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AVALIACAO DO POTENCIAL BIODEGRADADOR DE Yarrowia
lipolytica

Abstract

Yarrowia lipolytica is an unique strictly aerobic yeast with the ability to degrade very efficiently
hydrophobic substrates. In the present work, the degrading potential of Yarrowia lipolytica IMUFRJ
50682, isolated from tropical estuarine water in Rio de Janeiro (Brazil), is evaluated. This strain was
cultivated in water from the ocean containing 2%v/v Marlin petroleum incubated at 28°C and 250 rpm
for 120 hours. Analysis of gas chromatography acoplated to mass spectrometry was performed to
investigate the groups of compounds present in the crude oil that can be assimilated by this strain. The
results showed that Y. lipolytica IMUFRJ 50682 is a microorganism with potential application at
bioremediation process, being capable to consume n-alkanes (C;;-Ciq), isoprenoids (pristane e
phitane), diaromatic hydrocarbons (naphthalene, methylnaphthalene, dimethylnaphthalene and
trimethylnaphthalene) and triaromatic hydrocarbons (phenanthrene, methylphenanthrene e
dimethylphenanthrene)

Introducao

No Brasil, a produgdo de petroleo na Bacia de Campos, regido norte do estado do Rio de
Janeiro, ¢ estratégica, representando mais de 84% da extracdo nacional. Uma de suas caracteristicas ¢
ser executada totalmente em offshore, através de 37 sistemas de produgdo distribuidos entre
plataformas fixas, flutuantes e navios adaptados. O escoamento da produ¢do da Bacia de Campos, 1,5
milhdes de barris/dia, € realizado por oleodutos (20%) e o restante por navios (PETROBRAS). Essas
atividades expdem a regido a um risco potencial de acidentes, com vazamentos de 6leo, possibilitando
a contaminagao de ambientes costeiros como praias € manguezais.

Esse tipo de catastrofe, além do dano ao meio ambiente, pode vir a causar graves impactos na
imagem das companhias produtoras de petroleo. Acresce a tudo isto que as técnicas de tratamento
podem ser dificeis ou inviaveis economicamente. Um método econdmico € a biorremediagdo in situ, o
que requer o estudo de novas espécies microbianas para este fim. A biorremediacdo ¢ um processo de
tratamento que utiliza microrganismos que degradam e transformam compostos organicos, usando
hidrocarbonetos como fonte de energia e fonte de carbono em solos, lodos, aguas subterraneas,
efluentes de processo e aguas superficiais contaminadas com produtos como 6leo cru, hidrocarbonetos
de petroleo, pesticidas e solventes industriais. Numerosos microrganismos, incluindo bactérias, fungos
filamentosos e leveduras, sdo conhecidos pela sua capacidade de degradar hidrocarbonetos. Esses
microrganismos sdo capazes de degradar os varios tipos de hidrocarbonetos — cadeia curta, longa e
numerosos compostos aromaticos, incluindo hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAHs) (RON e
ROSENBERG, 2002).

Dada sua capacidade de utilizar alcanos, acidos graxos, glicerol e 6leo, cepas de Yarrowia
lipolytica tém sido foco de estudos independentes sendo utilizadas como agente promissor para o
tratamento de contamina¢do com 6leos mineral e vegetal (FELICE et al., 2004). Yarrowia lipolytica é
um microrganismo estritamente aerobio, eucaridtico, do reino Fungi, pertencente a classe dos
Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos, anteriormente conhecida como Candida lipolytica. A
levedura Y. lipolytica ¢ geralmente isolada de ambientes contaminados por compostos oleosos e ¢
adaptada a substratos hidrofébicos. Em resposta a esta problematica, avaliou-se o potencial
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biodegradador da cepa Yarrowia lipolytica IMUFRI 50682, isolada da Baia de Guanabara a fim de
emprega-la em processos de biorremediacao.

Metodologia
Materiais

Os componentes dos meios de cultivo utilizados foram: peptona e extrato de 1évedo (Oxoid -
Hampshire, UK), glicose (Reagen — RJ, Brasil) e agar-agar (Vetec — RJ, Brasil).

O ¢leo cru utilizado foi gentilmente cedido pela Petroleo Brasileiro S.A. (PETROBRAS), tendo
como principais caracteristicas: Petroleo Marlin: 18,93 °API; peso molecular =~ 5000; asfaltenos =
3,1%; relagdo resinas / asfaltenos = 8,1; relag¢do saturados / aromaticos = 1,6; 2,66% de N, S e O.

A 4gua do mar utilizada foi gentilmente cedida pela empresa Subsea 7 do Brasil, sendo obtida
de alto mar no Campo de Camarupim, bacia do Espirito Santo — RJ, Brasil.

