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RESUMO

Os impactos ambientais provenientes do refino do petrdleo sdo inimeros e entre estes
esta a geracao de grande quantidade de residuos pesados contendo uma variedade
de compostos organicos policiclicos, aromaticos e toxicos ao homem e ao meio
ambiente. E sabido que as microalgas utilizam compostos de carbono como o CO2
como fonte de nutrientes para producdo de carboidratos, proteinas, lipideos e
pigmentos. Neste trabalho foi realizado um estudo sobre a capacidade das microalgas
da espécie Desmodesmus sp.de biodegradar emulsdes de 6leo residual pesado de
petréleo (BPF) em agua. Com esta finalidade foram preparadas emulsées com
tensoativos anidnicos e nao i6nicos biodegradaveis permitindo o acesso das
microalgas em cultivo aquoso ao 0leo residual e a seus componentes toxicos,
hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAs). O preparo das emulsdes priorizou
ativos biodegradaveis provenientes de fontes de carbono renovaveis. Com o objetivo
de preparar uma solucao emulsionante utilizando quantidades minimas de tensoativos
para foi realizado um planejamento estatistico dos experimentos. Inicialmente foi
cultivado o inoculo mée; uma vez alcancada a fase estacionaria, o cultivo foi reiniciado
com 30%(v/v) do inoculo mde e 1%(v/v) das emulsdes contendo o 6leo BPFem
condicdo restrita de nutrientes, forcando assim a utilizacdo da emulsdo como fonte
carbbnica de nutrientes. Ao longo de cada experimento foi avaliado o crescimento
celular das microalgas e acompanhados os teores de carotenoides dos cultivos
atravées de espectroscopia Raman. Ao final, foi avaliada a presenca de HPAs no meio
de cultivo através de técnica cromatografica gasosa. A espécie Desmodesmus sp.
apresentou curva de crescimento atipica na presenca do 6leo BPF emulsionado, bem
como alteragdes no metabolismo de produgdo de B-caroteno. Conclui-se que as
microalgas da espécie Desmodesmus sp. foram capazes de biodegradar em 90 dias,
nas condic¢des utilizadas nos experimentos, 0S componentes organicos presentes no
6leo BPF, incluindo a maior parte dos HPAs presentes.

Palavras Chaves: 6leo BPF, microalga, Desmodesmus sp, HPAs, biodegradacao.



ABSTRACT

The environmental impacts from the refining of petroleum are numerous and among
these is the generation of large quantities of heavy residues containing a variety of
polycyclic organic compounds, aromatic and toxic to humans and the environment. It
is known that microalgae use carbon compounds such as CO: as a source of nutrients
for the production of carbohydrates, proteins, lipids and pigments. In this work a study
on the ability of the microalgae of the species Desmodesmus sp. to biodegrade heavy
oil residual oil (BPF) emulsions in water was carried out. For this purpose, emulsions
containingbiodegradable anionic and nonionic surfactants were prepared, allowing the
microalgae in aqueous culture to reach the residual oil and its toxic components,
aromatic polycyclic hydrocarbons (PAHS). The preparation of the emulsions prioritized
biodegradable assets from renewable carbon sources. In order to use minimum
amounts of surfactants, a statistical design of experiments was carried out to prepare
the ideal emulsifier solution. Initially the mother inoculum was cultivated; The culture
was restarted with 30% (v / v) of the mother inoculum and 1% (v / v) of the emulsions
containing the BPF oil in a nutrient restricted condition, thus forcing the emulsion to be
source of nutrients. Throughout each experiment the cell growth of the microalgae was
evaluated and the carotenoid contents of the cultures were monitored through Raman
spectroscopy. At the end, the presence of PAHSs in the culture medium was evaluated
by gas chromatographic technique. The species Desmodesmus sp. presented an
atypical growth curve in the presence of emulsified BPF oil, as well as changes in the
metabolism of B-carotene production. It is concluded that the microalgae of the species
Desmodesmus sp. were able to biodegrade in 90 days, under the conditions used in
the experiments, the organic components present in the BPF oil, including most of the
HPAS present.

Keywords: BPF oil, microalgae, Desmodesmus sp., HPAs, biodegradation
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1 -INTRODUCAO
Sédo do conhecimento da populagédo tanto a sua dependéncia aos derivados de

petréleo, quanto os grandes impactos ambientais que acompanham a inddstria
petroquimica.

O ideal para a nossa sociedade seria reduzirmos as nossas necessidades em
relacéo aos derivados de petrdleo, até que o Oleo cru fosse substituido por outra fonte
de matéria prima. Este ideal implica em uma grande mudanca de habitos e esta
atrelado a descoberta de matérias primas que possam substituir de modo eficiente o
petréleo sem promover tantos danos ao meio ambiente.

Neste contexto, além do investimento em novas tecnologias limpas para
substituicdo do petréleo, também se faz necessario o investimento em pesquisas que
tornem o processo petroquimico mais limpo, minimizando os residuos gerados e
recuperando ambientes contaminados.

O processo petroquimico gera residuos desde a extracao do Oleo até o lixo gerado
por produtos finais. Durante o refino do 6leo cru sdo geradas grandes quantidades de
Oleos residuais, geralmente ricos em hidrocarbonetos pesados e aromaticos.

Dentre estes residuos, também presentes em derramamentos de petréleo, estao
os hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (HPAs). Estes compostos apresentam
longa persisténcia no meio ambiente, baixa solubilidade em agua e alta toxidez.
Muitos destes compostos aromaticos sdo cancerigenos ou mutagénicos.

Devido sua baixa solubilidade em agua, estes tendem a se acumular nos solos por
muitos anos, sendo transferidos para a dgua de forma paulatina.

Séo conhecidas espécies de microrganismos habeis na decomposicado dos HPAs,
em especial diversas espécies de bactérias, mas também fungos e algas podem
desempenhar este papel. Geralmente uma determinada espécie é mais habil para um
determinado HPA especifico, motivo que geralmente faz com que processos de
biodegradacdo ocorram em meio a um consércio de microrganismos
(CERNIGLA,1993).

Uma das grandes dificuldades nos processos de biodegradacédo esta em promover
0 contato entre a espécie escolhida e o efluente organico. Em meio aquoso esta
dificuldade é ampliada para hidrocarbonetos pesados, incluindo os HPAs, devido sua
baixissima solubilidade no meio.

A fim de resolver esta dificuldade alguns autores utilizam suportes para

imobilizacdo do microrganismo e/ou do componente tdxico (DONMEZ, 2008).
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Neste trabalho fez-se o uso de emulsbes com a finalidade em manter o Oleo
misturado ao meio de cultivo, e disponibiliza-lo para a biodegradacéo.

Emulsbes sdo termodinamicamente instaveis e o meio de cultivo de microalgas é
rico em sais, o que aumenta a forca ibnica do meio; assim, a solubilizacéo de Oleos e
a estabilizacdo de emulsdo do tipo 6leo em agua tornam-se um desafio ainda maior
guando envolve um meio de cultivo de microorganismos. No presente estudo foi
necessario um planejamento estatistico de experimentos, na busca de uma emulséo
de 6leo BPF em 4gua com posterior adicdo desta emulsdo a um meio de cultivo da
espécie escolhida, Desmodesmus sp.; vale ressaltar que esta emulsdo de 6leo BPF
foi a Unica fonte de carbono organico fornecida as microalgas.

As microalgas da espécie Desmodesmus sp. possuem boa tolerancia térmica e a
cepa de origem utilizada para o cultivo neste trabalho foi coletada e isolada do Dique
do Torord, em Salvador-Bahia, o que conferiu a esta espécie melhor resisténcia as
condi¢Bes utilizadas nos experimentos, incluindo a presenca de poluentes.

Para o acompanhamento periddico do cultivo foram escolhidos métodos que néo
necessitassem de grandes quantidades de amostra, nem de complexos
procedimentos para o preparo da mesma. Foram entdo escolhidos a avaliacdo do
crescimento celular e andalises de espectroscopia Raman dos sinais referentes ao
pigmento B-caroteno.

Ao final dos experimentos foi verificada a presenca de compostos organicos
provenientes do 6leo BPF no cultivo através de técnica cromatogréfica, CG/MS.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral
Biodegradar um residuo petroguimico rico em compostos policiclicos aromaticos

(HPAs) em sistema fechado de cultivo de microalgas da espécie Desmodesmus sp.

2.2- Objetivos especificos

Produzir uma emulséo estavel e biodegradavel para residuos pesados de
petroleo;

Melhoria na fluidez do residuo pesado de petrleo ao longo do sistema de
escoamento industrial;

Emulsionar um residuo de 6leo BPF em meio de cultivo aquoso;

Avaliar o crescimento e producdo de pigmentos ao longo do cultivo;
Verificar a capacidade da espécie Desmodesmus sp.de utilizar os
compostos emulsionados como fonte de carbono, e assim biodegradar este

residuo;
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3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- Aindustria do petréleo e seus residuos
A industria petroquimica possui alto poder germinativo e grande relacdo com os

demais setores econémicos mundiais. Atraveés do refino do petrdleo além da producéo
de combustiveis, sdo produzidos insumos para fertilizantes, plasticos, fibras quimicas,
tintas, corantes, elastdmeros, adesivos, solventes, tensoativos, gases industriais,
detergentes, inseticidas, fungicidas, herbicidas, bernicidas, pesticidas, explosivos,
produtos farmacéuticos, e outros. Seus produtos substituem com vantagem a
madeira, as fibras naturais, o aco, o papel, a borracha natural, entre outras (TORRES,
1997; BIGNETTI, 2008).

No entanto, a volatilidade recente dos precos do petrdleo e previsdes de
esgotamento de recursos fésseis, além das apreensdes com 0 aquecimento global,
fizeram renascer a preocupacao energética e com a oferta de matérias-primas, dando
lugar a um novo ciclo de inovac6es em uma inddstria que parecia ter alcancado sua
maturidade tecnoldgica. A insuficiéncia mundial de matérias primas petroquimicas
imprimiu, assim, mudancas no cenario global e deu novo impeto a inovacédo, com foco
principal na flexibilidade de matérias-primas (GLASS,2007).

A industria do petréleo brasileira vem passando por reformas, que visam um maior
aproveitamento dos insumos, menor consumo de energia e de agua e produtos finais
mais limpos, como a reducéo do teor de enxofre no 6leo diesel comercial (FAHIM et.
al., 2012).

Processos petroquimicos trazem grande impacto ambiental, no entanto o mundo
possui infraestrutura ainda dependente dos derivados de petréleo, o que devido a
muitos fatores e interesses comerciais, econémicos e politicos, ainda deve durar
algumas décadas, com a substituicAo dos petroguimicos lentamente por novas
tecnologias. Mas enquanto a industria petroquimica estiver em atividade faz-se
necessario o investimento em tecnologias de produgdo mais limpas (GLASS,2007).

