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“Mesmo que as pessoas mudem e suas vidas se  
reorganizem,os amigos devem ser amigos para  
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somente compartilhar as mesmas recordações.” 

 
Vinícius de Moraes 
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RESUMO 
 
No presente trabalho avaliou-se a degradação de óleo cru por Yarrowia lipolytica 

IMUFRJ 50682. Esta cepa apresenta alta hidrofobicidade em sua superfície, o 

que facilita o contato com o óleo além de produzir agentes bioemulsionantes. 

Para isso, foram estudadas as seguintes variáveis: a concentração inicial de 

células e petróleo, a velocidade de agitação do sistema e a presença de glicose. 

Foi possível observar que as células crescem mais rapidamente quando a 

agitação do sistema é maior, na presença de uma maior concentração celular 

inicial. Y. lipolytica é uma levedura estritamente aeróbia e seu crescimento e 

produção de metabólitos são influenciados pela disponibilidade de oxigênio.  

Na presença de alta concentração de petróleo, uma maior concentração inicial de 

glicose é necessária para se obter maior conversão em células. A glicose é 

consumida nas horas iniciais do ensaio e, sendo uma fonte de carbono 

facilmente assimilável, esta é rapidamente consumida, produzindo uma maior 

concentração de células que estarão disponíveis para biodegradar o petróleo. 

Quando a concentração inicial de células é maior, a presença de glicose torna-se 

desnecessária, fato que possivelmente indica que a assimilação dos compostos 

presentes no óleo cru esteja não-associada ao crescimento celular, mas 

relacionada apenas com a concentração celular presente no sistema. 
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I INTRODUÇÃO 
 

O derramamento de petróleo é um grande perigo para os ecossistemas 
terrestres e marinhos. A quantidade total de óleo derramado no mar é estimado 
em, aproximadamente, 5,2 milhões de toneladas e, em áreas produtoras, este é 
quase inevitável (Leahy & Colwell, 1990). Portanto, novas tecnologias para 
remediar esses ambientes poluídos são extremamente necessárias e urgentes. 
 

Pesquisas desenvolvidas mostraram que diversos grupos de bactérias e 
fungos têm habilidade para degradar os componentes de petróleo. As bactérias, 
responsáveis pela degradação do óleo estão presentes no mar e tendem a ser 
mais abundante em áreas muito poluídas. Após um derramamento de óleo, essas 
bactérias encontram nos componentes do óleo uma fonte de carbono, iniciando o 
processo chamado de biodegradação (Ferrão, 2005). 

  
 Os microrganismos naturalmente presentes em locais contaminados têm 

maior resistência e já iniciam a degradação do poluente. A adição de 
microrganismos exógenos nesses locais pode aumentar a remoção dos 
contaminantes (Aldrett et al., 1997). O crescimento celular na presença de 
hidrocarbonetos é frequentemente acompanhado pela emulsificação da fonte 
insolúvel de carbono na fase aquosa (Reddy et al., 1982). Em alguns casos, isto é 
devido à indução da síntese de agentes emulsionantes extracelulares destinados 
à hidrólise dos hidrocarbonetos (Ilori et al., 2005). 

 
Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente aeróbia e possui habilidade 

de degradar eficientemente substâncias hidrofóbicas tais como n-alcanos, ácidos 
graxos, gorduras e óleos utilizando caminhos metabólicos específicos (Fickers et 
al., 2005). Zinjarde & Pant (2002) analisaram seis diferentes espécies de 
leveduras na degradação de óleo cru e concluíram que Yarrowia lipolytica foi a 
espécie mais eficiente, utilizando 78% da fração alifática do óleo cru. 
 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a viabilidade da utilização de 
Yarrowia lipolytica IMUFRJ, isolada da Baía de Guanabara (RJ), na 
biodegradação do óleo cru. Esta cepa apresenta alta hidrofobicidade em sua 
superfície (Amaral et al., 2006a) o que facilita o contato com o óleo além de 
produzir agentes bioemulsionantes (Amaral et al., 2006b). 
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II REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
II.1 Petróleo 

O petróleo é uma substância considerada a principal fonte de energia, não 
renovável, de origem fóssil. Este composto possui em sua composição cadeias de 
hidrocarbonetos, cujas frações leves formam os gases e as frações pesadas o 
óleo cru. A distribuição desses percentuais de hidrocarbonetos é que define os 
diversos tipos de petróleo existentes no mundo 
(http://www.ambientebrasil.com.br). 

O petróleo e o gás natural são encontrados tanto em terra quanto no mar, 
principalmente nas bacias sedimentares, onde se encontram reservatórios em 
meios mais porosos, mas também em rochas do embasamento cristalino. Os 
hidrocarbonetos, portanto, ocupam espaços porosos nas rochas, sejam entre 
grãos ou fraturas (http://www.ambientebrasil.com.br). 

 
Sua aplicação começou há aproximadamente 3000 anos, inicialmente para 

usos diversos tais como reparos em barcos, nas construções de casas e palácios 
e até mesmo para curar doenças de pele. Mais tarde, em meados do século XIX, 
passou a ser usado na iluminação e, posteriormente, com o uso em máquinas de 
combustão interna e o crescimento do transporte motorizado levou ao aumento 
rápido da demanda (http://www.ambientebrasil.com.br). 

 
Ao longo do tempo, o petróleo, foi se impondo como fonte de energia eficaz. 