O solvente utilizado na extragao do 6leo cru foi cloroformio (Vetec — RJ, Brasil).
Microrganismo

A levedura empregada no presente trabalho é uma cepa selvagem de Yarrowia lipolytica 583
IMUFRJ 50682 selecionada de um estuario da Baia de Guanabara no Rio de Janeiro, Brasil (HAGLER
e MENDONCA-HAGLER, 1981) e identificada pelo Instituto de Microbiologia do Centro de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Metodologia Experimental

Condicoes de cultivo

As células foram estocadas em meio semi-sélido a 4°C. Para proliferacao celular, células do
meio estoque foram inoculadas em frascos de 500 mL contendo 100 mL de meio liquido YPD (1% de
extrato de levedo, 2% de peptona, 2% de glicose) e incubadas em shaker a 28°C e 160 rpm. Apos 48
horas, as células foram centrifugadas e suspensas no meio de cultivo.

Metodologia experimental

O experimento foi realizado em 50 mL de meio de cultivo (dgua do mar) contendo 2%v/v de
oleo cru em shaker a 28°C e 250 rpm. A concentracgdo inicial de células foi 1,0 £ 0,1 mg/mL. Esse
experimento foi realizado por 120 horas com amostragem diaria para medida de crescimento celular.
O oleo cru remanescente foi analisado ao final das 120 horas. Em paralelo foi realizado o controle
abidtico, ou seja, todas as condi¢des descritas anteriormente, porém sem a presen¢a do microrganismo.
Inclusive também foram retiradas amostras diarias para a suposta medida de crescimento celular,
somente para simular a perda de 6leo cru durante a amostragem.

Métodos analiticos

Quantificacao celular

A concentragdo celular foi medida através de densidade Optica a 570 nm e esses valores foram
convertidos para mg de peso seco de células/mL utilizando-se o fator de conversdo obtido pela curva
de peso seco.
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Quantificacdo de 6leo cru

A concentragdo de 6leo cru ao final dos experimentos foi quantificada através de medidas de
absorvancia em espectrofotdémetro HACH DR/4000 a 240 nm e esses valores foram convertidos para
%pv/v utilizando-se a curva padrdo. Esse método de quantificagdo foi utilizado porque o espectro de
absor¢ao na regido do UV-VIS mostrou que o Marlin apresenta uma forte absor¢do por volta de 240
nm. Contudo, é importante ressaltar que este método ndo é uma maneira correta de quantificar o 6leo
total, pois somente alguns aromaticos absorvem a 240 nm. Essa medida apenas nos d4 uma nogéo
aproximada do nivel de remocao.

Para analisar o 6leo remanescente ao final dos experimentos, todo o volume do erlenmeyer (50
mL) era transferido para um funil de separacdo, no qual se adicionava 25 mL de cloroférmio para a
extracdo da fase orgédnica (petrdleo). Em seguida, diluia-se a amostra e realizava-se a leitura em
espectrofotdmetro a 240 nm.

Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa

As analises de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) foram
realizadas no Laboratorio LADETEC (Instituto de Quimica da UFRJ) utilizando-se o instrumento
Hewlett-Packard 6890N acoplado a um detector seletivo de massas Agilent 5973, com coluna capilar
de silica fundida recoberta com DB-5 (5% fenil e 95% metilpolisiloxano; 30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

As condi¢Ges cromatograficas utilizadas nas analises foram: temperatura 60°C, de 60°C a
320°C, 6°C/min e mantido em isoterma a 320°C por 20 minutos. A introdu¢do da amostra foi realizada
através de inje¢do automatica de 1pL da amostra sem divisdo de fluxo (splitless). Utilizou-se ionizagdo
por impacto de elétrons a 70 eV, utilizando hélio como gas carreador a uma pressdo constante de 10
psi e a uma temperatura do injetor de 290°C. As amostras foram analisadas através do modo varredura
linear (Full-Scan), utilizando-se uma faixa de detec¢@o de 40 a 600 m/z.

Resultados e Discussao

Na Figura 1 podemos observar o perfil de crescimento celular de Y. lipolytica IMUFRJ 50682.
A concentragdo celular na fase aquosa do meio de cultivo apresentou oscilagdo durante o experimento.
Isso se deve ao fato das células terem migrado para fase organica (petréleo). Sendo assim, ocorre uma
subestimacao do crescimento celular.
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Figura 1. Perfil de crescimento de Y. lipolytica IMUFRJ 50682 em agua do mar contendo 2%v/v de petroleo.
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Essa afinidade pela fase orgénica ocorre devido ao elevado carater hidrofobico da superficie
celular dessa cepa ja reportada em trabalhos anteriores (AMARAL, 2007). Yarrowia lipolytica ¢ uma
espécie adaptada a substratos hidrofobicos e a assimilagdo desses substratos pode ocorrer através de
adsorcdo direta das gotas hidrofobicas a superficie celular ou pode ser mediada por um surfactante.