A induastria de extracdo de petroleo e gas realiza diversas etapas desde a
prospeccdo nos campos até o inicio do processo de refino e em cada uma destas
etapas sdo gerados efluentes e residuos solidos a serem tratados e descartados.
Entre os principais residuos gerados estdo a agua produzida, que inevitavelmente

contém quantidades de 0leo cru, os residuos de perfuracéo (cascalhos e fluidos), e
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uma série de outros residuos comumente denominados residuos associados (BRAGA
et. al., 2002).

Ainda hoje nos processos de exploracao, refino, transporte e armazenamento de
petréleo e seus derivados podem ocorrer derramamentos, provocando a
contaminacdo de solos e aguas. Os frequentes derramamentos de petréleo e
derivados no Brasil e no mundo, vém motivando e incentivando a realizacdo de
pesquisas e desenvolvimento de tecnologias para remediacdo de &reas contaminadas
(ANDRADE et. al., 2010).

O dleo cru é uma mistura de hidrocarbonetos, contendo ainda pequenas porcdes
de nitrogénio, oxigénio, enxofre e metais nas formas organicas. A composicao do 6leo,
bem como a variacdo de suas propriedades fisico-quimicas dependem diretamente
de sua fonte (FAHIM et. al., 2012).

As fracbes do petréleo podem ser classificadas como leves ou pesadas de acordo
com sua composicao e respectivas faixas de ebulicdo (FAHIM et. al., 2012).

O processo de refino do petréleo é realizado através de destilagdes fracionadas,
além de outros processos complementares como craqueamento catalitico,
hidrocragueamento, craqueamento térmico, reforma catalitica, pirélise, entre outros
gue tem por finalidade a producéo ou purificacdo de compostos especificos a partir
das fracBes obtidas na destilacdo fracionada. A Figura 1 ilustra de maneira
simplificada a destilagdo fracionada do petréleo e as principais fracdes obtidas
(MARQUES, 2012).

Os oleos pesados, geralmente sdo ricos em asfaltenos e resinas. Os asfaltenos
sdo solidos de coloracdo marrom escura, formados por camadas de compostos
aromaticos polinucleares condensadas unidas por ligacdes saturadas que sao
dobradas criando uma estrutura solida micelar. A solubilidade dos asfaltenos no

petréleo liquido pode ser atribuida a presenca das resinas (FAHIM et. al., 2012).
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Figura 1: llustracdo da destilacéo fracionada do petroleo. Adaptado de MARQUES, 2012.

A presencga de asfaltenos no 6leo cru traz inUmeros problemas ao refino, com
elevacdo de seu custo, formacdo de coque, deposicdo de metal na superficie do
catalisador, com consequente inativacdo deste. Além das dificuldades trazidas ao
refino, a presenca de asfaltenos potencializa os riscos na contaminagdo ambiental,
uma vez que estes sao ricos em compostos aromaticos polinucleares, com alta toxidez
e grande persisténcia no meio ambiente (FAHIM et. al., 2012; ANDRADE et. al., 2010).

A tendéncia mundial para o fornecimento de 6leo cru indica um aumento continuo
na producao de Oleo pesado. Em contrapartida a demanda por produtos de petréleo
de alto valor, como destilados médios e gasolina também é crescente, trazendo a tona
a necessidade de converter o “fundo do barril” em produtos liquidos mais valiosos e
limpos. No entanto o residuo representa uma parte significativa do petréleo e seu

tratamento ainda deixa muito a desejar (FAHIM et. al., 2012).
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Entre os residuos da exploracéao e refino do petréleo destacam-se pela alta toxidez
e persisténcia ambiental as misturas de hidrocarbonetos, com alto teor de compostos
aromaticos e enxofre (FAHIM et. al., 2012).

Os residuos compostos por solo (argilas, areias e cascalhos) e 0Oleo, gerados
durante as etapas de producdo, processamento, transporte e refino de petrdleo
constituem um passivo ambiental significativo, uma vez que sédo gerados em grandes
quantidades e ndo h& uma definicdo de tecnologias de tratamento e disposicao final
economicamente sustentavel (FRANCISCO e FRANCA, 2007).

Os equipamentos industriais necessitam periodicamente de paradas preventivas
para manutencdo, durante este processo € necessario a completa remocdo de
residuos de modo que seja possivel a entrada de pessoal nos equipamentos e linhas,
sem que haja risco de intoxicacéo, para tanto estes devem estar isentos de compostos
aromaticos, acido sulfidrico, gases explosivos, e ainda devem possuir atmosfera com
teores de oxigénio proximos a 21%. Nas paradas torna-se necessario, em um
pequeno intervalo de tempo, a destinacdo de grande quantidade de residuos em
especial de residuos de 6leos pesados (BIGNETTI, 2008).

O destino e tratamento final de residuos oriundos da industria de petroleo e seus
derivados, geram altos riscos em relagcdo ao meio ambiente devido principalmente as
caracteristicas de cada residuo, mas também devido as atuais tecnologias utilizadas.
Dentre as principais técnicas de destino e tratamento final, é possivel citar a
incineracdo, landfarming, compostagem, aterros, reatores bioldgicos, incorporacao
em industrias de ceramicas (FRANCISCO e FRANCA, 2007).

A incineracéo ocorre sob alta temperatura (entre 1000 e 1300°C) em condi¢des
controladas. As principais vantagens da utilizacdo do processo de incineracao sao a
alta velocidade de destruicdo do residuo, a possibilidade de aproveitamento do
residuo como combustivel auxiliar e a auséncia da necessidade de transportar o
residuo para outro local. No entanto para alguns residuos os custos de incineragéo
sdo altos e podem apresentar dificuldades no controle da operagdo para evitar
combustbes incompletas com consequente emissdo de poluentes atmosféricos
(FRANCISCO e FRANCA, 2007).

O sistema landfarming, o aterro e a compostagem constituem formas distintas de
depositar os residuos oleosos no solo para posterior biodegradacdo. Ambos os
processos sao lentos e possuem como restricdo a impossibilidade de utilizar residuos

com componentes téxicos ou compostos ndo biodegradaveis. Ja os reatores
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bioldgicos consistem em misturar o solo contaminado ou o0 residuo com agua e
introduzir a mistura em um reator previamente preenchido com carvao, plastico,
esferas de vidro ou terra diatomécea que permitem a obtencdo de grande area
superficial e a rapida formacéo do biofilme responsavelpela biodegradacéo. O inéculo
pode vir da propria populacdo presente no ambiente contaminado; de lodos ativados
ou de cultura pura de microrganismo apropriado (FRANCISCO e FRANCA, 2007).

A incorporacgédo dos residuos em industrias de cerdmicas promove uma reducéo
na quantidade de residuos a serem dispostos e ainda podem ser uma fonte alternativa
de matéria-prima de baixo custo para a industria ceramica. No entanto a adicdo de
residuos oleosos na industria ceramica pode levar a incrementos de emissdo de
poluentes nas fases de secagem e queima (OLIVEIRA, 2003).

A incineracdo acarreta a geracdo de grandes quantidades de poluentes
atmosféricos e possui custo elevado; os aterros oferecem riscos para corpos hidricos
e para a saude publica. Uma alternativa na minimizacéo destes impactos é considerar
a biodegradacao destes residuos (FRANCISCO e FRANCA, 2007).

Os residuos oleosos séo classificados pela Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT), segundo a norma para residuos sélidos NBR 10.004:2004, que
define residuos sélidos:

“Residuos nos estados soélido e semi-solido, que resultam de
atividades de origem industrial, doméstica, hospitalar, comercial,
agricola, de servicos e de varricdo. Ficam incluidos nesta definicdo os
lodos provenientes de sistemas de tratamento de agua, aqueles
gerados em equipamentos e instalacdes de controle de poluicdo, bem
como determinados liquidos cujas particularidades tornem inviavel o
seu lancamento na rede publica de esgotos ou corpos de agua, ou
exijam para isso solucfes técnicas e economicamente inviaveis em
face a melhor tecnologia disponivel (ABNT NBR 10.004:2004).”

A norma tem como objetivo classificar os residuos soélidos quanto aos seus
potenciais ao meio ambiente e a salde publica, para que possam ser gerenciados
adequadamente. Os residuos sao classificados em classe |, perigosos, e classe I,
nao perigosos (ABNT NBR 10.004:2004).

Conforme a NBR 10.004 séo definidos como residuos perigosos aqueles que
possam apresentar risco a saude publica, provocando ou acentuando, de forma

significativa, um aumento de mortalidade ou incidéncia de doencas; riscos ao meio
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ambiente, quando o residuo é manuseado ou destinado de forma inadequada (ABNT
NBR 10.004:2004).

A NBR 10.004 classifica como perigosos, os residuos que possuam ao menos uma
das caracteristicas: corrosividade, inflamabilidade, patogenicidade, reatividade
etoxicidade (FRANCISCO e FRANCA, 2007).

A Politica Nacional de Residuos Sélidos (PNRS) foi instituida e € regulada pela Lei
12305/2010. Conforme esta Lei:

“Art. 1° Esta Lei institui a Politica Nacional de Residuos Solidos,
dispondo sobre seus principios, objetivos e instrumentos, bem como
sobre as diretrizes relativas a gestao integrada e ao gerenciamento de
residuos sélidos, incluidos os perigosos, as responsabilidades dos
geradores e do poder publico e aos instrumentos econémicos
aplicaveis (Lei 12305, 2010).”

O plano de gerenciamento de residuos sélidos € parte integrante do processo de
licenciamento ambiental da atividade produtiva, conforme a PNRS. No entanto esta
politica ndo especifica de que forma o plano de gerenciamento deve ser realizado e
nao dispbe nada acerca de um possivel enquadramento das atividades geradoras de
residuos. Outra falha legal reside na falta de referéncia a apresentacdo de um plano
de gerenciamento de residuos para os empreendimentos em operacéo, com a licenca
ambiental anterior a PNRS em 2010. Na industria do petréleo a validade de operacao
da licenca pode chegar a 10 anos, acarretando um risco de até uma década de
omissao legislativa (MACHADOet al.,2015).

Segundo Machado e colaboradores (2015) para a politica publica nacional de
residuos sélidos a responsabilidade em apresentar um plano de gerenciamento de
residuos solidos é do gerador destes residuos, sendo ainda obrigacées do gerador
(MACHADOet al.,2015):

e Manter o registro atualizado e facilmente acessivel sobre os procedimentos
do plano,
e Informar manualmente quantidade, natureza e destinacdo temporaria ou
final dos residuos,
e Informar sobre a ocorréncia de acidentes ou outros sinistros e
e Adotar medidas para reduzir o volume e a periculosidade dos residuos.
Embora a implementacéo da Lei 12305/2010 e do PNRS represente um avanco

na legislacdo ambiental brasileira, ainda falta um longo caminho no tratamento e
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disposicédo dos residuos solidos provenientes da industria do petréleo, o texto traz
incoeréncias como a reducao da periculosidade dos residuos perigosos, ao invées de
medidas para reducao do risco de exposi¢ao aos residuos perigosos. Além de criticas
ao texto da Lei, a fiscalizacdo em relacéo ao despejo de residuos industriais no Brasil
ainda deixa muito a desejar (MACHADOet al.,2015).