Hoje, além de grande utilização dos seus derivados pela indústria petroquímica, 
centenas de novos produtos foram surgindo, muitos deles diariamente utilizados, 
como os plásticos, borrachas sintéticas, tintas, corantes, adesivos, solventes, 
detergentes, explosivos, produtos farmacêuticos, cosméticos, etc. Com isso, o 
petróleo além de produzir combustível e energia, passou a ser imprescindível para 
a utilidade e comodidades da vida moderna (http://www.ambientebrasil.com.br). 
 
II.1.1 Poluição provocada pelo petróleo 
 

Explorado comercialmente desde meados do século XIX, o petróleo foi 
usado, por muitas décadas, para a iluminação e, em menor escala, como 
lubrificante. A invenção do motor de combustão interna e sua adoção rápida em 
todas as formas de transporte ampliaram o emprego desse recurso natural, 
aumentando a demanda e, consequentemente, a produção, o transporte, a 
estocagem e a distribuição tanto do óleo cru quanto de seus derivados. Todas 
essas atividades envolvem riscos de derrames acidentais, que podem ser 
minimizados, mas não totalmente eliminados (Ferrão, 2005).  

 
O mais importante método de transporte de petróleo ocorre por navios e por 

oleodutos sobre a terra. Tais métodos de transporte podem poluir o ambiente 
através de acidentais derramamentos de petróleo por operações de descarga, 
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como por exemplo, a limpeza dos tanques de estocagem. Porém, a dispersão do 
óleo derramado em terra é mais restrita do que em água. Danos em terra são 
causados à vegetação e aos animais, mas com a grande capacidade de absorção 
da terra e a formação de blocos pelo óleo derramado, esse não se distribui 
enormemente. Esta é a grande diferença entre os ambientes aquáticos e 
terrestres (Ferrão, 2005).  

 
Atualmente existem mais de 3.500 petroleiros em operação. Neste valor 

estão incluídos os maiores navios do mundo, que podem carregar mais de meio 
milhão de toneladas de óleo cru (Ferrão, 2005). A Figura II-1 mostra, segundo os 
dados da ITOPF (International Tanker Owners Pollution Federation), os 
vazamentos de petróleo caracterizados por quantidade (entre 7 e 700 toneladas e 
superior a 700 toneladas) ao longo dos últimos anos. A Figura II-1 comprova que o 
número de grandes vazamentos (> 700 t) tem diminuído nos últimos trinta anos e 
que a maioria dos acidentes é de médio ou de pequeno porte. 
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Figura II-1 - Número de vazamentos acima de 7 t. 

Fonte: Modificado de Ferrão (2005) 
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Na Tabela II.1, encontram-se listados, os 20 maiores vazamentos de óleo 

desde 1967. 
 

Tabela II-1- Maiores Derramamentos de Óleo Ocorridos no Mar 

Posição Navio Ano Localização 
Tamanho do 
vazamento 

(ton) 

1 Atlantic 
Empress 1979 Tobago, West Indies 287 

2 ABT Summer  1991 700 milhas náuticas 
de Angola 260 

3 Castillo de 
Bellver 1983 Saldanha Bay, Africa 

do Sul 252 

4 Amoco Cadiz 1978 Brittany, França 223 
5 Haven  1991 Genoa, Itália 144 

6 Odyssey 1988 
700 milhas náuticas 

da Nova Scotia, 
Canadá 

132 

7 Torrey Canyon 1967 Scilly Isles, UK 119 
8 Sea Star 1972 Golfo de Oman 115 

9 Irenes 
Serenade 1980 Navarino Bay, Grécia 100 

10 Urquiola 1976 La Coruna, Espanha 100 

11 Hawaiian 
Patriot 1977 300 milhas náuticas 

de Honolulu  95 

12 Independenta 1979 Bosphorus, Turquia 95 
13 Jakob Maersk 1975 Oporto, Portugal 88 
14 Braer 1993 Shetland Islands, UK 85 

15 Khark 5 1989 
120 milhas náuticas 

da Costa Atlântica de 
Morocco 

80 

16 Aegean Sea  1992 La Coruña, Espanha 74 
17 Sea Empress 1996 Milford Haven, UK 72 

18 Katina P 1992 Maputo, Moçambique 72 

19 Nova 1985 Kharg Island, Golfo do  
Irã 70 

20 Prestige 2002 Costa Espanhola 63 
Fonte: Modificado de Ferrão (2005) 

 
 

Ao longo dos anos, esses acidentes mostraram como o petróleo é 
prejudicial ao ambiente marinho, mas também serviram para o desenvolvimento 
de técnicas para remediar os derrames acidentais. Essas técnicas incluem em 
geral métodos físicos e químicos, como barreiras de contenção, aparelhos de 
sucção, uso de jato d’água, adsorventes, formadores de gel, precipitantes e 
dispersantes químicos (http://cienciahoje.uol.com.br). 
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Em 1946, o microbiólogo marinho norte-americano Claude E. ZoBell (1905-
1989) identificou, pela primeira vez, microrganismos capazes de consumir 
petróleo, isto é, de usá-lo como fonte de carbono para a produção de biomassa. 
Porém, somente 21 anos depois, em 1967, devido ao acidente com o 
superpetroleiro Torrey Canyon, na Inglaterra, e o desenvolvimento da exploração 
de petróleo no Ártico houve um alerta para o risco de outros acidentes. 
(http://cienciahoje.uol.com.br). 