As porcentagens de remogdo de 6leo cru no experimento de biodegradacdo e no controle
abidtico sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Porcentagem de remog¢ao de 6leo cru analisado por espectrofotometria.
% Remocao

Experimento de biorremediacéo 85
Controle abidtico 40

Considerando que a perda por evaporagao ¢ amostragem (controle abiotico) foi de 40% do 6leo
cru total nas 120 horas de experimento, cerca de 45% do petroleo foi metabolizado pelos
microrganismos. As amostras de 6leo cru remanescente do experimento de biodegradacdo e do
controle abidtico foram submetidas a analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-MS) a fim de verificar o grau de biodegradagdo, ou seja, quais grupos de hidrocarbonetos
Yarrowia lipolytica é capaz de consumir. A Figura 2 apresenta o cromatograma dos ions totais do 6leo
cru remanescente no ensaio de biodegradagdo e no controle abidtico.
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Figura 2. Cromatogramas de ions totais do 6leo cru remanescente no (A) controle abidtico e no (B) ensaio de
biodegradacao.
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O petréleo Marlin apresenta baixa concentracdo de n-parafinas, por isso, ¢ considerado um 6leo
ja biodegradado, apresentando maior concentragdo de compostos mais pesados. Isso ja era esperado
devido ao seu °API, que o caracteriza como um petroleo pesado. Através dos cromatogramas, ¢é
possivel observar que as concentragdes dos compostos mais leves diminuiem, aumentando a
propor¢do de compostos mais pesados (maior tempo de retengdo) em relagdo aos compostos leves
(menor tempo de retengao).

Os biomarcadores presentes em combustiveis fosseis mais estudados s@o: n-alcanos,
hidrocarbonetos isoprendides, terpanos e esteranos.

Os n-alcanos sdo caracterizados pelos fragmentos m/z 71, 85 e 99. Ja os isoprenodides sdo
caracterizados pelos fragmentos m/z 113, 183 ¢ 197, sendo o pristano e fitano os mais comumente
encontrados (AZEVEDO, 1990).

A Figura 3 apresenta os fragmentogramas m/z 85 do 6leo cru remanescente no controle abidtico
e no ensaio de biodegradagcdo. Podemos verificar a presenca das n-parafinas e dos isoprendides
pristano e fitano. Apds o processo de biodegradagdo a concentragdo desses compostos reduz
significativamente (Figura 3(B)). E valido ressaltar que as analises de CG-EM nos fornecem
informacdes qualitativas a respeito das amostras, contudo, foi possivel comparar as amostras
quantitativamente através da intensidade dos picos, pois as concentrag¢des iniciais de 6leo cru nos dois
experimentos eram iguais.
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Figura 3. Fragmentogramas m/z 85 do dleo cru remanescente no (A) controle abiotico e no (B) ensaio de
biodegradacgao.

Os terpanos podem ser divididos em trés grupos principais: triciclicos, tetraciclicos e
pentaciclicos. Os terpanos triciclicos ocorrem como uma série homoéloga com um nimero de atomos
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de carbono variando de C,g até Cs4. Os terpanos tetraciclicos sdo restritos a compostos de Cy; a Cy7, €
derivam, possivelmente da degradagdo de triterpanos pentaciclicos (WIEDEMANN, 2006).

Hopanos sdo os mais comuns ¢ bem estudados terpendides pentaciclicos presentes em
sedimentos ricos em matéria orgénica e petroleos. A cadeia lateral na posigdo C-21 pode ter até oito
carbonos, originando os hopanos estendidos que variam de C,; a C35 € que ndo incluem o membro Csg,
o qual ¢ menos comum (WIEDEMANN, 2006).

A Figura 4 apresenta fragmentogramas m/z 191, caracteristico dos terpanos. Foi possivel
detectar a presenga de alguns terpanos triciclicos (Tr) e alguns hopanos (H). Contudo, nio foi possivel
afirmar que tais compostos tenham sido consumidos pelo microrganismo em questdo, pois a diferenca
entre a abundancia dos terpanos presentes 6leo remanescente no controle abidtico ¢ no ensaio de
biodegradagdo ndo foi muito expressiva. Porém, as abundancias do Tryy ¢ Try; diminuiram em relagéo
a abundancia do Trp;, indicando uma grande possibilidade de ter ocorrido a degradacdo desses
terpanos de menores pesos moleculares.