Com o objetivo de minimizar os impactos ambientais causados pela operacéo e
expansdo da industria petrolifera sdo necessarios o0 investimento em novas
tecnologias e uma atuacgdo integrada da administracdo publica, especialmente dos
orgdos das areas de energia, petrdleo e meio ambiente, para a revisdo dos
instrumentos de fiscalizacdo e controle das normas de regulamentacdo dessa
atividade. Em especial os residuos sélidos perigosos, onde sao encontrados em sua
composicédo hidrocarbonetos policiclicos arométicos (HPAS), compostos mutagénicos
e carcinogénicos aos humanos e aos animais, que sao introduzidos no ambiente em
grandes quantidades provenientes das atividades relacionadas a extracdo, ao
transporte, ao refino, a transformacao e a utilizacdo do petréleo e de seus derivados
(MACHADO et al., 2015).

Dentre os residuos com altos teores de compostos policiclicos aroméaticos pode-
se citar o residuo aromatico de pirélise e o 6leo pesado residual (BPF). O residuo
aromatico de pirélise, também conhecido como 6leo de quench, é gerado em grande
guantidade na producédo de gasolina de pirdlise. Trata-se de um 6éleo pesado de
coloracdo avermelhada que contém altos teores de estirenos e aromaticos. Pode ser
utilizado como matéria prima para a producdo de negro de fumo. O 6leo pesado
residual, BPF, possui coloragéo escura e alta viscosidade e é composto por diversos
hidrocarbonetos com uma ampla faixa de pesos moleculares, nimeros de carbonos
(C7 a C50) e pontos de ebulicdo (121 a 600°C) (BRASKEN; OKUTAN et. al, 1994;
PETROBRAS).

O BPF é proveniente do fundo das torres de destilacdo fracionada e dos processos
de cragueamento durante o refino do petréleo. Este 6leo residual pesado é utilizado
na fabricacdo de asfalto e como combustivel em fornos e caldeiras. Conforme a ficha
de seguranca de produtos quimicos, fornecida pela Petrobras Distribuidora S.A. Em
combustdo o 6leo libera hidrocarbonetos poliaroméaticos na forma de particulas e
vapores. Quando aquecido pode liberar sulfeto de hidrogénio (BRASKEN; OKUTAN
et. al, 1994; PETROBRAS).
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3.2- HPAs
Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (HPAS) constituem um grupo com mais de

cem compostos organicos, constituidos de carbono e hidrogénio, contendo dois ou
mais anéis aromaticos condensados. A estrutura quimica destes compostos confere
a eles um alto caréter lipofilico (CARUSO e ALABURDA, 2008).

Os estudos sobre a origem dos HPAs mostram gque estes compostos podem ser
provenientes de varias fontes antropogénicas como combust&o incompleta ou pir6lise
da matéria organica, queima de carvdo, escapamentos de veiculos, Oleos
lubrificantes, fumaca de cigarro, entre outros processos de combustao, bem como de
fontes ambientais como erupcdes vulcanicas e queimadas espontaneas. No entanto
as fontes naturais contribuem com pequenas quantidades de HPAs, enquanto que as
fontes antropogénicas representam o principal processo de emissdo destes
compostos (CARUSO e ALABURDA, 2008).

As principais fontes de HPAs sdo a combustdo incompleta e a pirélise da matéria
organica. A formacéo pirolitica de HPAs é bastante complexa e variavel, dependendo
das condic¢des reacionais, como o tipo da matéria organica presente, a quantidade de
oxigénio disponivel, a pressédo e a temperatura. Estudos apontam um aumento linear
na concentracdo de HPAs na faixa de temperatura de 400 a 1000°C (CARUSO e
ALABURDA, 2008).

O mecanismo aceito para formacdo de HPAs a partir da pirélise envolve a
polimerizacdo via radicais livres, em varias etapas, até a formacdo de nucleos
aromaticos condensados, conforme ilustrado na Figura 2 (LOPES e ANDRADE,
1996).
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Figura 2: Mecanismo pirolitico para formacao de HPAs. Fonte: LOPES E ANDRADE, 1996.
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Os HPAs séo poluentes organicos de grande persisténcia ambiental, e muitos séo
potencialmente carcinogénicos e/ou mutagénicos. Os sistemas de ligacbes duplas
conjugadas dos HPAs determinam a maior parte de suas propriedades, que variam
com o numero de anéis e consequentemente com suas massas moleculares (COSTA,
2001). Eles possuem alta capacidade de distribuicdo no meio ambiente, atmosfera,
agua e solo, esdo encontrados em matrizes complexas, com diversos isbmeros e
amplas faixas de concentracdo. S&o considerados indicadores de contaminacao de
combustiveis por praticamente ndo se degradarem no ambiente (COTTA, 2008).

A biodegradabilidade dos HPAs torna-se mais dificil com o aumento da massa
molecular destes compostos, uma vez que compostos mais leves podem ser
parcialmente dissolvidos em ambiente aquoso, estando assim mais disponiveis para
biodegradacdo ou ainda serem volatilizados estando susceptiveis a degradacao
atmosférica (COTTA, 2008).

O principal processo de degradacdo dos HPAs é por acdo microbiana. A
degradacéo destes compostos depende das condi¢cdes ambientais, da quantidade e
tipo de microrganismos, do pH, temperatura, oxigénio e grau de aclimacao, além da
estrutura quimica dos HPAs presentes. Diversas bactérias podem transformar os
HPAs em metabdlitos menos complexos, incluindo gas carbbénico e agua em
processos aerobicos e metano para processos anaerdbicos. Dentre as espécies
bacterianas com atividade para biodegradar os HPAs estdo Pseudomonas
aeruginosa, Pseudomonas Fluorescentes, Mycobacterium spp., Haemophilus spp.,
Rhodococcus spp., Paenibacillus spp. Além destas os fungos Lignolytice algumas
espécies de algas tém também a propriedade da degradacdo de HPAS (HARITASH
e KAUSHIK,2009).

Geralmente a degradacdo de HPAs é mais eficiente utilizando um consorcio de
microrganismos, seja este de bactérias, algas ou fungos ou de bactérias e algas. Algas
marinhas fotoautotréficas (cianobactérias, algas verdes e diatomaceas) séao
conhecidas por metabolizar o naftaleno em uma série de metabdlitos (HARITASH e
KAUSHIK, 2009).

Pinhati e colaboradores (2014) avaliaram a eficiéncia de degradacéo de HPAs por
bactérias provenientes de estacdo de tratamento de efluente de refinaria de petréleo,
verificaram que as taxas de degradacdo maximas foram obtidas quando um consorcio

microbiano foi utilizado. Obtendo, 56% e 80% de biodegradac&o de antraceno em 15
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e 30 dias, respectivamente e 96% e 99,6% de biodegradacao de fenantreno em 15 e
30 dias, respectivamente (PINHATI et. al., 2014)

Os HPAs sdo poluentes ambientais que apresentam atividade cancerigena e
mutagénica. A exposi¢cao humana e de outros animais aos HPAs pode ocorrer por
diferentes vias, como inalacdo, absorcdo cutdnea ou por ingestdo. Apos a
contaminacao estes compostos podem se acumular no tecido adiposo e/ou ativar um
processo metabolico visando a formacgdo de compostos hidrossollveis para facilitar
sua excre¢do. O mecanismo de eliminagéo envolve a formacéo de epoxidos, seguidos
de compostos polihidroxilados, os quais sdo mais solaveis em agua, viabilizando a
sua eliminacdo pela via urinaria. Os intermediarios metabdlicos podem acarretar
processos de tumoracado (CARUSO e ALABURDA, 2008).

A United States Environmental Protection Agency (EPA) inclui 16 HPAs com alta
carcinogenicidade, mutagenicidade e persisténcia em sua lista de poluentes
prioritarios, para monitoramento (COSTA, 2001) (COTTA, 2008).0s principais HPAs
recomendados pela EPA para o monitoramento biol6gico sdo mostrados na Figura 3
e seus respectivos nomes e abreviaturas estao listados na Tabela 1.
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Figura 3: Estrutura quimica dos HPAs indicados pela EPA para monitoramento. Fonte:
COSTA,2001.



Tabela 1: Nomes e abreviaturas dos HPAs indicados pela EPA. A numeracédo dos

compostos corresponde a Figura3.

Numero Nome Abreviatura
1 Naftaleno N

2 Antraceno A

3 Pireno Pi

4 Criseno Cri

5 Fenantreno Fe

6 Benzo[a]antraceno BaA

7 Dibenzo[a,h]antraceno  DiBahA
8 Benzo[a]pireno BaP

9 Benzo[g,h,i]perileno BgP

10 Acenafteno Ac

11 Acenaftileno Ace

12 Fluoreno F

13 Fluoranteno Fluo

14 Benzo[Kk]fluoranteno BkFluo
15 Benzolb]fluoranteno BbFluo
16 Indeno[1,2,3-c,d]pireno  IndP

28

O Brasil ainda ndo possui legislacdo para monitoramento e limites de HPAs no

meio ambiente (COTTA,2008).
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3.3- Microalgas
As microalgas fazem parte de um grupo muito heterogéneo de organismos. Quase

sempre sdo aquaticas, microscépicas e unicelulares, podendo formar colbnias, e
apresentar pouca ou nenhuma diferenciagdo celular. Sua coloragdo € variadae
caracterizada pela producédo de pigmentos através de metabolismo foto autotréfico
(SCHMITZ,2012).

Microalgas sdo microrganismos fotossintéticos com necessidades nutricionais
relativamente simples. Sua biomassa pode ser empregada para obtencdo de
biocompostos, como suplemento alimentar humano, alimento animal ou fonte de
biocombustiveis (ANDRADE e COSTA, 2008).

As microalgas, juntamente com outros microrganismos fotossintéticos formam o
plankton e sdo responsaveis pela maior parte da producdo de oxigénio molecular
disponivel no planeta a partir da fotossintese (GRESSLER, 2011).

As microalgas fazem parte da cadeia alimentar como produtores primarios. Trata-
se de um grupo diversificado com organismos altamente especializados e capazes de
sobreviver em uma variedade de condigbes extremas como: temperatura,
luminosidade, salinidade, agentes contaminantes industriais e domésticos, entre
outros (HARUM et.al, 2010).

As microalgas possuem em sua composicdo: acidos graxos, carboidratos,
pigmentos, proteinas e vitaminas, o que as torna, além de bons produtores primarios
da cadeia alimentar, uma fonte variada e importante de bioprodutos utilizados nas
industrias: alimentar humana e animal, farmacéutica, cosmética e de biocombustiveis
(SATYANARAYANAEt. al., 2011).