 
A partir desse momento, os pesquisadores passaram a se preocupar em 

conhecer o destino do petróleo como poluente e dar atenção especial ao ambiente 
marinho, começando assim a se utilizar a biorremediação como alternativa para os 
tratamentos desses ambientes contaminados (http://cienciahoje.uol.com.br). 

 
II.2 Biorremediação 
 

Trata-se de um processo ou estratégia que busca destoxificar o solo ou 
outros ambientes contaminados fazendo uso de microrganismos (fungos, 
bactérias, etc) e/ou de enzimas. Baseia-se no processo de degradação microbiana 
a fim de que os contaminantes sejam transformados em compostos que não 
ofereçam riscos ao ambiente e às populações que ali habitam 
(http://www.ambientebrasil.com.br). 

 
Três aspectos devem ser considerados nos processos de biorremediação: 
 
- A existência de microrganismos com capacidade catabólica para degradar 

o contaminante. 
- O contaminante tem que estar disponível ou acessível ao ataque 

microbiano ou enzimático.  
- Condições ambientais adequadas para o crescimento e a atividade do 

agente biorremediador.  
 
Como todo ser vivo, os microrganismos necessitam de energia e nutrientes 

para sua sobrevivência (fonte de nitrogênio, fósforo, carbono e outros minerais). 
De uma forma geral, a fonte de carbono garante energia para que o 
microrganismo cresça. Em função da quantidade de contaminante (substrato) 
exposto no meio, haverá ou não um aumento de microrganismos. Geralmente, 
quanto mais substrato, maior o número e talvez a diversidade de microrganismos 
presentes. À medida que o contaminante é degradado, a população microbiana 
vai alcançando o nível de estabilidade (http://www.ambientebrasil.com.br). 

 
A degradação dá-se produzindo compostos menos complexos e mais 

biodegradáveis, reduzindo a toxicidade e a migração de contaminantes perigosos 
no material em tratamento (biotransformação). A biorremediação tem como 
vantagens (Apontamentos da disciplina EQB-049 - Biotecnologia Ambiental, 
UFRJ, 2005): 
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• Baixo custo, pois utiliza sistemas biológicos cujo custo é reduzido; 
• Utiliza tecnologias seguras, econômicas e mais rápidas que alguns 

tratamentos físico-químicos; 
• Implementada em campo (in situ) tem vantagens adicionais, pois se 

eliminam custos de transporte já que o tratamento é feito no próprio local. Ao 
utilizar uma população microbiana nativa, elimina-se a necessidade de se 
introduzirem microrganismos potencialmente perigosos; 

• Pode ser considerada uma forma de controle, de prevenção e redução de 
toxicidade de contaminantes em águas subterrâneas e solos; 

• Reduz a necessidade de processos de tratamento de elevado custo e de 
longo prazo; 

• Quando os contaminantes orgânicos são utilizados como principal fonte de 
carbono e energia pelos microrganismos, o processo realiza-se com maior 
rapidez. 

 
Portanto, o estudo de novas espécies microbianas para este fim é de 

interesse incontestável. 
 

II.3 Yarrowia lipolytica 
 
Yarrowia lipolytica é um microrganismo estritamente aeróbio capaz de 

produzir metabólitos importantes entre os quais se encontram ácidos orgânicos, 
lisina, proteases extracelulares ácidas e alcalinas, lipases, esterases, fosfatases e 
RNAses, e possui uma atividade secretória bastante intensa. Atualmente, vem 
sendo utilizada como um modelo para o estudo de secreção de proteínas, 
biogênese de peroxissomas, dimorfismo, degradação de substratos hidrofóbicos 
(SH) e muitos outros campos novos de estudo (Fickers et al., 2005). Devido a 
esses fatos os esforços para se utilizar essa levedura na indústria como 
biocatalisador, em biologia molecular e em estudos genéticos são justificados, 
sendo esta utilizada em aplicações industriais como a produção de proteínas 
celulares, aroma de pêssego, ácido cítrico, biossurfactantes e em processos de 
biorremediação (Nicaud et al., 2002). 

 
Yarrowia lipolytica é uma levedura pertencente à classe dos Ascomicetos, 

subclasse Hemiascomicetos que era anteriormente conhecida como Candida 
lipolytica (Fig. II-2). É uma levedura dimórfica natural, que forma células 
leveduriformes, pseudohifas e hifas septadas. Não é considerada patogênica, pois 
a maioria das cepas é incapaz de crescer acima de 32ºC. Pode ser encontrada em 
lugares variados, tais como laticínios, solo, esgoto e em ambientes contaminados 
com óleo (Barth e Gaillardin, 1997, Hagler e Mendonça-Hagler, 1981). 
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Figura II-2 - Células de Yarrowia lipolytica observadas no microscópio durante crescimento 

a 28ºC (Felipe, 2006). 

 
Acredita-se que o dimorfismo apresentado por Yarrowia lipolytica, assim 

como por outras espécies, constitua um mecanismo de resposta a condições 
adversas, tendo sido atribuída a mudanças na temperatura e condições 
nutricionais. Em cepas selvagens, a habilidade de formar hifas pode ser uma 
vantagem seletiva, sendo uma saída para a escassez de nutrientes. Além disso, a 
capacidade de formação de pseudo-hifas em resposta a condições de estresse 
permite a proteção contra um ambiente prejudicial (Felipe, 2006). 
 