H3(]
10000 3
‘_ Try, Hy,
8000 3
3 Tryg
6000 1 Try
E Trig
3 X H,,
4000 3 2
2000 } (A)
]&. , L . ﬂk TN lll M“Ln,m
A 0 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
~ Hs,
6000
5000 7 Hyo
4000
o ]
> E
S 3000 Tty
s : T
@ Tryy 21
1 Tryg Hy,
o 2000
© 3
©
9 ]
[72]
g 1000 ] M l U (B)
E L R . | 1 i l N S | .I 4 n‘ i .
0 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00
Tempo (min)
Figura 4. Fragmentogramas m/z 191 do 6leo cru remanescente no (A) controle abiodtico e no (B) ensaio de
biodegradacgao.

Além destes compostos também foram analisados os hidrocarbonetos aromadticos cujos
biomarcadores sdo 0s esteranos monoaromaticos e triaromaticos, fenantrenos e metilfenantrenos,
naftalenos e metilnaftalenos (WIEDEMANN, 2006).
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A classe dos naftalenos, metilnaftalenos, dimetilnaftalenos e trimetilnaftalenos sdo
caracterizadas pelos fragmentos m/z 128, m/z 142, m/z 156 e m/z 170, respectivamente. A Figura 5
mostra os fragmentogramas referentes a essas classes.

E possivel verificar que o naftaleno foi facilmente consumido por Y. lipolytica, sendo totalmente
degradado no ensaio de biodegradacdo. Os grupos dos metilnaftalenos e dos dimetilnaftalenos também
foram consumidos pela levedura. A biodegradagdo desses compostos parece seguir uma ordem. Apos
a degrada¢ao do naftaleno, a biodegradagdo do grupo dos metilnaftalenos se intensifica, o que pode ser
observado através da diminui¢cdo da abundancia dos metilnaftalenos em rela¢ao aos dimetilnaftalenos.
Em seguida, com a auséncia dos metilnaftalenos ¢ a vez dos dimetilnaftalenos sofrerem degradacéo, o
que também pode ser observado através da diminuicdo da abundancia dos dimetilnaftalenos em
relacdo aos trimetilnaftalenos. Contudo, os trimetilnaftalenos também foram consumidos, porém em
menor quantidade que os outros grupos, possivelmente porque sua degradagdo so seria efetiva apos a
auséncia de todos os compostos mais facilmente assimilaveis (naftalenos, metilnaftalenos e

dimetilnaftalenos).
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Figura 5. Fragmentogramas m/z 128, m/z 142, m/z 156 e m/z 170 do 6leo cru remanescente no (A) controle
abidtico e no (B) ensaio de biodegradacao.

A classe dos fenantrenos, metilfenantrenos e dimetilfenantrenos sdo caracterizadas pelos
fragmentos m/z 178, m/z 192 e m/z 206, respectivamente. A Figura 6 mostra os fragmentogramas
referentes a essas classes.
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Y. lipolytica é capaz de absorver compostos triaromaticos. A biodegrada¢do desses compostos
parece seguir a mesma sequéncia dos diaromaticos. O fenantreno ¢ mais facilmente assimilavel,
seguido dos metilfenantrenos e dimetilfenantrenos.

Os resultados estdo de acordo com os obtidos por CHALLIN et al.(2004). CHALLIN et al.
(2004) analisaram a capacidade biodegradadora de quato leveduras, sendo uma das cepas da espécie
Yarrowia lipolytica. Esta espécie foi capaz de consumir n-alcanos, isoalcanos, pristano, fitano, alcanos
ciclicos, hidrocarbonetos aromaticos e até mesmo alguns aromaticos policlicos.
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Figura 6. Fragmentogramas m/z 178, m/z 192 e m/z 206 do 6leo cru remanescente no (A) controle abidtico e no,
(B) ensaio de biodegradagao.

Conclusodes

Y. lipolytica IMUFRJ 50682 ¢ uma levedura com potencial para aplicagdo em processos de
biorremediagao de 6leo cru, se mostrando eficiente na degradacdo de hidrocarbonetos. Os compostos
degradados por Y. lipolytica incluem n-parafinas, isoprendides como o pristano ¢ o fitano,
hidrocarbonetos  diaromaticos como o naftaleno, metilnaftalenos, dimetilnaftalenos e
trimetilnaftalenos, e hidrocarbonetos triaromaticos como fenantreno, metilfenantreno e
trimetilfenantreno.
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