Além da geracéo de bioprodutos, as microalgas possuem aplicacdes ambientais
gue incluem a fixacdo de CO2, remoc¢ao de matéria organica e metais toxicos de
efluentes, producéo de biocombustiveis como biodiesel e bioetanol e na producéo de
moléculas de origem lipidica com capacidade surfactante entre outros
(SCHMITZ,2012).

Estes microrganismos podem ser cultivados em espacos fechados como
fotobiorreatores ou em sistemas abertos como lagoas abertas. Possuem alta taxa de
crescimento quando comparadas a espécies vegetais (VILLAMIZAR, 2013).

O crescimento de uma populag¢do microalgal depende dos parametros bioldgicos,

caracteristicos de cada espécie e de parametros fisico-quimicos, principalmente
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iluminacéo, temperatura e pH, regime hidrodinamico e disponibilidade de nutrientes
(GRESSLER, 2011).

As microalgas captam a radiagdo proveniente da energia solar através de
pigmentos fotossintéticos, onde a energia luminosa é transferida para os centros de
reacdo e € utilizada para as reacdes fotoquimicas. Através da fotossintese as
microalgas fixam o carbono necessario a producdo de biomassa, portanto esse
processo ha uma relagdo do crescimento de um cultivo com o efeito da intensidade
da luz (irradiancia ou iluminag&o) nos mesmos (GRESSLER, 2011).

Cada espécie de microalga possui uma faixa de temperatura 6tima fisiolégica,
variacbes nesta faixa acarretam alteracbes na composicdo e volume celular,
modificando o crescimento celular e a produtividade de bioprodutos (GRESSLER,
2011).

A agitacdo é um fator importante para os cultivos, pois promove a mistura da
suspensao microalgal possibilitando o acesso das células a luz, auxiliando atroca de
gases, mantendo a temperatura e a distribuicdo de nutrientes homogénea no cultivo
(SOARES, 2010).

Uma série de nutrientes € necessaria para o crescimento 6timo das espécies de
microalgas. As necessidades nutricionais variam de acordo com a espécie, 0 meio e
as condicbes de cultivo. Dentre os macronutrientes necessarios destacam-se 0
carbono, nitrogénio e fésforo, bem como calcio, magnésio, enxofre e potassio. Ainda
podem ser necessarios ferro, manganés, cobre, molibdénio e cobalto, além de
pequenas dosagens de vitaminas (GRESSLER, 2011).

A avaliacdo do crescimento de um cultivo de microalgas, geralmente é realizada
através de curvas de crescimento que expressam a relacdo entre o incremento da
biomassa ou o niumero de organismos num determinado volume (densidade celular)
pelo tempo (GRESSLER, 2011). A Figura 4 ilustra uma curva tedrica de crescimento

em um cultivo do tipo estacionario.
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Figura 4: Curva tedrica de crescimento de cultivo estacionario. Adaptado de GRESSLER,
2011.

GRESSLER (2011) descreve a partir da Figura 4, as principais fases de
crescimento do cultivo:

1. Fase de inducéo (Fase Lag): E a fase inicial do cultivo, apds a repicagem,
periodo no qual a cultura se adapta as condi¢cbes do cultivo, motivo pelo qual
ndo ha incremento populacional;

2. Fase Exponencial (Fase Log): € a fase na qual a cultura apresenta alto
crescimento celular;

3. Fase Estacionaria: nesta fase ha uma diminui¢cdo dos nutrientes disponiveis e
ndo ha incremento liquido da populacdo (adensidade celular permanece
constante), a taxa de crescimento esta compensada pela taxa de mortalidade;

4. Fase de Morte da Cultura: Nesta fase o cultivo sofre um decréscimo no
crescimento, proveniente da falta de nutrientes, do autosombreamento e da
possivel presenca de metabalitos téxicos.

Como limitantes do crescimento os principais elementos sédo carbono, nitrogénio,
fésforo e ferro. O carbono constitui cerca de 50% da biomassa microalgal e por este
motivo € considerado um dos elementos nutricionais mais importantes do cultivo. A
fonte de carbono utilizada pode ser organica, inorganica e gas carbodnico atmosférico.
Conforme SOARES (2011) de acordo com a fonte de carbono empregada os cultivos
de microalga podem ser classificados em trés tipos (SOARES, 2010):

e Heterotrofico: o fornecimento de carbono é realizado pela introducéo
decompostos organicos apropriados ao meio de cultura (glicose, glicerol,

entreoutros compostos organicos);
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e Mixotrofico: o carbono é disponibilizado tanto por meio de compostos
organicos quanto pelo CO2 atmosférico e inorganico;

e Autotrdfico: (fotoautotréfico) — a Unica fonte de carbono disponibilizada € o
CO:2 inorgéanico e atmosférico. Neste caso, o dioxido de carbono pode ser
disponibilizado as células por difusdo (do ar atmosférico) ou por
borbulhamento de ar através de compressores diretamente no meio de
cultura, ou ainda através da adicao de acido carbénico e/ou carbonatos.

As microalgas existem em um variado numero de classes e sdo distinguidas,
principalmente, pela sua pigmentacdo, ciclo de vida e estrutura celular
(SCHMITZ,2012).

A escolha da microalga mais adequada para se trabalhar depende da aplicacéo
dada ao microrganismo, que pode ir desde a producédo de bicombustiveis ou bioativos
até a biodegradacdo de efluentes, ainda devem ser considerados varios outros
fatores, como por exemplo, a faixa de temperatura a assimilacdo de nutrientes, as
especificacdes para o crescimento, a composicdo de acidos graxos, carboidratos,
proteinas, entre outros (PINTO, 2014)

A microalga Desmodesmus sp. € um género de algas verdes de agua doce,
pertencente ao grupo Chlorophyta. E uma microalga eucaridtica, verde, de forma
elipsoidal a ovéide, pode se distribuir em células Unicas ou em cendbio de 2-4-8-16
células. Entre as vantagens deste género estdo a alta resisténcia e produtividade,
podem alcancar seu maior crescimento em até 14 dias, ainda em relacdo aos custos
com o cultivo, em regides de climas tropicais a Desmodesmus sp. apresenta a
vantagem de estar adaptada a temperaturas da agua acima de 25°C (PINTO, 2014).

Dentre as principais aplicacdes ambientais das microalgas € possivel citar a
produgédo de bicombustiveis e de biossurfactantes, além da fixagdo de CO2 e da
biodegradacéao de efluentes (SCHMITZ,2012).

A composicao dos efluentes depende da sua origem. Muitos efluentes podem
conter grande quantidade de matéria organica, HPAs ou ainda metais téxicos,
representando assim um grave problema para o meio ambiente (SCHMITZ,2012).

A aplicacdo das microalgas no tratamento de aguas residuais € promissora na
remocao de nutrientes, metais pesados e compostos organicos téxicos, como fendis
e cloro fendis. Possibilitando a melhoria nos parametros de qualidade da agua
(GRESSLER,2011).


https://pt.wikipedia.org/wiki/G%C3%A9nero_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Alga
https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81gua_doce

33

A primeira proposta do uso de microalgas em processos de biorremediacao foi
proposta em 1957 por Oswald e Gotaas. No entanto a idéia ganhou impulso com a
clara necessidade de preservacdo ambiental na década de 80 (GRESSLER,2011).

Golueke, Oswald e Gotaas (1957) realizaram um trabalho de tratamento em aguas
residuais usando a combinacdo das atividades de bactérias e algas em lagoas de
estabilizacdo. Nas lagoas, as bactérias realizaram a decomposicédo de constituintes
organicos, tornando estes disponiveis para as algas. O oxigénio liberado na
fotossintese algal foi utilizado pelas bactérias na oxidacdo da matéria organica
(GOLUEKE et al., 1957).

O estudo da capacidade de algumas espécies de microalgas e cianobactérias em
metabolizar determinado composto policiclico aromatico iniciou na década de 80,
entre as espécies com esta capacidade estdo Chlorella autotrophica, Chlorella
sorokiniana, Chlamydomonas angulosa Coccochloris elabens, Cylindrotheca sp.,
Dunahella tertiolecta, Nlicrocoleus chthonoplastes, Navicula sp., Nitzschia sp., entre
outras. A espécie, primeiro, precisa absorver o componente, para em seguida
metaboliza-lo. Sabe-se que a biodegradacéo dos HPAs ocorre por rotas que envolvem
enzimas e o processo de oxidacdo destes compostos. As cianobactérias e algas
verdes em condi¢des fotoautotréficas oxidam o naftaleno a 1-naftol, com pequenas
guantidades de cis-l, 2-di-hidroxi-l, 2-Dihidronaftaleno e 4-hidroxi-I-tetralona
(CERNIGLIA, 1993).

A eutrofizacdo de aguas pode ser reduzida significativamente pelo cultivo de
microalgas, os cultivos permitem o aumento do oxigénio dissolvido na &agua,
ampliando as possibilidades de recuperacdo dos parametros fisico-quimicos da agua
e consequentemente a fauna e flora locais (GRESSLER,2011).

D6nmez e colaboradores (2008) utilizaram o cultivo da cianobactéria Phormidium
sp. imobilizada em suporte de alginato de para a remocao de corantes de industria
téxtil em efluente. Em todas as concentragfes testadas os resultados obtidos variaram
de 50 a 88% de remocéo do corante no efluente (DONMEZet. al, 2008).

A capacidade de remocao de metais toxicos em efluentes foi demonstrada em
diversos trabalhos, em especial com o uso da microalga Spirulina. Dal Magro e
colaboradores (2013) obtiveram sucesso na remocdo de Cromo VI em efluente
utilizando a biomassa ativa da microalga Spirulina patensis. Foi apresentada uma
capacidade de biossor¢cdo de Cromo (VI) maxima de 61,97% (DAL MAGROet al.,
2013).
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Hodaifa e colaboradores (2008) utilizaram agua residual proveniente do enxague
em industria de azeite de oliva para producéo de biomassa de Scenedesmus obliquus.
Os autores verificaram que a biomassa de lipidios foi dependente da porcentagem de
agua residual utilizada como meio de cultivo, alcangando os maiores teores de acidos
graxos mono-insaturados, poli-insaturados e acidos graxos essenciais quando 100%
da agua do cultivo tratou-se da agua de enxague industrial, rica em residuos oleosos
(HODAIFA et al.,2008).

Mezzomo e colaboradores (2010) utilizaram cultivo de Spirulina no tratamento de
efluente suino, rico em fésforo e nitrogénio inorganicos e verificaram a remocao dos
componentes de fosforo do efluente e da Demanda Quimica de oxigénio (DQO), e
ainda a possibilidade de producdo de biomassa e seu uso na fabricacdo de racéo
animal (MEZZOMO et al., 2010).

Yuan e colaboradores (2008) realizaram estudo na biodegradacdo de dois
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos tipicos (HAPs), fenantreno e fluoranteno,
utilizando diatomaceas enriquecidas a partir de um ecossistema aquatico de mangue
no estuario do rio Jiulong, na China. Foram utilizados cultivos das espécies S.
costatum e Nitzschia sp de microalgas. Os resultados mostraram que as duas
espécies de microalgas demonstraram maior capacidade de remover mais fenantreno
do que fluoranteno (YUAN et al., 2008).