Yarrowia lipolytica não requer limitação de nitrogênio para a indução da 
esporulação, em contraste com Saccharomyces cerevisiae e outras espécies. 
Cepas diplóides esporulam em meios complexos sólidos ou líquidos com depleção 
de glicose (Barth e Gaillardin, 1997). 

 
As células de Yarrowia lipolytica utilizam prontamente hexoses, ácidos 

orgânicos, etanol, glicerol e SH (Substrato Hidrofóbico) como fontes únicas de 
carbono e energia, mas não utilizam sacarose, pois não apresentam atividade 
invertásica. Alcenos polimetilados ou clorados, e 1-alcenos também são 
assimilados por esse microrganismo (Barth & Gaillardin, 1997). 
 

Na maioria das leveduras não-convencionais, como Yarrowia lipolytica, em 
contraste com Saccharomyces cerevisiae, a respiração em presença de oxigênio é 
essencial para o uso de açúcares. As membranas celulares não são totalmente 
permeáveis para um conjunto de solutos, entre eles os açúcares. O transporte 
desses solutos é a etapa inicial do metabolismo de carboidrato e dá-se através de 
transportadores específicos, conhecidos como permeases. Em Yarrowia lipolytica 
existe um sistema de transporte de glicose com dois componentes, que 
apresentam a mesma atividade independentemente da concentração desse 
composto no meio (Pereira - Meirelles et al., 1997). 
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Uma característica importante da assimilação de alcanos por leveduras é o 
fluxo metabólico de carbono a partir do substrato para a síntese de todos os 
componentes celulares via ácidos graxos, que é bastante diferente do caso de 
substratos convencionais, como carboidratos (Fickers et al., 2005). 
 
II.3.1 Yarrowia lipolytica na biodegradação de petróleo. 
 

Estudos realizados utilizando espécies de Yarrowia na biodegradação de 
hidrocarbonetos obtiveram resultados satisfatórios. Komagata et al. (1964) 
examinaram a habilidade de cerca de 500 leveduras em degradar hidrocarbonetos 
e perceberam que 56 foram capazes de utilizar esses hidrocarbonetos, quase 
todas pertencentes ao gênero Candida. 

 
Ijah (1998) isolou duas bactérias (Serratia marcescens e Acinetobacter 

calcoaceticus) de solo contaminado com óleo e uma levedura (Candida tropicalis) 
de solo não contaminado e estudou a capacidade de degradação de óleo cru. 
Candida tropicalis apresentou maior eficiência na remoção do óleo cru, sendo 
capaz de degradar 69% do óleo em 16 dias. 

 
Kim et al. (1999) isolaram uma espécie de levedura de uma área industrial 

poluída com óleo e verificaram que esta levedura apresentava alta capacidade de 
degradação de hidrocarbonetos alifáticos. Analisando o conteúdo genético de tal 
microrganismo puderam verificar que se tratava de Yarrowia lipolytica, sendo este 
microrganismo capaz de degradar 94% dos hidrocarbonetos alifáticos em 3 dias a 
25ºC. 

 
Zinjarde e Pant (2002) isolaram leveduras de amostras marinhas tropicais. 

A cepa que apresentou melhor desempenho foi da espécie Yarrowia lipolytica, 
sendo capaz de degradar 78% da fração alifática de óleo cru a 30ºC em 5 dias. 

 
Essa habilidade em degradar frações do petróleo pode estar vinculada à 

possível capacidade de clivagem do anel aromático como proposto por Lee et al. 
(2000), que demonstraram que uma cepa de Yarrowia lipolytica foi capaz de 
degradar compostos aromáticos como fenol e 4-clorofenol propondo uma rota para 
essa biodegradação (Figura II-3). 
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Figura II-3 - Rota proposta para a degradação de fenol por Yarrowia lipolytica. (Lee et al., 

2005) 
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III OBJETIVO 
 
O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a biodegradação do óleo cru 

(petróleo Marlin) utilizando uma cepa de Yarrowia lipolytica isolada da Baía de 
Guanabara no Rio de Janeiro – RJ (Brasil). Teve como etapas principais: 

 
• Avaliar a influência da agitação do sistema no crescimento celular 

em óleo cru; 
• Avaliar os efeitos da presença de glicose na biodegradabilidade do 

óleo cru; 
• Verificar o potencial de biodegradação da cepa em diferentes 

concentrações de óleo cru. 
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IV MATERIAIS E MÉTODOS 
 
IV.1 Materiais 
 
IV.1.1 Petróleo 
 

O óleo cru empregado neste trabalho foi o Petróleo Marlin gentilmente 
cedido pela Petróleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS), tendo como principais 
características: 18,93 ºAPI (petróleo pesado); peso molecular ≈ 3000; asfaltenos = 
3,1%; relação resinas / asfaltenos = 8,1; relação saturados / aromáticos = 1,6; 
2,66% de N, S e O. 

 
IV.1.2 Meio de cultivo 

 
Os componentes dos meios de cultivo e de manutenção foram fornecidos 

pelas seguintes empresas: Merck (Peptona), Oxoid (Extrato de lêvedo), Isofar 
(Glicose) e Vetec (Agar). 

 
 

IV.2 Microrganismo 
 
Utilizou-se no presente trabalho uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica 

583 (IMUFRJ 50682) selecionada de um estuário da Baía de Guanabara no Rio de 
Janeiro, Brasil (Haegler e Mendonça-Haegler, 1981) e identificada pelo Instituto de 
Microbiologia do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Rio de 
Janeiro. 

