growth in acidic pH, the yeast showed greater ability to grow (higher
biomass production) and produce biosurfactants/bioemulsifiers (greater surface tension
reduction/emulsification activity) in alkaline and extremely alkaline media.These results
confirm previous papers about the ability of the yeast C. lipolytica 0988 UCP grow on
hydrophobic compounds in diluted natural seawater at concentration of 50% (Gomes,
2009; Vance Harrop et al, 2003, Albuquerque et al, 2006; Henriques et al., 2011), or in
non-diluted natural seawater (Souza et al.,, 2012), adequately supplemented with
nitrogen and phosphorus and produce bioemulsifiers and/or biosurfactants with
potential of use in biodegradation of contaminated environments by oil and oil products.

Since the typical salinity of seawater is between 3.0 and 3.5% and its pH typically
ranges between 7.5 and 8.5 (due to excellent buffering system of the ocean, Henriques
et al., 2011, resulting from the interaction between carbon dioxide and seawater), the
results obtained in this study suggest that the halo-alkalitolerant yeast C.lipolytica UCP

0988 has great potential for application in bioremediation of seawater contaminated by
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diesel. Published papers on Y.lipolytica strains tolerant to salts confirm the significant
role that can be played by this yeast in marine and hypersaline environments (Butinar et
al.2005; Kim et al. 2007; Zinjarde et al. 2008).

The results of production of biomass, emulsification activity, surface tension
reduction and salt tolerance obtained in this work, using C.lipolytica UCP 0988,
could be considered very satisfactory, when compared with the results obtained by
other diesel oil degrading microorganisms grown in seawater and other media (Huang
et al, 2008, Miranda et al, 2007, Murkeji et al, 2004; Pirr6lo et al, 2008) and with the
results obtained by Yarrowia lipolytica NCIM 3589 grown on oil in artificial seawater
(Zinjarde, Pant, 2002). The significance of the results increase especially when is
considered the short duration (96h) of the biodegradation process and that the
C.lipolytica UCP 0988 was not acclimated to salt or to diesel oil.

In this study, pure cultures of C. lipolytica UCP 0988 grown on diesel oil in
seawater supplemented with ammonium sulfate and potassium monobasic phosphate
showed higher tolerance to high salinity that some consortia. The ability of the
consortium ES1 to use diesel oil as sole carbon source and tolerate of moderate to high
salt concentration in a range of 0-5% salinity was investigated by Murkeji et al, (2004).
Acclimated cultures could tolerate salinities above 3.5% NaCl and significant
degradation of diesel oil (29%) were observed, although maximal growth and
degradation of diesel oil have occurred in salinity of 0.5%, where the extent of diesel
oil degradation was significantly higher (61% in 15 days) than in 0% of NaCl. At salt
concentrations above 4% and 5%, the diesel losses were comparable to those in the

controls (13% and 11%, respectively). In a similar study with a bacterial consortium
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developed to use various fractions of crude oil, Kapley et al. (1999) demonstrated that
the cultures could tolerate up to 3% NaCl, without any change in growth after 48 h. The
authors reported that the culture growth and the utilization of hydrocarbons from crude
oil occurred at salinities up to 6% with genetic transformation of organisms using Pro U
operon, an important osmoregulatory locus.

In all assays performed in the current study (Table 2) significant decrease in pH
was observed. This result may be related to the formation of organic acids, which may
cause a reduction in the measurement of pH in the aqueous phase during the
degradation of hydrocarbons (Bento et al, 2005). Besides the formation of organic
acids, lowering the pH might be related to cell lysis, polymeric products (Huang, 2008;
Miranda et al, 2007, Bucker, 2011) and the formation of other by-products (Rhaman et
al, 2003). In bioremediation process, it is necessary that the pH is compatible with the
microorganisms. Bacteria thrive with a pH optimum between 5 and 9, whereas fungi
which degrade complex compounds have the optimum pH of 5 or less (Sklandany and
Metting, 1993). Enzymes are polymers of amino acids and their activities require an
appropriate degree of protonation of amino acids. This process is controlled by pH. The
optimum pH for the action of microorganisms is usually close to neutrality, but many
microorganisms present in aquifers can act without loss of its functions to pH values
between 5 and 9 (Corseuil and Alvarez, 1996). In present study, in the assays with
initial values of pH equal to 6, 10 and 14, the final values of pH (Table 2) varied
respectively within the following ranges: 5.61 and 5.91, 6.94 and 8.90 and 8.09 and
11.16. In the present work, the highest biomass production (33.80+ 1.68 g/ L) was

obtained with 96h, at pH approximately 8 (7.64+0.92), at the center point of the design.
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This result is in agreement with study published by Zinjarde and Pant (2002), in which
they report that the best biomass production occurred at pH 8.0, which is the natural
pH of seawater (natural habitat of Y. lipolytica).

