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RESUMO - Emulsbes estaveis sdo geradas em diversos ramos industriais. Os
desemulsificantes utilizados pela industria petrolifera sdo compostos tdéxicos. Dessa
forma, os biossurfactantes surgem como agentes promissores por serem biodegradaveis.
No presente estudo, foram produzidos biossurfactantes por diferentes espécies de micro-
organismos, e determinadas suas caracteristicas basicas. Ap0s essa etapa, 0s biopolimeros
foram selecionados para determinacdo de suas atividades de desemulsificacdo. Os
resultados mostraram que os biossurfactantes produzidos pela Pseudomonas aeruginosa e
Candida lipolytica apresentaram valores de tensdo superficial de 26 mN/m e de 4,2 g/L e
0,3 g/L para suas ConcentracGes Micelares Criticas, respectivamente. Nos demais testes o
biopolimero produzido pela levedura apresentou taxas de desemulsificacdo de 60% para a
desestabilizacdo de emulsées modelo agua em o6leo. Dessa forma, os biossurfactantes
selecionados apresentaram potencial de utilizacdo como desemulsificantes.

1. INTRODUCAO

Uma emulsdo € um sistema termodinamicamente instavel entre dois ou mais liquidos
imisciveis, onde uma fase engloba outra pela diferenca entre as forgas repulsivas de cada goticula.
Dependendo do disposi¢do do liquido na fase continua, as emulsdes sdo classificadas como agua-em-
6leo (A/O) ou Oleo-em-4gua (O/A). E podem ser geradas em diversas empresas como as de ago,
aluminio, alimentos, téxteis, couro, produtos petroquimicos, industrias de acabamento de metais entre
outras (Larson et al., 1994).

Os desemulsificantes utilizados pela industria petrolifera sdo compostos de um ou mais agentes
tensoativos derivados de acidos graxos, glicois e alquilfendis dispersos em um sistema de solvente.
Além de conterem principalmente esses compostos, tém efeitos contaminantes em organismos
marinhos e ndo atendem aos niveis de biodegradacdo desejaveis. Posteriormente, é provavel que a
maioria dos desemulsificantes convencionais terdo uso proibido, utilizando como alternativa a
estabilizacdo de 6leo-em-agua por polimeros soltveis, a qual tem sido amplamente investigada tanto
do ponto de vista tedrico como experimental (Lee; Lee 2000).
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Os surfactantes sdo agentes anfipaticos de grandes aplicacdes industriais. Muitos tipos de
surfactantes quimicamente sintetizados s&o utilizados, embora o desenvolvimento de produtos
alternativos, biodegradaveis e menos toxicos, como os biossurfactantes, agentes produzidos por vias
microbioldgicas, torna-se uma estratégia importante na obtengdo de componentes mais compativeis
com o0 meio ambiente e na ampliacdo das propriedades especificas e aplicacdes desses compostos
(Souza Sobrinho et al., 2013).

Dessa forma, os biossurfactantes surgem como agentes promissores devido a sua origem
microbioldgica. Essas biomoléculas tém se destacado como tecnologia alternativa no controle da
poluicdo provocada por hidrocarbonetos do petrdleo (Rufino et al., 2014). Comparados com 0s
surfactantes sintéticos, os derivados do petroleo, os biossurfactantes, em geral, exibem forte
compatibilidade ambiental, menor tensdo superficial, baixa toxicidade e alta biodegradabilidade, além
de serem produzidos por fontes renovaveis (Luna et al., 2013).

A tensdo superficial é a forca de atracdo, existente entre as moléculas dos liquidos com o ar.
Essa forgca repulsiva diminui quando a concentracdo do surfactante no meio aquoso aumenta,
ocorrendo a formacdo de micelas, que sdo agregados moleculares, possuindo ambas as regides
estruturais hidrofilica e hidrofébica. Esse carater anfipatico permite a associacdo dindmica
espontaneamente em solucdo aquosa a partir de certa concentragdo micelar critica (CMC), formando
grandes agregados moleculares de dimensdes coloidais. Esta concentracdo corresponde a minima
concentracdo de surfactante necessaria para que a tensdo seja reduzida ao maximo (Rufino et al.,
2014).

Nesse trabalho, os agentes surfactantes produzidos por diferentes espécies de leveduras e
bactérias cultivadas em residuos industriais foram produzidos e suas propriedades basicas
determinadas para utilizacdo em experimentos futuros de determinacdo de suas atividades de
desemulsificacdo, tendo em vista aplicagdes futuras na dispersao de emulsdes produzidas por diversos
setores industriais.

2. METODOLOGIA

1.1. Micro-organismos Produtores

Os micro-organismos utilizados para a producdo dos biossurfactantes foram: Candida
guilliermondii, Candida lipolytica, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas sp. e Pseudomonas
aeruginosa, depositadas no Banco de Culturas do Nucleo de Pesquisa em Ciéncias Ambientais
(NPCIAMB) da Universidade Catolica de Pernambuco.
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1.2. Meios de Producéo

Biossurfactante A: &gua destilada, contendo as fontes de carbono (6leo de fritura residual —
2,5%; melago — 2,5%) e nitrogénio (milhocina — 4,0%).