 
 

IV.3 Preservação 
 
As células foram conservadas a 4ºC após 24 horas de crescimento em 

tubos de ensaio com meio YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose”) contendo (em 
p/v): extrato de lêvedo 1%, peptona 2%, glicose 2% e agar-agar 2%. 

 
 

IV.4 Cultivos 
 
IV.4.1 Inóculo 

 
A partir dos tubos contendo as células preservadas em gelose inclinada, 

estas foram transferidas, de forma estéril, com uma alça de platina para 
erlenmeyers de 500 mL. Estes frascos continham 200 mL de meio de cultivo YPD 
(2% glicose; 2% peptona; 1% extrato de lêvedo, p/v). Após cerca de 32 horas em 
um incubador rotatório a 29ºC e 160 rpm, as células eram centrifugadas de forma 
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estéril a 3000 g por 10 minutos e ressuspensas em meio mineral. O volume 
centrifugado deste pré-inóculo era suficiente para se obter a concentração inicial 
de células desejada no meio mineral. 

 
IV.4.2 Experimentos de biodegradação 

 
Para os experimentos de biodegradação foi utilizado o meio de cultivo 

apresentado na Tabela IV-1. O meio mineral foi utilizado para a realização dos 
ensaios de biodegradação do óleo cru. Portanto, o petróleo Marlin foi adicionado a 
este meio após esterilização em autoclave (0,5 atm por 15 min). 

Tabela IV-1 - Composição do meio utilizado nos experimentos de biodegradação. 

Meio mineral 

Composto 
Concentração 

(%p/v) 

NaCl 0,35 

K2HPO4 0,07 

KNO3 0,21 

NH4H2PO4 0,01 

(NH4)2SO4 0,01 

MgSO4.7H2O 0,002 

Fonte: Felipe (2006) 
 
Após a inoculação das células previamente crescidas em erlenmeyer 

contendo meio de crescimento a 28ºC e 160 rpm, estes foram incubados em 
erlenmeyer de 250 ml e 100 ml de meio mineral sob temperatura de 28ºC durante 
5 dias e agitação (70 ou 160 rpm), variando também a concentração celular inicial 
e a concentração de petróleo no meio, de acordo com o planejamento 
experimental apresentado no item IV.5. 
 
IV.5  Planejamento experimental
 

Para estudar o efeito de qualquer fator sobre a resposta é preciso fazê-lo 
variar e observar o resultado dessa variação. Isso implica na realização de 
ensaios em pelo menos dois níveis desse fator. Havendo K fatores, isto é, K 
variáveis controladas, o planejamento de dois níveis irá requerer a realização de 
2K ensaios diferentes (NETO et al., 1995). Portanto, utilizou-se um planejamento 
experimental fatorial 24, com 16 experimentos, considerando 4 variáveis: agitação 
e concentrações de células, petróleo e glicose. 
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A Tabela IV-2 mostra os níveis de cada variável estudada e a Tabela IV-3 

apresenta a matriz dos experimentos realizados. Nos planejamentos de dois níveis 
costuma-se identificar os níveis inferior e superior com os sinais (-1) e (+1), 
respectivamente. A atribuição desses sinais é uma escolha arbitrária. No entanto, 
é natural atribuir o nível superior aos valores mais altos. 
 

Tabela IV-2- Fatores e níveis analisados no planejamento experimental 24. 

Níveis Variáveis -1 1 
Agitação 

(rpm)  70 160 

[Células] 
(mg/ml)  0,1 1 

Petróleo 
%(v/v)  0,1 1 

[Glicose] 
(g/L)  0 1 

 
 

Tabela IV-3- Matriz de planejamento fatorial 24 para o estudo da influência das variáveis na 
biodegradação de óleo cru. 

Frasco Agitação 
(rpm) 

[Células] 
(mg/ml) 

Petróleo 
%(v/v) 

[Glicose] 
(g/L) 

1 -1 -1 -1 -1 
2 -1 -1 -1 1 
3 -1 -1 1 -1 
4 -1 -1 1 1 
5 -1 1 -1 -1 
6 -1 1 -1 1 
7 -1 1 1 -1 
8 -1 1 1 1 
9 1 -1 -1 -1 

10 1 -1 -1 1 
11 1 -1 1 -1 
12 1 -1 1 1 
13 1 1 -1 -1 
14 1 1 -1 1 
15 1 1 1 -1 
16 1 1 1 1 
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IV.6  Metodologias Analíticas
 
IV.6.1 Crescimento Celular 

 
Alíquotas de 2 mL da fase aquosa (meio mineral) foram retiradas ao longo 

do experimento para a quantificação do crescimento celular através da leitura de 
absorvância a 570 nm em espectrofotômetro DR4000 (HACH) e posteriormente 
correlacionadas com o peso seco de células através de um fator de conversão 
pré-determinado, de acordo com a Figura IV-1. Todos os ensaios foram feitos em 
duplicata. 
 

y = 0,6631x
R2 = 0,9934

0,00

0,10

0,20

0,30

0,40

0,50

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

Abs. (570 nm)

m
g 

p.
s.

 c
él

/m
L

 

Figura IV-1- Curva de Peso Seco: Concentração celular x Absorvância. 

 
IV.6.2 Concentração de Glicose 
 

A glicose do meio de cultivo foi medida pelo método da glicose oxidase (kit 
enzimático, Merck). 

 
Neste método, a leitura é feita em espectrofotômetro a 500 nm, em 

temperatura ambiente, contra o branco de reação, que é composto pelo reagente 
enzimático e água. 