A aplicacdo de microalgas na biorremediacdo e restauracao de sistemas aquaticos
favorece a fitoextracédo e a biodegradacao de muitos poluentes organicos, no entanto
ainda existem muitos compostos e espécies a serem estudados. Novas pesquisas e
a engenharia genética podem contribuir para eficiéncia em processos de
biorremediacao, além do aumento da tolerancia microalgal a estes poluentes. Ainda &
necessario ampliar o estudo e controle de diferentes parametros de ecossistemas
aquaticos como temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes objetivando o aumento
da absorcdo, acumulagédo e biodegradacao de diferentes poluentes por microalgas,
tornando o processo de biorremediacdo e descontaminacdo de um ecossistema
aquatico mais eficaz (CHEKROUNet al., 2014).
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3.4- Emulsdes
Na Industria petroquimica as emulsfes estao presentes em quase todas as etapas

do processo, desde o reservatorio até seu refino (KAKATI et.al., 2014). As emulsdes
sdo uma mistura de liquidos constituidos de uma fase dispersa e outra continua a qual
€ formada na presenca de liquidos imisciveis e um agente emulsificante
acompanhado de agitacdo no sistema durante o processo de formacéo. As emulsées
podem ser classificadas como 6leo em agua (O/A), onde o 6leo é a fase dispersa e a
agua é a fase continua; e 4gua em 6leo (A/O), onde a 4gua € a fase dispersa e o 6leo
€ a fase continua (VENKATARAMANI e AICHELE, 2015, 2015; IIDA, 2007).

As emulsdes podem ser definidas como uma dispersao, onde as fases sao fluidos
imisciveis ou parcialmente misciveis. Neste sistema ha uma fase dispersa finamente
dividida em outra fase continua, na presenca de um surfactante, o agente
emulsionante. Em uma emulsé&o do tipo 6leo em 4gua, este agente surfactante retine
propriedades hidrofilicas e hidrofébicas. As emulsGes podem ser classificadas em
relacdo ao tamanho das particulas dispersas, sendo mais estaveis quanto menores
forem as mesmas (KILPATRICK, 2012).

Os derivados de petroleo, bem como o 6leo cru podem formar indmeras emulsdes
como 6leo em agua, sob condicdes especificas de pH e temperatura, sob a adicdo de
formulacdes com surfactantes e emulsificantes combinados (IIDA, 2007).

As aplicacbes dos processos de emulsificacdo e demulsificacdo na industria
petroguimica sdo vastas, incluindo desde fluidos de perfuracéo até a biorremediacéo
de mares e manguezais (KILPATRICK, 2012; IIDA, 2007).

Atualmente ha uma demanda em estudos de emuls6es de 6leo cru principalmente
pela descoberta de novas reservas de petrdleo pesado, que contém uma maior
guantidade de asfaltenos e formam emulsées mais facilmente (MESTRE, 2011).
Estima-se que 40% da reserva brasileira de petroleo sejam de petréleo pesado (ANP).

As emulsdes podem ser consideradas como termodinamicamente instaveis, mas
possuindo um grau de estabilidade cinética. A propriedade fisica mais importante de
uma emulsdo € a sua estabilidade. Entende-se por estabilidade de uma emulséao a
capacidade da mesma em manter sua homogeneidade durante um determinado
periodo de tempo (KILPATRICK, 2012).

A formacéo de uma emulséao, bem como sua estabilidade, requer uma diminuicdo
na energia livre do sistema, através da diminuicdo da energia interfacial entre dois

liguidos imisciveis. Os tensoativos ou emulsificantes, devido a sua estrutura
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anfipatica, podem adsorver nas diferentes interfaces, promovendo uma diminuicao da
tensao interfacial e consequentemente da energia livre do sistema (FLORENCE e
ATTWOOD, 2011).

Os tensoativos sdo moléculas que apresentam afinidade por compostos organicos,
superficies das solucbes com sdélidos, liquidos ou gases e também pela agua,
podendo desta forma pertencer a dois meios imisciveis. Estas caracteristicas
permitem o uso de tensoativos como conciliadores destas fases imisciveis, formando
emulsdes, suspensdes, espuma, microemulsées ou ainda propiciando umectacao,
formacéao de filmes liquidos e detergéncia de superficies (DALTIN, 2011).

A porcdo hidrofébica dos tensoativos geralmente € composta por cadeias
carbdnicas saturadas ou insaturadas e em alguns casos por sistemas de anéis
aromaticos. A porcao hidrofilica pode ser anibnica, catibnica ou ndo-ibnica. A
classificacdo dos tensoativos ocorre em relacdo a porcdo hidrofilica da molécula
(FLORENCE e ATTWOOD, 2011). A Figura 5 ilustra algumas moléculas de

tensoativos e suas respectivas classificagoes.

NANAN \/\—@ Cationices

IBNICOS \/\/\/\/\_@ Anionicos
\/\/\vf\/x® Anfiiores

NAO-IONICOS \\/\/\/\/NO Nio possui carga
Figura 5: Classificacdo dos tensoativos. Fonte: Adaptado de SILVA, 2008.

Na superficie de um liquido as moléculas n&o estdo completamente cercadas por
moléculas como no seio da solucéo, logo estas moléculas da superficie ndo realizam
as mesmas quantidades de interacdes que as moléculas presentes no seio da
solucéo. Este desequilibrio de for¢as acarreta a existéncia de uma forga resultante de
atracéo para dentro da solucéo exercida pelas moléculas do interior da solucéo sobre
as moléculas superficiais, 0 que resulta na tendéncia espontanea da superficie em se
contrair (CASTELLAN, 1972).
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A tensao superficial é definida como a forca que atua perpendicular a uma linha de
1metro de comprimento ao longo da superficie em direcdo ao centro da solucéo
(FLORENCE e ATTWOOD, 2011).

A contracdo da superficie é espontanea e acompanhada por um decréscimo na
energia livre do sistema. Qualquer tentativa de expandir esta superficie contraida
representa um acréscimo na energia livre do sistema (FLORENCE e ATTWOOD,
2011).

A energia livre da superficie de um liquido € definida como o trabalho necessério
para aumentar 1m? na area da superficie. A Equacdo 1 expressa matematicamente a
energia superficial (FLORENCE e ATTWOOD, 2011; CASTELLAN, 1972).

W= yAA Eq. 1

Onde:

W é o trabalho;

y € a tenséo superficial;

AA é a variacdo na area da superficie.

Um desequilibrio de forcas semelhantes ao existente na superficie de um liquido
ocorre na interface de dois liquidos imisciveis promovendo uma tensao interfacial. As
moléculas anfifilicas em uma solugcédo tendem a se orientar entre os dois liquidos de
tal modo que os grupos hidrofébicos sejam removidos do meio aquoso. A mudanca
nas forcas de atracdo e repulséo na interface promovida pela adicdo de um tensoativo
permite o alcance de um estado de energia minima na interface do sistema
(FLORENCE e ATTWOOD, 2011).

Sem a adicédo de um tensoativo na interface do sistema héa forcas de repulséo entre
os liquidos imisciveis e as forgas de atracao entre as moléculas da agua, bem como
as forcas de Van der Waals atraindo entre si 0s compostos orgéanicos. A intrusdo das
moléculas de tensoativo na interface, impede o contato das moléculas de agua com
as moléculas hidrofébicas eliminando assim as forcas de repulséo o que
consequentemente diminui a contragdo da interface (FLORENCE e ATTWOOD,
2011).

Héa casos em que a reducéo da tenséao interfacial entre dois liquidos pela adicao
de um tensoativo resulta em valores de tenséo tdo baixos, na ordem de 10*mN m-,
gue ocorre um processo de emulsificacdo espontaneo (FLORENCE e ATTWOOD,
2011).
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Ao acrescentar um tensoativo a um sistema com mais de uma fase, primeiramente
0 composto anfipatico se acumula na regido interfacial, reduzindo a tensao existente
nesta, com o aumento da concentracdo do tensoativo este passa a se distribuir ao
longo do sistema, mantendo o equilibrio entre as moléculas presentes na interface ou
na superficie e as moléculas do seio da solucdo (FLORENCE e ATTWOOD, 2011).

A adsorcédo dos tensoativos em solutos hidrofébicos como o carbono representa
uma maneira de reduzir o contato entre estes grupos e as moléculas de agua
contribuindo para um estado de minima energia. Como consequéncia pode ser
formada uma estrutura de agregados em solucédo, onde as moléculas constituintes
estdo geralmente arranjadas em uma estrutura esferoidal com os ndcleos hidrofébicos
protegidos da dgua por um manto de grupos hidrofilicos. Esta estrutura € denominada
micela (FLORENCE e ATTWOOD, 2011).

As emulsdes podem ser explicadas em termos de formacéo destes agregados. As
micelas formadas em uma emulsdo sdo termodinamicamente instaveis, podendo ser
guebradas, de acordo com a conveniéncia pela adicdo de composto que desequilibre
as forgas de interagéo intermoleculares existentes (MESTRE, 2011).

A adicdo de tensoativos a um sistema liquido bifasico € acompanhada por uma
diminuicdo na tensao interfacial linear até a saturacdo da concentracéo de tensoativos
na interface do sistema. A concentracdo na qual um tensoativo ndo promove mais a
diminuicdo da tenséo interfacial € denominada concentragdo micelar critica (CMC)
(MESTRE, 2011).

Ao atingir a CMC as moléculas anfifilicas tendem a proteger sua porcéao hidrofébica
do contato com as moléculas de agua, formando assim as micelas (FLORENCE e
ATTWOOD, 2011).

A Figura 6 indica a variacao da tenséo superficial em meio aquoso com a adi¢cao
de tensoativo ao meio (MESTRE, 2011).

cMC

Tensao Interfacial

Concentracédo de Tensoativo(s)

Figura 6:Variacdo da tenséo superficial x Concentracdo de tensoativo. Adaptado de
MESTRE, 2011.
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Na Figura 6 observa-se uma diminuicdo da tenséo interfacial com o aumento da
concentracao de tensoativo, na etapa |, a grande maioria das moléculas de tensoativo
adsorvem-se na interface 6leo-agua, e a concentracao superficial cresce rapidamente.
A partir do valor da concentragao micelar critica (CMC) a concentracgdo de tensoativos
na interface estd saturada e as moléculas de tensoativo adicionadas devem
solubilizar-se na fase aquosa, para posterior formacéo das estruturas micelares, etapa
Il. Apés atingida a CMC o valor da tensao interfacial se mantém constante em relacéo
a novas adic¢oes do tensoativo(FLORENCE e ATTWOOD, 2011; MESTRE, 2011).

Apo6s a CMC, qualquer molécula suplente de tensoativo encontra-se acima do seu
limite de saturacédo na fase aquosa, e a sua solubilizacdo ocorre sobre a forma de
micelas. A CMC indica a menor concentracao de tensoativo necessaria para reducao
e estabilizacdo da tensao superficial e interfacial de uma emulsdo (MESTRE, 2011).