Laboratory simulation of growth of Pseudomonas aeruginosa LBI in contaminated
water by oil and oil products in diverse concentrations was performed by Piréllo et al
(2008). When diesel oil was used as a substrate for growth, the biomass increased in
all the experiments, showing the ability of the microorganism to degrade this fuel. The
highest production of biosurfactant (9.9 g/L) was obtained using diesel oil at a
concentration of 30% (w/v) while the highest biomass production was achieved using
diesel oil at a concentration of 20% (w/v). This result was similar to that obtained in this
work, in which C.lipolytica UCP 0988 showed the highest biosurfactant production (the
greatest reduction of surface tension) using diesel oil to 30% (v/v) and the highest
biomass production, at the center point of 24 FFD using diesel oil to 20%.

Although there are many studies in the literature on biodegradation of oil by
various microorganisms in water and soil, there are no much works on
biodegradation of petroleum products (such as diesel and kerosene) in seawater by
pure cultures and consortia. The number of academic works involving biodegradation of
diesel oil by C. lipolytica in seawater is narrower still.

A 24 full factorial design was carried out during 168 h by Souza et al. (2012), to
evaluate - in media with pH adjusted at 5.3 - the effects and interactions of
concentrations of diesel oil (1, 3 and 5%), urea, ammonium sulfate and potassium
phosphate monobasic on emulsifying activity and surface tension, in process of diesel

oil biodegradation by C. lipolytica UCP 0988 in seawater. High emulsification activities
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(above 5.4 UAE) were obtained in all assays. The interactions between the organic
carbon sources (diesel) and inorganic (urea) and potassium monobasic phosphate
favored, with statistical significance, the increase of the emulsification activity of the
media. Under the conditions studied, a correlation between the increase of the
emulsification activity and the surface tension reduction was not identified. However, it
is important note that the average (45,10+4,75 mN/m) of the surface tensions,
obtained with 96h in the 20 assays (with 10, 20 and 30% diesel oil concentrations)
of the present work, was 8.85% lower than the average of the surface tensions
obtained with 168h in the 20 assays carried out by Souza et al. (2012).
According to the literature, microorganisms that decrease the surface tension to
40 mN/m or less, are considered good biosurfactant producers (Cooper, 1986, Habba et
al.,2000; Mariano et al, 2008). Therefore, when grown on 30% diesel fuel under the
conditions of the assay 4 (Table 2) of the present work, during 96 h, the yeast
C.lipolytica UCP 0988 produced a good biosurfactant, that reduced the surface
tension of the medium in 37.06%, lowering the surface tension to 34.13 mN/m..
However, others assays of FFD showed surface tension reduction higher than 25%
and final surface tensions above 39 mN/m, suggesting the use of the surface tension
reduction greater than or equal to 25% as an indirect indicator to biosurfactant
production. The results  indicate there is no direct relationship between low surface
tension and high emulsification activity or between low surface tension and high
biomass production.
Some studies on the production of emulsifiers by Candida lipolytica in media

containing seawater diluted to 50% - using babassu oil (Vance-Harrop et al, 2003) or
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corn oil (Albuquerque et al, 2006) as carbon source - corroborate the results obtained
in this work on the influence of potassium monobasic phosphate on the emulsification
activity. Such studies also report the dependency of sources of nitrogen and phosphate
buffer to produce bioemulsifiers in medium based on seawater.

The effects of changes in levels of environmental factors such as pH and
sources of carbon, nitrogen and phosphorus on hydrocarbon biodegradation and
biosurfactant production by yeasts in marine ecosystem are still not fully understood.
Therefore, the model developed in the present study provide a simple and effective
method to simulate the biomass concentration processes diesel oil biodegradation in
seawater by C.lipolytica UCP 0988 using initial conditions of pH and diesel,
ammonium sulfate and potassium monobasic phosphate concentrations. Other
important contribution is the identification of C.lipolytica UCP 0988 as yeast with
potential to use diesel oil as sole carbon and energy source and grow and produce
biosurfactants/bioemulsifiers in the seawater hypersaline and acidic or extremelly

alkaline, supplemented with sources of nitrogen and phosphorus.

5. Conclusion

Empirical modeling and simulation are essential tools for enhancement and
optimization of bioprocesses. The response surface methodology based model
developed in the studied coditions in this work, proved to be an effective method
to simulate the biomass concentration in diesel oil biodegradation process by
C.lipolytica UCP 0988 in seawater, using initial values of pH and diesel oil, ammonium

sulfate and potassium monobasic phosphate concentrations. Curvature check
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confirmed the proximity of the optimum point and need of implementation of a central
composite design, within a sequential optimization strategy. Subsequently, more

advance model will be applied to optimize the process..
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Table 1. Levels and values of the independent variables of the 24 full factorial design

. Level

Independent Variables 1 0 )
pH 6 10 14
Diesel (% viv) 10 20 30
(NH4)2S04 (g/L) 0.10 0.60 1.1
KH2PO4 (g/L) 0.68 1.36 2.04
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Table 2 — Compositionsof the biodegradation media andresultsof the24ull factorial
design with 96h

Run | pHi DO AS PMP | pHf ApH  Sal ASal ST AST EAC Exp. Pred.
(%viv)  (g/L) (g/L) (%) (%) (%) (mN/m) (%) (UAE) Bio Bio
QL) (glL)