 
Tomaram-se alíquotas de 15 µL de amostra e completou-se o volume com 

1500 µL de Reagente Enzimático. Após a homogeneização, incubou-se por 10min 
a 37°C. A absorbância da amostra e do padrão foram medidas contra o branco de 
reação em no máximo 60 minutos. O padrão de glicose pertencente ao kit 
enzimático possui uma concentração de 100 mg.dL-1 e o Reagente Enzimático 
contém: tampão fosfato (pH 7,5) 100 mmol.L-1; 4-aminofenazona 0,25 mmol.L-1; 
Fenol 0,75 mmol.L-1; glicose oxidase 15000 U.L-1; Peroxidase 1500 U.L-1; 
Mutarotase 2000 U.L-1. 

 
O cálculo de concentração de glicose foi realizado através da Equação (III.1): 
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Aa*100C                                                                                          (III.1) 

 
onde: 
 Aa = Absorvância da amostra 
 Ap = Absorvância do padrão 
 C = concentração de glicose na amostra (mg.dL-1) 
 

VI.6.3 Extração do Petróleo 
 

Para analisar a degradação do petróleo ao final dos ensaios, todo o volume 
do frasco (100 ml) foi transferido para um funil de separação, no qual se adicionou 
o mesmo volume de clorofórmio (100 ml) para a extração da fase orgânica 
(petróleo). O tempo de extração foi de três minutos e em seguida realizou-se a 
varredura em comprimentos de onda desde 190 a 800 nm, usando-se como linha 
base, o clorofórmio.  

 
Para verificar se haveria uma correlação entre absorvância e concentração 

de óleo cru foi preparada uma solução de petróleo em clorofórmio na 
concentração de 9,55 g/L foi preparada e diferentes diluições foram realizadas, 
obtendo-se soluções com concentrações de (em g/L): 0,19 e 0,10. Para cada 
solução fez-se uma varredura de comprimento de onda de 190 a 800 nm em 
espectrofotômetro DR4000UV (HACH), como mostra a Figura IV-2. 
 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

0 200 400 600 800 1000
λ (nm)

A
bs

or
vâ

nc
ia

0,19 g/L

0,10 g/L

 

Figura IV-2 - Varredura do espectro de soluções de petróleo em clorofórmio. 
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IV.6.4 Contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFCs)  
 

O modo usual de realizar uma contagem de células viáveis (célula capaz de 
se multiplicar e dar origem a uma célula-filha) consiste em determinar o número de 
células capazes de formar colônias em um meio de cultura sólido com composição 
adequada ao crescimento do microrganismo. Assume-se que cada colônia é 
originada a partir de uma única célula viável, o que nem sempre é verdade, pois 
duas ou mais células que formem um agregado, darão origem a uma única 
colônia. Por isso, os resultados são normalmente expressos em Unidades 
Formadoras de Colônias (UFCs) e o método é vulgarmente designado por 
contagem de UFCs (http://www.e-escola.pt). 

 
Após diluição conveniente da suspensão celular em solução salina (0,9% 

(p/v) de NaCl) estéril, espalhou-se um volume conhecido (0,1 ml) de cada 
suspensão diluída sobre meio de cultura YPD sólido depositado em placa de Petri 
para a multiplicação celular da levedura. Pretende-se que as células fiquem 
distanciadas de modo que, após várias divisões celulares, originem colônias 
visíveis a olho nu, o que se verificou após 48 horas de incubação em temperatura 
de 28ºC. O grau de diluição da suspensão celular foi escolhido de modo a que o 
número de colônias isoladas em cada placa não fosse inferior a 20 ou superior a 
300 colônias (http://www.e-escola.pt). 
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V RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 

Para verificar o potencial de degradação de óleo cru por Yarrowia lipolytica, foram 
estudadas as seguintes variáveis: a concentração inicial de células (0,1 e 1,0 mg/ml), a 
concentração inicial de petróleo (0,1 e 1,0% (v/v)), a velocidade de agitação do sistema (70 
e 160 rpm) e a presença de glicose (0 e 1,0 g/L). 
 

Para os experimentos preliminares analisou-se o potencial de degradação em termos 
de produção de biomassa na fase aquosa. Foi observada uma pequena redução na 
concentração de células no início dos experimentos. Tal fato foi investigado através de 
observações microscópicas de amostras do meio de cultivo. Detectou-se a adesão de 
células ao óleo cru, como pode ser observado na Figura V-1. Esse fenômeno ocorre devido 
a característica hidrofóbica da superfície celular dessa cepa de Y. lipolytica, como descrito 
por Amaral et al. (2006). Portanto, as medidas de concentração celular na fase aquosa são 
subestimadas. 

 

 
Figura V-1 - Microscopia ótica das células de Y. lipolytica (1000X). 

 
Para garantir que o crescimento celular seria devido somente à fonte de carbono 

fornecida para o experimento (glicose ou óleo cru) realizaram-se testes nas mesmas 
condições de biodegradação com inóculo centrifugado e não centrifugado. Comparando os 
resultados obtidos, Tabela V.1, verificou-se que cerca de 58% do crescimento celular 
poderia ocorrer devido à presença de resíduos do meio de pré-cultivo (YPD) levados para o 
meio mineral.  

Tabela V-1 - Influência da centrifugação do inóculo. 