Os tensoativos apresentam propriedades de superficie e interfaciais, diretamente
relacionadas asua capacidade emulsionante, fazendo com que a escolha do
tensoativo ou da mistura de tensoativos deva ser adequada a cada emulséo
(FLORENCE e ATTWOOD, 2011).

As propriedades fisico-quimicas que influenciam a estabilidade das emuls6es sé&o
a tensdo superficial, as forcas eletrostaticas, repulsdo estérica, efeito Marangoni-
Gibbs e estabilizacdo por filme delgado. Uma baixa tensao interfacial entre dois
liquidos imisciveis facilita a formacdo de emulsdes, pois facilita a criacdo e a
estabilizacdode grandes areas interfaciais (IIDA, 2007).

As forcas eletrostaticas afetam a floculacdo e sao mais importantes na
estabilizacdo de emulsbes 6leo-em-agua. Geralmente as substancias adquirem carga
elétrica quando entram em contato com um meio polar, como a agua. A origem dessa
carga pode ser ionizacéo dos tensoativos ou a adsorcao de tensoativos e particulas
sélidas carregadas. Essa carga elétrica leva a formacéo da dupla-camada elétrica que
consiste em uma camada interna com ions de carga oposta ao da goticula e uma
camada externa ou difusa, na qual os ions estdo distribuidos de acordo com a
influéncia das forgcas elétricas e do movimento térmico. A dupla-camada elétrica,
guando formada, previne a floculagdo pela repulsédo dos ions adsorvidos
(SCHRAMM,1992).

As principais propriedades das emulsdes sdo: condutividade elétrica, tamanho de
gotas, viscosidade, reologia e estabilidade (SCHRAMM,1992).
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Em relacdo ao comportamento reolégico das emulsdes, em baixas a moderadas
concentracbes da fase dispersa, as mesmas apresentam um comportamento
newtoniano. Para altas concentracbes as emulsdes apresentam comportamento de
fluidos pseudo-plasticos (MAIA et. al., 2012).

A escolha do surfactante como agente emulsionante, depende das caracteristicas
e tamanho da cadeia carbbénica do 6leo que serd emulsionado em agua, é importante
verificar a relacdo entre os grupos hidrofilicos e lipofilicos da molécula do tensoativo,
chamada de balanco hidrofilico-lipofilico (HLB). Existe na atualidade uma gama de
ativos com funcdes emulsionantes, surfactantes aniénicos, catibnicos e nao idnicos,
gue podem ser alcoois, aminas, ésteres e amidas etoxilados, geralmente derivados
de um polimero de moléculas de 6xido de eteno, ou até biossurfactantes (FLORENCE
e ATTWOOD, 2011).

Os principais fatores na escolha de uma solucédo emulsionante séo o valor de HLB
do tensoativo ou da mistura de tensoativos e sua concentracdo. Além destes, deve-
se considerar a influéncia da estrutura quimica dos ativos escolhidos, e em alguns
casos da presenca de co-emulsionantes como &lcoois e 6Oleos que facilitam a
solubilizacdo dos tensoativos e dos 6leos (MESTRE, 2011). A tabela 2 apresenta

valores tipicos de HLB e suas aplicacfes.

Tabela 2: Valores de HLB e suas aplicacbes. Fonte: Adaptado de MESTRE,2011.
HLB APLICACOES

1-3 Agente antiespumantes

3-6 Agentes emulsificantes (Emulséo A/O)
7-9 Agentes de molhabilidade

8-18 Agentes emulsificantes (Emulséo O/A)
13-16 Detergentes

16-18 Agentes Solubilizantes

Vale ressaltar que o valor do HLB nao determina a eficiéncia do emulsificante e a
escolha do tensoativo ou da mistura de tensoativos e seus respectivos valores de HLB
deve ser feita experimentalmente (MESTRE, 2011).

Nos tensoativos idnicos a interagdo com as moléculas de agua é forte e ocorre

tanto nos tensoativos catibnicos quanto anidnicos devido a forte atragdo eletrostética
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entre o0 polo carregado da molécula do tensoativo e as respectivas cargas parciais dos
atomos de hidrogénio e oxigénio (DALTIN, 2011).

Nos tensoativos ndo ibnicos, a polaridade da molécula geralmente € devida a
presenca dos grupos etoxilados que concentram cargas parciais negativas nos
atomos de oxigénio ao longo da molécula. A solubilidade em agua, nestes tensoativos
€ mais fraca, uma vez que ocorre devido a cargas dispersas. Quanto maior o0 nimero
médio de mols de oxido de etileno (EO) na molécula maior a solubilidade em agua
(DALTIN, 2011).

Em uma emulsdo 6leo em agua os tensoativos recobrem a superficie das goticulas
de 6leo. Caso este tensoativo seja anidnico as goticulas de 6leo adquirem superficies
carregadas negativamente, estas cargas negativas atraem as moléculas de agua e
contraions de carga positiva presentes na solu¢cdo aquosa, gerando uma dupla
camada elétrica em volta de cada micela. Como as goticulas vizinhas vao apresentar
carga eletrostatica de mesmo sinal nas suas superficies ocorrera um efeito de
repulsdo entre as mesmas, impedindo a aproximacdo de goticulas de dleo e
consequentemente reduzindo a probabilidade de coalescéncia. A emulsdo neste caso
€ estabilizada por efeito eletrostatico (DALTIN, 2011).

Em emulsGes com o uso de tensoativos ndo iénicos as goticulas de 6leo recobertas
por tensoativos ndo apresentam dupla camada elétrica, pois estes tensoativos nao
possuem carga verdadeira. Como estes tensoativos apresentam partes polares muito
longas a estabilizacdo das emulsdes ocorre por impedimento estérico (DALTIN, 2011).

Geralmente a melhor estabilizacdo de uma emulsdo se da pela combinacdo dos
dois efeitos, eletrostaticos e estéricos, sendo necessaria a mistura de tensoativos
ibnicos e ndo idnicos. A escolha destes tensoativos depende da estrutura quimica do
Oleo, da estrutura dos tensoativos, da afinidade das partes polar e apolar pela 4gua e
pelo 6leo (HLB) (DALTIN, 2011).

O uso de tensoativos apolar com estrutura ramificada reduz a mobilidade das
goticulas formadas aumentando o efeito de impedimento estérico. A estrutura do
tensoativo usado deve evitar a coalescéncia das goticulas de 6leo e a consequente
quebra da emulsdo (DALTIN, 2011).

A quebra de uma emulséo é caracterizada pela perda irreparavel da estrutura
guimica da mistura assim como de suas propriedades fisico-quimicas. Diferentes
mecanismos de quebra de emulsdo podem ser empregados dependendo das

condi¢bes do escoamento, propriedades dos fluidos, concentracdo de surfactante,
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procedimento de formacdo da emulsdo, entre outros, podendo ser favorecida a
ocorréncia de um ou mais mecanismos (KARCHER, 2008).

A quebra de uma emulséo pode ocorrer por diversos mecanismos, por agao
térmica, mecanica, eletrosttica e quimica. No que se referem aos mecanismos
guimicos, estes ocorrem gracas a adicdo de um desemulsificante. Os
desemulsificantes sdo constituidos de poliglicais e poliésteres glicois, aminas, alcoois,
resinas e nonilfendis etoxilados, &lcoois polihidricos e sais de &cidos sulfénicos que
apresentem propriedades interfaciais e se adsorvam na interface agua-6leo mudando
as suas propriedades fisico-quimicas e favorecendo assim a coalescéncia entre as
gotas de agua (LOPES et. al., 2003; KOKAL, 2005).

A desestabilizacdo de uma emulsdo ocorre em trés etapas: floculacao,
sedimentacao e coalescéncia (GRAHAM et. al., 2008). Entre as propriedades que séo
procuradas nos desemulsificantes destacam-se as altas velocidades de adsor¢céo na
interface agua-oleo, deslocamento dos emulsificantes naturais que estabilizam as
emuls@es e a formacao de peliculas finas e frageis na interface agua-éleo (WU et. al.,
2003).

Os desemulsificantes, aumentam a tenséo nas interfaces localizadas entre as duas
gotas, criando um gradiente de tensdes entre esta regido e as demais partes da
interface da gota. Assim, favorecendo a remocdo de mais emulsificantes na regiao
entre as gotas, seguido da adsor¢cdo de desemulsificantes. A pelicula rigida,
inicialmente formada pelos emulsificantes é substituida por um filme fino e fragil de
desemulsificantes de facil ruptura. A drenagem da fase continua entre as gotas produz
a diminuicdo da concentracdo de espécies tensoativas localizadas nas interfaces.
Estes espacos sao ocupados pelas moléculas de desemulsificantes (MESTRE, 2011).

Entre os demulsificantes naturais a quitosana recebe destaque, trata-se de um
biopolimero abundante na natureza, de baixo custo e atoxico. Este polimero possui
grande area superficial e solubilidade em agua dependente da escala de pH (CRINI
et. al., 2009).

A quitosana é um polimero obtido pela reacéo de desacetilacdo da quitina em meio
alcalino. A quitina é um polimero natural extraido do exoesqueleto de crustaceos,
insetos etc., composto pelas unidades monomeéricas de B-(1—4)- 2-amino-2-desoxi-
D-glicose e B-(1—4)-2-acetamida- 2-desoxi-D-glicose (LARANJEIRA e FAVERE,

2009). A Figura 7 ilustra as estruturas da quitina e quitosana.
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O uso de quitosana em diversas areas esta diretamente relacionado ao peso
molecular e ao grau de desacetilacdo do polimero, a sua aplicacdo € crescente no
mundo em especial nos setores de materiais, industria alimenticia e farmaceutica e
agricultura. O elevado peso molecular da quitosana limita sua solubilidade em agua,
sendo seu grau de desacetilacdo extremamente importante para sua solubilidade
aquosa (WESKA et. al., 2007).

A gquitosana é soluvel em soluc¢des aquosas &cidas diluidas devido a protonacao
de seus grupamentos amina. Neste experimento 0 uso de quitosana como
demulsificante se deu através da solubilidade deste biopolimero em dgua em pH acido
e sua insolubilidade em meios agquosos neutros ou basicos, esta propriedade, aliada
a sua grande area superficial e suas interacdes quimicas com moléculas orgéanicas,
permitem seu uso na separacdo de fases de uma emulsdo do tipo 6leo em agua
(CRINI et. al., 2009).