6 10 0.10 0.68 | 5.66 567 55 1.79 48,50 3045 381 112 11.46
14 10 0.1 068 | 982 2986 55 833 44.86 856 5.49 8.6 10.06
6 30 0.1 068 | 5.61 6.50 60 7.14 5456 15.19 5.85 70 7.21

14 30 0.1 068 | 884 36.86 56 0.00 34.13 37.06 532 140 12.06
10 11 0.68 | 5.75 417 55 3529 | 4640 2571 6.00 134 14.76
14 10 1.1 068 | 9.14 3471 50 9.09 | 4453 1512 567 148 11.71

OCoO~NOOUDWNPE
o))

6 30 1.1 068 | 591 150 56 175 | 4576 3098 593 10.6 8.762

14 30 11 068 | 942 3271 56 3.45 | 44.80 0.22 5.85 8.4 11.96

6 10 0.1 204 | 574 433 61 10.29 | 46.00 12.88 5.63 9.8 9.71
10 14 10 0.1 204 | 802 4271 65 0.00 38.40 6.57 568 16.0 14.36
11 6 30 0.1 204 | 5.72 467 67 0.00 52.26 16.86 3.15 156 1521
12 14 30 0.1 204 | 920 3429 62 1733 | 4853 1583 575 240 26.11
13 6 10 11 2.04 | 5.80 3.33 58 17.14 | 49.77 6.68 399 156 14.06
14 14 10 11 204 | 884 36.86 65 441 | 46.26 253 6.00 138 17.06
15 6 30 11 2.04 | 590 167 58 17.14 | 4577 3331 548 158 17581

16 14 30 11 204 | 1116 2029 47 4268 | 4490 1345 544 308 27.06
17 10 20 06 136 | 775 2250 58 9.38 45.40 26.42 555 332 33.80
18 10 20 06 136 | 890 11.00 57 5.00 42.37 26.78 554 320 33.80
19 10 20 06 136 | 695 3050 57 3.39 39.53 3589 553 340 33.80
20 10 20 06 136 | 694 30.60 57 5.00 | 39.26 3219 5.58 36.0 33.80

pHi- initial pH pHf- final pH DO- Diesel Oil AS- Ammonium Sulfate PMP- Potassium Monobasic Phosphate
A- Variation (reduction) Sal-Salinity ST-SurfaceTension EAC -Emulsification Activity for Water-in- Corn Oil Emulsion
Exp.Bio - Experimental Biomass Pred..Bio -l Predicted Biomass
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Table 3 —Identificationof the best mediaforbiodegradationof diesel oilin seawater

Assay pHi DO AS PMP pHf ApH Sal ASal ST AST Bio EAC
(%viv)  (glL)  (g/L) (%) (%o) (%) (mN/m) (%) (9lL)  (UAE)

4 14 30 0.1 0.68 8.84 36.86 56 0.00 34.13 37.06 14.0 5.32

5 6 10 1.1 0.68 5.75 4.17 55 35.29 46.40 25.71 13.4 6.00
14 14 10 1.1 2.04 8.84 36.86 65 4.41 46.26 2.53 13.8 6.00
17 10 20 0.6 1.36 7.75 23.65 58 5.69 45.40 26.42 33.2 5.55

pHi- initial pH pHf- final pH DO- Diesel Oil AS- Ammonium Sulfate PMP- Potassium Monobasic Phosphate A-Variation
(reduction) Sal-Salinity ST-SurfaceTension Bio-Biomass EAC -Emulsification Activity for Water-in- Corn Oil Emulsion
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Table 4 - Analysis of variance for the experimental results of the 2* full factorial

design

Source Variation ~ Sum of squares  Degree freedom Mean square F p
Curvature 1212.125 1 1212.125 428.82 0.000246
Regression 1680.710 11 152.792 15.23 0.000347
Residue 80.272 8 10.034
Lack of fit 71.793 5 14.359 5.08 0.105708
Pure Error 8.480 3 2.827

Total 1760.982 19 92.683
R?=0.9544 R?adjust=0.8917 F(0.95,11,8)=3.31 F(0.95,5,3)=9.01
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Figures Caption

Fig.1 - Best assaysof24 full factorial design:(a)Center point, replicates 17 to 20 -higher
biomass production, (b) Assay 4 - higher reductionofsurface tension, (c)Assay 5 -

higher emulsificationactivityat pH6 and(d) Assay 14- higheremulsifyingactivityat pH14.

Fig. 2- Pareto Chart of standardized effects for2*ull factorial design having as
independent variables: (1)pH(2)diesel oil, (3)ammonium sulfate and(4)potassium
monobasic phosphate and as response variableswith96h: (a) biomass concentration,
(b) surface tension, (c) emulsification activity for water-in-corn oil emulsion (d) and (e)
salinity. The point at which the effect estimate is statistically significant (p = 0.050) is

indicated by the dashed vertical line.

Fig. 3 - Response surfaces showing biomass concentration with 96 has a function of:
(&) pH and diesel ail, (b) pH e ammonium sulfate, (c) pH and potassium monobasic
phosphate, (d) ammonium sulfate and potassium monobasic phosphate, (e) diesel oil

and ammonium sulfate and (f) diesel oil and potassium monobasic phosphate.
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