Agitação 
(rpm)  

[Células] 
(mg/mL) 

Petróleo 
%(v/v) 

[Glicose] 
(mg/mL) 

Centrifugação 
do inóculo ∆Xmáx  

SIM 0,029 
160 0,1 0,1 0 

NÃO 0,069 
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Adotou-se então para os ensaios de biodegradação, uma etapa de centrifugação 
estéril do inóculo e de lavagem das células com o meio mineral. 

 
A Tabela V-2 apresenta o planejamento experimental com as variáveis-resposta: 

variação máxima da concentração celular (∆Xmáx) e taxa específica máxima de crescimento 
(µmáx). As expressões para o cálculo dessas variáveis foram: ∆Xmáx = (Xmáx. – X inicial ) 
e µmáx = (ln (Xf / Xi))/(Tf – Ti). 
 

Tabela V-2- Resultado do planejamento experimental fatorial. 

Experimento  Agitação 
(rpm)  

[Células] 
(mg/mL) 

Petróleo 
%(v/v) 

[Glicose] 
(mg/mL)  

∆Xmáx (mg 
células/mL)  µmáx  (h-1)

1 70 0,1 0,1 0 0,03 0,08 
2 70 0,1 0,1 1 0,31 0,09 
3 70 0,1 1 0 0,07 0,14 
4 70 0,1 1 1 0,23 0,07 
5 70 1 0,1 0 0,33 0,03 
6 70 1 0,1 1 0,42 0,06 
7 70 1 1 0 0,29 0,05 
8 70 1 1 1 0,52 0,06 
9 160 0,1 0,1 0 0,03 0,03 
10 160 0,1 0,1 1 0,28 0,06 
11 160 0,1 1 0 0,02 0,03 
12 160 0,1 1 1 0,33 0,06 
13 160 1 0,1 0 1,25 0,56 
14 160 1 0,1 1 1,00 0,35 
15 160 1 1 0 0,75 0,22 
16 160 1 1 1 1,15 0,47 

 
 
Utilizando-se o software STATISTICA (versão 6) foi possível detectar as variáveis 

estatisticamente significativas, como pode ser observado no gráfico de Pareto, apresentado 
na Figura V-2, que pode ser utilizado para identificar de forma rápida e clara os efeitos que 
são importantes. A resposta analisada foi a variação máxima de concentração celular 
(∆Xmáx). 
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Figura V-2 - Gráfico de Pareto 

 
Pode-se observar que a variável que mais influencia a resposta (∆Xmáx) é a 

concentração inicial de células, seguida pela agitação do sistema e a interação destes dois 
parâmetros, cujos retângulos estão à direita da linha divisória (p < 0,05). 
 

É possível observar que as células crescem mais rapidamente quando a agitação do 
sistema é maior, na presença de uma maior concentração celular inicial. Y. lipolytica é uma 
levedura estritamente aeróbia sendo seu crescimento e produção de metabólitos 
influenciados pela disponibilidade de oxigênio (Alonso et al., 2005; Amaral et al., 2006). 
Portanto, a maior agitação permitiu uma maior oxigenação do sistema e um maior contato 
das células com o óleo cru, fornecendo um maior rendimento em biomassa. 

 
A concentração inicial de petróleo ou de glicose são as variáveis que menos 

influenciam o crescimento celular, o que pode ser observado na Figura V-2. Na presença 
de alta concentração de petróleo, uma maior concentração inicial de glicose é necessária 
para obter maior conversão em células.  
 

A glicose é degradada nas horas iniciais do ensaio como observado na Figura V-3, 
sendo uma fonte de carbono facilmente assimilável, essa é rapidamente consumida 
produzindo uma concentração maior de células disponível para biodegradar o petróleo. 
Quando a concentração inicial de células é maior, a presença de glicose torna-se 
desnecessária (Tabela V-2), fato que possivelmente indica que a assimilação dos 
compostos presentes no óleo cru não esteja associada ao crescimento celular, mas 
relacionada apenas com a concentração celular presente no sistema. 
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Figura V-3 - Perfis de Crescimento celular ( ) e Concentração de glicose (♦) a 160 rpm e concentração 

inicial de células de 1,0 mg/mL para as diferentes concentração iniciais de Petróleo: (A) 0,1% (v/v); (B) 

1,0% (v/v). 

 
Porém, é possível observar que o microrganismo apresenta algum crescimento após 

o esgotamento da glicose. Considerando que os valores de crescimento medidos na fase 
aquosa estejam subestimados, uma parcela do óleo cru assimilado é destinado ao 
crescimento celular (Figura V-3). 

 
Através destes resultados foi possível escolher as condições mais significativas para 

a degradação do óleo cru, na presença e ausência de glicose: agitação de 160 rpm e 
concentração inicial de células de 1,0 mg/mL. Essas condições foram empregadas nos 
experimentos onde se quantificou o crescimento celular por plaqueamento (em Unidades 
Formadoras de Colônias). A Tabela V-3 apresenta os resultados obtidos para esses 
ensaios.  

Tabela V-3 - Crescimento celular em Unidades Formadoras de Colônias (UFC) após 120 horas de 

experimento. 