CH,OH NHCOCH
,--"f "1“:;,---'0 HW}"T-_-"'-“{'{TEH_‘_ 3
HO— — 00—/
NHCOCH; CH;0H n
QUITINA
CH,OH NH.
.____.-"' - _.,-'-"D..- H(_".-?T-_"‘--\._;""fﬁ.\.__‘
HO—) L —0— 0
NH, CH,0H n
QUITOSANA

Figura 7: Representacfes das estruturas primarias de quitina e quitosana onde n é o grau
de polimerizacdo. Fonte: BATTISTI e CAMPANA-FILHO, 2008.
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3.5-Métodos analiticos utilizados

3.5.1- ESPECTROSCOPIA RAMAN
O estudo da interacao da radiacédo eletromagnética com a matéria € realizado nas

técnicas de espectroscopia, permitindo a obtencdo de informacgdes sobre a estrutura
molecular e as ligacdes quimicas. Nas moléculas, a regido espectral onde as
transicbes sdo observadas depende do tipo de niveis envolvidos: eletrdnicos,
vibracionais ou rotacionais. A energia total de uma molécula é a soma das energias
eletrbnica, vibracional e rotacional, sendo a energia eletrébnica muito maior que a
vibracional e esta, muito maior do que a rotacional. Entre as diversas técnicas
instrumentais que permitem a determinacdo de estruturas moleculares, niveis
energeéticos e ligacdes quimicas, pode-se citar a espectroscopia de Infravermelho e a
espectroscopia Raman (SALA, 2008).

As energias eletrbnicas aparecem nas regides do ultravioleta e da luz visivel, as
vibracionais aparecem na regido do infravermelho e as rotacionais aparecem na
regido das microondas. Ao comparar 0s niveis energéticos de uma molécula observa-
se valores bem diferentes, possibilitando que cada espectro possa ser estudado
separadamente. A interacdo da radiacdo eletromagnética com 0 movimento
vibracional dos nucleos atémicos origina os espectros vibracionais no infravermelho e
o espalhamento Raman (GUIMARAES, 2011).

O espalhamento Raman pode ser definido como o espalhamento inelastico da
radiagdo eletromagnética que interage com as moléculas. Fisicamente os dois
processos Raman e Infravermelho séo diferentes. O infravermelho envolve uma
ressonancia entre a diferenca de niveis de energia da molécula e a radiacdo
eletromagnética. No Raman uma radiacdo monocromatica, geralmente no visivel,
interage com a molécula e € espalhada com frequéncia ligeiramente modificada,
acarretando uma variacao na frequéncia que corresponde a diferenca de energia entre
dois estados vibracionais (SALA,2008).

Ambas as técnicas apresentam os mesmos valores de frequéncias vibracionais,
mas 0s mecanismos envolvidos sdo distintos. No infravermelho é necesséario haver
uma variagdo no momento dipolar da molécula durante a vibracdo, enquanto na
atividade Raman o momento dipolo considerado é o induzido pela radiagédo
eletromagnética (SALA,2008).
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Ao iluminar um grupo de moléculas com luz monocromatica, cujo comprimento de
onda ndo permite sua absorcdo, a maior parte da luz incidente € transmitida
diretamente através da amostra com espalhamento elastico, Rayleigh, outra parte é
espalhada em frequéncias menores ou maiores que da radiagcdo original chamado
espalhamento Raman (GUIMARAES, 2011). A Figura 8 ilustra o mecanismo de

interacdo da luz incidente em uma amostra.

Vot Vi

Espalhamento Raman

Vo

AMOSTRA

Vo Espalhamento elastico |
(Rayleigh)

Figura 8: Mecanismo de interacdo da Luz. Fonte: Adaptado de GUIMARAES, 2011.

Apoés a incidéncia da luz os elétrons distribuidos em torno de uma ligacdo na
molécula sofrem uma distorcdo momentanea seguida da reemissdo da radiacao
enquanto a ligacao quimica retorna ao seu estado normal. Esta distor¢do envolve o
espalhamento Raman. Enquanto distorcida, a molécula fica temporariamente
polarizada e, de acordo com a mecanica quantica, uma vibracdo é ativa no espectro
Raman e modifica o0 posicionamento dos ndcleos atdbmicos envolvidos. A
polarizabilidade € a facilidade da molécula em sofrer distor¢do quando submetida a
um campo elétrico, de modo que os nucleos séo atraidos pelo pélo negativo e os
elétrons s&o atraidos pelo polo positivo (GUIMARAES, 2011).

O espalhamento Raman pode ser de dois tipos: Stokes e anti-Stokes. No
espalhamento Raman Stokes, o féton colide com a molécula, passando do estado
fundamental para o estado virtual e, decai em seguida para um estado vibracional de
energia. O foton espalhado tera energia menor que a radiagdo incidente. No
espalhamento Raman anti-Stokes o féton encontra a molécula jA em um estado
excitado e a leva para a uma energia bem mais alta, quando chega ao estado virtual,
a molécula decai para o estado fundamental. O féton espalhado tera energia maior
que a radiac&o incidente, conforme ilustra a Figura 9 (GUIMARAES, 2011).

No espalhamento elastico, Rayleigh, as moléculas estdo num estado denominado

fundamental e sofrem colisdo com o féton de energia, as moléculas entdo passam
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para um estado virtual voltando em seguida para o estado fundamental e o féton é
espalhado sem alteracéo de energia (GUIMARAES, 2011).

A diferenca de energia entre a radiacao incidente e a espalhada corresponde a
energia com que atomos presentes nas moléculas estudadas estdo vibrando. Os
espectros Raman relacionam a intensidade do sinal obtido com as frequéncias
energéticas onde acontece cada vibracdo, tornando possivel seu uso na elucidagéo

da estrutura molecular e dinamica da amostra (FARIA, 2011).
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Figura 9: Mecanismo de espalhamento Rayleigh e Raman. Fonte: Adaptado de FARIA,
2011.

Geralmente as espécies a serem analisadas sdo complexas e por isto ndo héa
somente um tipo de vibracdo, a radiacdo espalhada inelasticamente é constituida por
um numero muito grande de diferentes frequéncias ou componentes espectrais as
guais precisam ser separadas e ter sua intensidade medida. O espectro Raman traz
um grafico que representa a intensidade da radiacdo espalhada em funcdo de sua
energia dada em numero de onda. Cada espécie quimica, seja um pigmento, corante,
solvente, mineral, entre outros fornece um espectro gue € como sua impressao digital
permitindo sua identificacao (FARIA, 2011).

A intensidade do sinal Raman depende tanto da intensidade da radiagao incidente
como do tipo de amostras a serem analisadas. As frequéncias vibracionais obtidas
dependem de trés fatores especificamente: as massas atbmicas da amostra, 0s
arranjos geométricos moleculares e as for¢cas entre estes enlaces quimicos. A
interpretacdo de espectros vibracionais e elucidacao da estrutura molecular pode ser
realizada por duas metodologias. A primeira utiliza as frequéncias caracteristicas dos
grupos funcionais, a segunda faz uso da teoria de grupos aliada a métodos
computacionais para determinar as frequéncias das vibragdes moleculares (PETER,
2011).
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As vibracbes dos grupos funcionais das moléculas sdo mecanicamente
independentes das demais partes que compdem a molécula, o que faz com que o0s
mesmos grupos funcionais apresentem vibra¢cées nas mesmas frequéncias ou com
pequenos deslocamentos em moléculas distintas. Esta caracteristica torna os grupos
funcionais facilmente identificais nos espectros Raman e infravermelho (PETER,
2011). A Figura 10 apresenta as regides onde se encontram alguns grupos funcionais

caracteristicos.
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Figura 10: Regides espectrais de alguns grupos funcionais caracteristicos. Fonte: Adaptada
de PETER,2011.

A espectroscopia Raman nao requer quase nenhum preparo da amostra e utiliza
porcgdes infimas da amostra (PETER,2011). No trabalho com microalgas e avaliagfes
destas de rotina estas vantagens sao de grande importancia, pois a retirada de
grandes quantidades de amostra pode comprometer o cultivo e o tratamento da
amostra necessario a analises cromatograficas é muito laborioso e dispendioso em
termos de tempo.

As grandes vantagens que a espectroscopia Raman em comparacdo a outras
técnicas instrumentais, principalmente em relagdo ao pré tratamento de amostras,
vem ampliando seu uso em amostras biolégicas. Em relagdo a estudos publicados
com microalgas, é possivel citar trabalhos que acompanham a variacao dos teores de
lipideos e pigmentos em diferentes condi¢des. (VILLAMIZAR, 2013)

Pilat e colaboradores (2012) utilizaram a espectroscopia Raman como um método
simples para quantificar o [(-caroteno produzido pela espécie de microalga

Trachydiscus minutus. No experimento os autores utilizaram um gradiente de luz
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intensa para induzir um incremento na producdo de [(-caroteno na célula, e
acompanharam este incremento realizando as medidas de Raman in vivo, para tanto
as células foram imobilizadas em uma solucdo de agarosa, e as medidas foram
realizadas com um tempo de integracéo de 10 segundos. O comprimento de onda do
laser utilizado foi de 785nm.A Tabela 3 apresenta os sinais Raman levados
considerados neste estudo (PILAT et. al., 2012).

Tabela 3: Sinais Raman do B-caroteno e lipideos considerados por Pilat e colaboradores
(2012).

Grupos Sinal Raman (cm™)
B-caroteno C-C tensao 1157
B-caroteno C=C tenséao 1525

Vibracéo tipo tesoura CH2 dos lipideos 1445
Tenséo C-C dos lipideos 1656

O estudo concluiu que a concentragao de (B-caroteno nas células foi estimulada
pela exposicdo a luz. Os resultados obtidos utilizando espectroscopia Raman foram
comparados utilizando HPLC para andlise de pigmentos e GC-MS para andlise dos
acidos graxos (PILAT et. al., 2012).

Villamizar (2013) utilizou a espectroscopia Raman para caracterizar carotendides
e lipideos em microalgas das espécies Nannochloropsis sp. e Haematococcus
pluvialis. Foi utilizado laser com comprimento de onda de 532nm. Os sinais Raman

levados em consideracédo sdo mostrados na Tabela 4.

Tabela 4: Sinais Raman do B-caroteno e lipideos considerados por Villamizar (2013).

Grupos Sinal Raman (cm)
B-caroteno C-C tensédo 1157
B-caroteno C=C tensao 1525

Vibracéo tipo tesoura CH2 dos lipideos 1445
Tenséo C-C dos lipideos 1656
Tensédo C-H dos lipideos 2845-3107
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3.5.2- CROMATOGRAFIA GASOSA
A cromatografia gasosa € uma técnica consolidada e utilizada em larga escala em

laboratorios de pesquisa e industrias. A técnica permite separar, analisar e quantificar
gases ou substancias volateis. A separacdo das moléculas est4 baseada na diferente
distribuicdo das substancias da amostra entre uma fase estacionaria (solida ou liquida)
e uma fase movel gasosa (COLLINS et. al., 2011).

Trata-se de uma técnica com poder de resolucdo excelente, permitindo a analise
de dezenas de substancias em uma mesma amostra. A técnica consiste em uma
eluicdo. Uma corrente de gas passa continuamente pela coluna e quando a amostra
vaporizada € introduzida nessa corrente de gas é arrastada através da coluna. As
substancias presentes na amostra terdo diferentes velocidades ao longo da coluna, a
depender de suas massas moleculares e caracteristicas quimicas, sendo entdo
separadas. Em seguida chegam ao detector onde é gerado um sinal para sistema de
registro (COLLINS et. al., 2011).