Biossurfactante B: meio mineral descrito por Rufino et al., (2014), acrescido de 6% de residuo
da refinaria de 6leo de soja e 1% de acido glutamico.

Biossurfactante C: meio mineral descrito por Dubey e Juwarkar (2004), acrescido das fontes de
carbono (6leo de canola residual de fritura — 2,0%) e nitrogénio (milhocina — 3,0%).

Biossurfactante D: meio mineral descrito por Bushnell e Hass (1941) acrescido das fontes de
carbono (melaco de cana) e nitrogénio (milhocina) nas concentracdes de 3,0% cada.

Biossurfactante E: agua destilada, contendo as fontes de carbono (residuo da refinaria de dleo
de soja — 4,0%) e nitrogénio (milhocina - 0,5%).

1.3. Isolamento dos Biossurfactantes

Biossurfactante A: o isolamento do biossurfactante produzido por C. guilliermondii ocorreu
pela centrifugacdo a 3500 rpm durante 20 minutos para retirada das células do liquido metabdlico,
sendo submetido ao processo de extracdo. O pH foi ajustado para 2 com solugdo de HCI 6,0 M e
precipitado com 2 volumes de metanol (Souza Sobrinho, 2007).

Biossurfactante B: o biossurfactante produzido por C. lipolytica foi isolado de acordo com
Rufino et al., (2013).

Biossurfactante C, D e E: os isolamentos dos biossurfactantes produzidos por diferentes
espécies de Pseudomonas foram realizados de acordo com Costa et al. (2006).

1.4. Determinacéo das Propriedades Tensoativas dos Biossurfactantes

A tensdo superficial e a Concentracdo Micelar Critica (CMC) foram determinadas em
tensidmetro automatico KSV Sigma 700 (Finland) utilizando-se o anel de NUOY.

1.5. Preparacédo das Emulsdes Modelo Agua/Oleo (A/O) e Oleo/Agua (O/A)

EmulsGes preparadas pela adicdo das fases oleosas (querosene) e aquosa, contendo 0,01%
(v/v) de emulsificantes e agitadas em homogeneizador a 15000 rpm por 5 minutos. A razéo
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volumétrica de fase oleosa para fase aquosa foi de 6:4 (Cairns et al., 1982). Para preparar a emulsao
modelo O/A, 200 mL de querosene contendo 0,8gL de Span 80 e 300 mL de agua deionizada
contendo 1gL de Tween 80 foram misturados a 15000 rpm por 5 minutos (Nadarajah et al., 2002).

A emulsdo modelo A/O foi obtida pela mistura de 300 mL de querosene contendo 16,7gL de
Span 80 com 200mL de agua deionizada 15000 rpm por 5 minutos (Huang et al., 2009).

O desempenho da desemulsificacdo foi avaliado calculando-se a taxa de desemulsificacdo como
mostrado abaixo:

volume da emuls 8o remanescente

Demulsificagéo (%) = [1 - ] x 100

volume total da emuls 8o + volume de amostra adicionada

1.6. Teste de Desemulsificacdo para Emulsdes com Oleo Motor

Para o teste de desemulsificacdo, 2mL do liquido metabdlico livre de células contendo cada
biossurfactante foi adicionado a tubo graduado contendo 18mL da emulsdo de éleo de motor e dgua
na proporcdo de 1:1 (v/v). Um branco contendo 2mL do meio de producdo estéril foi usado, bem
como um tubo contendo apenas a emulsdo 6leo de motor/agua. Os tubos foram, entdo, deixados em
repouso a temperatura ambiente. A alteracdo do volume da fase aquosa foi registrada apds 24 horas.
O desempenho da desemulsificacdo também foi avaliado, calculando-se a taxa de desemulsificacdo
como mostrado anteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacéo das Propriedades Tensoativas dos Biossurfactantes

As propriedades tensoativas de um surfactante dependem principalmente de sua habilidade em
reduzir as tensbes superficial e interfacial, dos seus valores de CMC e da formacdo de emulsdes
compactas e estaveis (Santos et al., 2013).

A capacidade de reduzir a tensao superficial depende da concentracdo do composto tensoativo,
isto é, da CMC, que é definida como a concentracdo minima do surfactante requerida para reduzir ao
maximo a tensdo superficial da &gua, dando inicio a formacdo de micelas. Surfactantes eficientes
possuem valores de CMC muito reduzidos, o que significa que pouco surfactante € requerido para
reduzir a tensdo superficial. Para fins préaticos, € importante fazer a distin¢do entre um surfactante
eficiente e um surfactante eficaz. A eficiéncia é medida pela concentracdo de surfactante requerida
para produzir uma reducdo significativa da tensdo superficial da agua, enquanto que a eficacia é
medida pelo valor minimo que a tensdo superficial pode atingir (Silva et al, 2010). A Tabela 1
apresenta os resultados das principais propriedades dos biossurfactantes produzidos por diferentes
micro-organismos em meios de producéo de baixo custo.
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Tabela 1 - Determinacdo das propriedades dos biossurfactantes produzidos por Candida
guilliermondii (A), Candida lipolytica (B), Pseudomonas cepacia (C), Pseudomonas sp. (D) e
Pseudomonas aeruginosa (E)