Condições UFC / ml 
Glicose 
(mg/mL) 

Petróleo 
(%, v/v) 

Inicial 
(x 10-11)

Final 
(x 10-14) 

0 0,1 1,32  

1,0 0,1 0,57 

0 1,0 8,50 

1,0 1,0 0,95 

1,0 0 

2,32 

1,48 

 
A Tabela V-3 demonstra que o óleo cru é utilizado como fonte de carbono para 

crescimento celular (experimentos sem glicose). Por outro lado, a presença dessa fase 
orgânica parece ter algum efeito inibitório no crescimento quando na presença de glicose 
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uma vez que os níveis de crescimento alcançados na presença de glicose, com e sem 
petróleo não são similares. Este fato indica que a célula necessita de um período 
significativo de adaptação para alternar entre o consumo da fonte de carbono facilmente 
assimilável (glicose) e a utilização do óleo cru. Adicionalmente, em experimento contendo 
apenas glicose como fonte de carbono (na concentração de 1 mg/mL) o crescimento celular 
alcançou níveis similares (1,48 x 10-14 UFC / ml) aos encontrados nos experimentos com 
glicose e 1,0 %(v/v) de óleo cru (0,95 x 10 -14 UFC/ml), demonstrando que no tempo avaliado 
as células estariam consumindo preferencialmente a glicose. 

 
Apesar dos erros experimentais associados à contagem do número de UFCs, este 

método fornece uma informação muito importante sobre o número de células viáveis numa 
população. O método tem a virtude de ser bastante sensível, permitindo que suspensões 
celulares contendo poucas células possam ser quantificadas. 
 

Nas condições selecionadas para crescimento celular realizou-se a extração da fase 
orgânica. Além disso, foram realizados experimentos na ausência de células para se 
quantificar a perda de petróleo por evaporação o qual chamamos de controle. 
 

A Figura V-4 apresenta a varredura de comprimento de onda das extrações com 
clorofórmio do óleo cru remanescente nos frascos após 120 horas da biodegradação por Y. 
lipolytica nas condições ótimas e também do controle, ou seja, na ausência de células. 
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Figura V-4 Varredura de comprimento de onda do óleo cru extraído com clorofórmio para as diferentes 

concentrações iniciais de petróleo: (A) 0,1 %(v/v); (B) 1,0 %(v/v). 

 
É possível observar que a presença de glicose só se torna relevante quando a 

concentração de óleo cru é maior (Figura V-4 B), ou seja, a diferença de absorbância para o 
controle em todos os comprimentos de onda é maior na ausência de glicose, corroborando 
os dados anteriormente obtidos.  Tais fatos podem ser melhor constatados na Tabela V-4, 
que apresenta a remoção (Abscontrole -Absamostra/Abscontrole*100) para comprimentos de onda 
selecionados (208, 266 e 388 nm). 
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Tabela V-4 - Remoção (%) de petróleo nas condições escolhidas. 

Condições Remoção (%) 

Glicose 
(mg/mL) 

Petróleo 
(%, v/v) 208 nm 266 nm 388 nm 

0 0,1 5,6 8,2 45,4 
1,0 0,1 5,1 7,5 38,0 
0 1,0 54,5 59,7 89,0 

1,0 1,0 36,8 29,7 80,4 
 

Observa-se que a remoção por biodegradação é maior para os componentes que 
emitem luz nos comprimentos de onda próximos a 388 nm. No entanto, em maior 
concentração de petróleo e na ausência de glicose, é possível remover pelo menos 50% das 
frações que absorvem nos comprimentos de onda analisados. 
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VI CONCLUSÕES

 
Os resultados obtidos neste estudo indicaram que a levedura Yarrowia 

lipolytica IMUFRJ 50682 tem potencial para biodegradar óleo cru.  
 

Embora o crescimento celular da fase aquosa apresente valores 
subestimados devido à adesão das células ao óleo cru observa-se algum 
crescimento após o esgotamento da glicose, indicando que uma parcela do óleo 
cru assimilado destina-se ao crescimento celular. 

 
Observa-se que a remoção por biodegradação é maior para os 

componentes que emitem luz nos comprimentos de onda próximos a 388 nm. No 
entanto, em maior concentração de petróleo e na ausência de glicose, é possível 
remover mais de 50% de óleo cru para os comprimentos de onda selecionados.  
 

Pode-se também concluir que o óleo cru é utilizado como fonte de carbono 
para crescimento celular (experimentos sem glicose), embora a presença desta 
fase orgânica pareça ter algum efeito inibitório no crescimento quando na 
presença de glicose, uma vez que os níveis de crescimento alcançados com e 
sem petróleo não são similares. Este fato indicaria que a célula necessita de um 
período significativo de adaptação para alternar entre o consumo da fonte de 
carbono facilmente assimilável (glicose) e a utilização do óleo cru. 

 
Nos experimentos contendo apenas glicose como fonte de carbono (na 

concentração de 1 mg/mL) o crescimento celular alcançou níveis similares aos 
encontrados nos experimentos com glicose e 1,0 %(v/v) de óleo cru, 
demonstrando que no tempo avaliado as células estariam consumindo 
preferencialmente a glicose. 

 
Como conclusão final, pode-se dizer que as melhores condições para a 

biodegradação do óleo cru por Yarrowia lipolytica ocorre a uma concentração 
inicial de células de 1,0 mg/mL e agitação de 160 rpm para uma concentração de 
óleo cru de 1,0% (v/v). Os melhores resultados de biodegradação estão 
associados à maior velocidade de agitação do sistema (160 rpm) visto que a 
levedura é estritamente aeróbia.  
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VII SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS

 
Análises de biodegradação nas condições escolhidas com os diferentes 

componentes do petróleo que usualmente são agrupados em frações, cujas 
principais são: saturada (n-alcanos, alcanos ramificados e cicloalcanos) e 
aromática. 
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