X CONCENTRACAO
BIOSSURFACTANTE | ENSAQSUPERFICIAL ) ok AR CRITICA (CMC)
(mN/m)
(g/L)
A 31 4,2
B 25 0,3
C 28 16
D 29 5
E 26 6

Os biossurfactantes produzidos por diferentes micro-organismos apresentaram resultados
eficientes na reducdo da tensdo superficial do meio de cultivo, sendo os biopolimeros produzidos por
Candida lipolytica e Pseudomonas aeruginosa os que demonstraram as maiores a¢des na reducdo da
tensdo superficial do meio de producdo, com valores de 25 e 26 mN/m, respectivamente. Em relacéo
aos resultados observados para a Concentracdo Micelar Critica (CMC) os biossurfactantes produzidos
pelas leveduras C. guilliermondii e C. lipolytica apresentaram valores de 4,2 e 0,3 g/L,
respectivamente.

Santa Anna et al. (2002), estudando a producdo de biossurfactante por P. aeruginosa PAL
cultivada em meio mineral, contendo 3% de glicerol observaram uma CMC de 190 mg/L para uma
tensdo superficial de 27 mN/m. Os valores de CMC de misturas de surfactantes obtidos do cultivo de
P. aeruginosa LB1 em 0leos nativos brasileiros variaram de 29,8 a 31,5 mN/m, com CMC entre 55 e
163 mg/L (Costa et al., 2006). Ja o biossurfactante de P. aeruginosa Bs20 cultivada em 6leo de soja
reduziu a tensdo superficial da agua para 30 mN/m a uma concentragdo de 13,4 mg/L (Abdel-
Mawgoud et al., 2009).

O biossurfactante produzido por P. putida 300-B cultivada em oOleos de fritura e glicose,,
apresentou uma CMC de 91 mg/L e tensdo superficial de 31,2 m/Nm (Raza et al., 2007). Valores de
CMC em torno de 230 mg/L foram encontrados para o biossurfactante de P. aeruginosa AT10
cultivada em éleo de soja (Haba et al., 2003).

Varios micro-organismos podem ser utilizados para modificar as propriedades de uma emulséo,
usando superficies celulares hidrofobicas ou a natureza anfipatica dos biossurfactantes, para deslocar
ou modificar emulsionantes presentes na interface 6leo-agua (Das, 2001). As bactérias pertencentes
ao género Nocardia, Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobacterium, Bacillus, sdo exemplos de
micro-organismos produtores de biossurfactantes, que apresentem atividade de desemulsificacédo (Liu
et al., 2011). Os desemulsificantes microbianos apresentam baixa toxicidade, biodegradabilidade e
alta eficiéncia em condi¢des ambientais extremas. Além disso, a emulsdo de hidrocarbonetos pode
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garantir o crescimento microbiano, e o crescimento pode ocorrer também simultaneamente com a
desemulsificacdo (Kosaric et al., 1987).

Com base nos resultados observados, os biossurfactantes produzidos por Candida lipolytica,
C. guilliermondii e Pseudomonas aeruginosa foram selecionados para estudos posteriores de
determinacéo das suas atividades de desemulsificacéo.

3.1. Determinacéao das Atividades de Desemulsificacio

Os desemulsificantes microbianos possuem baixa toxicidade, biodegradabilidade e alta
eficiéncia sob condicdes estremas (Rocha e Silva et al., 2013). Testes para determinacdo das
atividades de desemulsificagdo foram realizados para 0s biossurfactantes selecionados na etapa
anterior.

Os experimentos de desemulsificagdo foram conduzidos de acordo com Liu et al. (2009) em
valores de pH que variaram de 6,0 a 6,8. Os resultados obtidos demonstraram que taxas de
desemulsificacdo de 60,15% para emulsdes modelo do tipo A/O (Agua em Oleo) e 37% de taxa de
desemulsificacdo para emulsdes contendo 6leo de motor e dgua e 21,9% de taxa de desemulsificacdo
para emuls6es contendo 6leo de motor e 4gua do mar.

Shin et al. (2008) enfatiza que o aumento de pH é essencial para a potencializacdo da atividade
desemulsificante, pois o efeito da alteracdo dessa propriedade pode ser associado a manipulacdo
fisico-quimica da performance do biossurfactante. A exposicdo a ambientes alcalinos torna os
biossurfactantes mais hidrofilicos, facilitando o processo de desemulsificacdo da emulséo.

4. Conclusdes

Dessa forma os biossurfactantes testados apresentaram resultados satisfatorios em relacdo as
suas propriedades tensoativas, e 0s demais testes demonstraram percentuais elevados para as taxas de
desemulsificacdo das emulsdes contendo 6leo motor. Sendo assim, pode-se sugerir o potencial futuro
de aplicacdo dessas biomoléculas no controle da poluigdo ambiental causada por emulsdes vindas de
diversos ramos industriais.
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