Na cromatografia a fase moével é arrastada através de uma fase estacionaria
colocada em uma coluna ou em uma superficie sélida. Os componentes da amostra
séo distribuidos entre as fases moével e estacionaria. Os compostos mais fortemente
retidos na fase estacionaria eluem de modo mais lento no fluxo da fase mével. O
contrario ocorre com 0S compostos que se ligam de modo mais fraco na fase
estacionaria. As diferencas de mobilidade permitem a separacdo dos componentes
da amostra em bandas que podem ser analisadas qualitativa e quantitativamente
(MOURA, 2009).

A separacdo cromatografica é influenciada por diversos fatores quimicos e fisico-
guimicos. Estes dependem da natureza quimica dos compostos a serem separadas,
da composicédo e fluxo da fase modvel, da composicdo e area superficial da fase
estacionaria (MOURA, 2009).

Desde o final da década de 60 a cromatografia vem sendo utilizada para analise
de HPAs. A literatura mostra trabalhos com cromatografia a gas com deteccdo por
ionizacdo de chama (CG/DIC) ou deteccao por espectrometria de massas (CG/MS)
(MOURA, 2009). Cristale e colaboradores (2008) analisaram a presenca de 17 HPAs
em material particulado atmosférico através de cromatografia a gas com detector por
espectrometria de massas (CG/MS) com sucesso (CRISTALE et. al., 2008).

Utilizando, também CG/MS Gebara e colaboradores (2013) analisaram a presenca de
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16 HPAs em agua subterranea de postos de revenda de combustiveis (GEBARA et
al., 2013).

O espectrdmetro de massas € um instrumento sofisticado e atua como um detector
seletivo e universal. E constituido por trés partes: fonte de ionizag&o, analisador de
massas e detector de ions por aquisicdo (COLLINS et. al., 2011).

A estrutura das moléculas de HPAs, bem como suas propriedades fisicas e
quimicas permitem que estas moléculas possam ser analisadas tanto por
cromatografia gasosa quanto por cromatografia liquida de alta eficiéncia(HPLC). Estas
técnicas permitem a andlise destes compostos com inumeras finalidades, incluindo o
monitoramento ambiental onde muitas vezes sdo realizados ensaios de tracos, o que
torna fundamental o uso de métodos analiticos com baixos limites de detec¢édo. O
detector de espectrometria de massas tem sido muito utilizado na analise de HPAs
em matrizes ambientais, por ser um detector que além de apresentar baixos limites
de deteccéo, oferece informacéo estrutural dos compostos (CRISTALE et. al., 2008).
A Figura 11 ilustra um esquema de CG/MS.
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Figura 11: Esquema de CG/MS. Fonte: Adaptado de MOURA, 2009.

A espectrometria de massas possui grande potencial para fornecer informacdes
da massa molar, bem como sobre a estrutura do analito. A base da espectrometria de
massas € a producdo de ions. Estes sdo subsequentemente separados de acordo
com a sua razdo massal/carga (m/z), e detectados. O resultado é um grafico de
abundancia relativa dos ions produzidos em fungdo da massa/carga (m/z). Uma
guantidade de dados enorme é gerada pelo espectrobmetro de massas, tornando
necessario o uso e aquisicdo de um bom banco de dados e de programas
computacionais altamente avancados para o processamento de dados (MOURA,

2009).
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Os ensaios cromatograficos requerem um pré-tratamento da amostra, o que
representa a necessidade de realizar um procedimento de extracdo que tem por
finalidade retirar os analitos da matriz. A extracdo é realizada utilizando
adequadamente solventes, gases ou fluido supercritico, extraindo os compostos de
interesse com o0 minimo de possiveis interferentes. A extracao ideal deve apresentar
alta seletividade, alto indice de recuperacdo, minimo uso de solventes e
compatibilidade com a matriz (MOURA, 2009).

Na determinagcdo de HPAs em matriz liquida aquosa diversos procedimentos de
extracdo vém sendo utilizados como: extracao liquido-liquido, extracdo em fase sdlida,
extracdo sortiva em barra de agitacdo, extracdo com solvente assistida por
membranas e micro extracao (GEBARA et al., 2013).

N&o ha uma técnica de extracdo que relna todas as caracteristicas ideais,
tornando a escolha da técnica de extracdo individual, dependente da matriz da
amostra e da tecnologia disponivel no laboratério. Com base nas possibilidades é
escolhida a técnica que retna as melhores caracteristicas de seletividade, indice de
recuperacdo, compatibilidade com a matriz, baixa toxidez do solvente e menor uso de
solvente (MOURA, 2009).

Para extracdo em amostras de solo, agua e sedimentos a eficiéncia depende
principalmente do solvente e da matriz da amostra. A escolha dos solventes é
determinada por muitos fatores tais como o custo, qualidade espectral, eficiéncia da
extracao, toxicidade e disponibilidade (MOURA, 2009).

A extracao liquido-liquido € uma técnica simples, que vem sendo utilizada ao longo
dos anos em todo o mundo. Nesta a separacdo de um componente de uma solugéo
liguida homogénea ocorre pela adicdo de um solvente liquido, insolivel ou com
baixissima solubilidade na matriz ou em um dos componentes e com grande
solubilidade nos componentes a serem extraidos. O soluto ou analito difunde-se no
solvente com velocidade caracteristica até atingir as concentracdes de equilibrio em
cada uma das fases formadas. Este processo de separacéo € baseado na distribuicao
do soluto entre duas fases e miscibilidade parcial dos liquidos. A extracao liquido-
liquido pode ter sua eficiéncia ampliada pelo uso de ultrassom, onde o uso de vibracéo

favorece a transferéncia do analito da amostra para o solvente (MOURA, 2009)
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4- MATERIAIS E METODOS
Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados nos experimentos

realizados com a finalidade em satisfazer os objetivos propostos. Todos o0s
experimentos foram realizados no Laboratério de Bioenergia e Catalise (LABEC) na
Escola  Politéecnica e no laboratério  Multiusuario de  Microscopia
Eletronica(LAPO/LAMUME) do Instituto de Fisica, ambos na Universidade Federal da
Bahia.

4.1- Preparo das emulsdes
Para o preparo da emulséo 6leo em agua foi utilizado 6leo residual pesado (6leo

BPF), fornecido pela Petrobras com origem nos processos da refinaria Landulpho
Alves (RLAM). Trata-se de um uma mistura de hidrocarbonetos com uma ampla faixa
de pesos moleculares, nimeros de carbonos (C7 a C50) e pontos de ebulicédo (121 a
600°C), conforme ficha de informacdo de seguranca de produto quimico, FISPQ
BR0304.

A escolha dos tensoativos levou em consideracdo multiplos fatores: Custo
financeiro, disponibilidade, estrutura quimica, toxidez, biodegradabilidade, fonte de
Carbono e valor do HLB.

Por se tratar do processo de emulsificacao de residuo petroquimico, sabendo que
este ocorre em grandes volumes e que o sucesso da aplicacdo de técnicas de
tratamento esta condicionado a sua viabilidade financeira foram selecionados ativos
de facil acesso no Brasil e com baixo custo.

Foram priorizados tensoativos produzidos a partir de fontes de carbono
renovaveis, com baixa toxidez e alta biodegradabilidade. Foi necessario selecionar
um tensoativo anionico, com alto valor de HLB, objetivando a alta solubilidade da fase
aguosa e um tensoativo nao ionico com baixo valor de HLB para solubilidade da fase
oleosa. Ainda foi utilizado um tensoativo ndo iénico etoxilado, com estrutura carbénica
ramificada com o objetivo de aumentar a estabilidade da emulsdo por efeito de
impedimento estérico evitando a possivel coalescéncia das goticulas de 6leo.

Com base nos critérios descritos para o preparo da solucdo emulsionante foram
utilizados como reagentes: solugdo aquosa liquida de Lauril éter sulfato de sédio 27%
(Less), Dietanolamida de acido graxo de coco 80% (AMIDA 80), Monolaurato de
sorbitan etoxilado 20EO (TWEEN 20).
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O Lauril éter sulfato de sodio (Less) € um tensoativo anidnico, com alto poder de
detergéncia, alta solubilidade em agua e proveniente do alcool laurilico natural, é
completamente biodegradavel. Possui formula quimica C12H260(CH2CH20)2SOs Na*.
E comercializado com concentragéo de 27% (m/m) em solucédo aquosa. O valor de
seu HLB € 43,9(OXITENO).

A Dietanolamida de acido graxo de coco 80% (AMIDA 80), possui HLB no valor de
9,46 e € empregada em formula¢gBes com as finalidades: espessantes, estabilizantes
de espuma, sobrengordurantes e solubilizantes de esséncias e 6leos. O grupamento
amida de sua molécula possui forte interacdo com os ions sulfato presentes na
molécula de Less, possibilitando, com o uso da combinacao destes dois tensoativos
um aumento na solubilidade de 6leos na fase aquosa e a formacéo de espuma mais
estavel e densa(OXITENO).

O Monolaurato de sorbitan etoxilado 20EO, bem como a AMIDA 80, € um
tensoativo ndo ibnico produzido a partir de fontes de carbono 100% renovaveis e de
facil biodegradabilidade, é muito utilizado em formula¢cdes como agente emulsionante.
Possui HLB no valor de 16,7 (OXITENO).

As Figuras 12 e 13 ilustram as estruturas das moléculas de Amida 80 eTween
20EO.

Y
HO R‘<N

_/

HO

Figura 12: Estrutura da molécula de Dietanolamida de acido graxo de coco, onde R
representa a cadeia carbdnica do acido graxo de origem.
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Figura 13: Estrutura da molécula de Monolaurato de sorbitan etoxilado, onde R = grupo
alquilae X +Y + Z + W = n° médio de moles de oxido de etileno (EQ), neste caso a soma de
X,Y,ZeW é 20. Fonte: Adaptado do boletim técnico Alkest, OXITENO.

A escolha dos tensoativos deste trabalhou visou garantir boas propriedades de
detergéncia, estabilidade da emulséo formada e boa qualidade da fase aquosa ap6és
a quebra da emulsdo. A combinagéo de tensoativos teve como objetivo 0 aumento da
estabilidade da emulsao por efeitos eletrostaticos e estéricos. Como pode ser visto na
estrutura da molécula de Tween 20 EO, esta possui estrutura ramificada o que
potencializa a estabilizacdo da emulséo por efeito estérico (DALTIN, 2011).

Com objetivo de obter uma solugdo emulsionante, com baixas concentragdes de
tensoativos, boa estabilidade, baixa aderéncia de 6leo as paredes e boa qualidade da
fase aquosa apds a quebra da emulséo foi realizado um planejamento estatistico, com
auxilio do software Statistica, testando a eficiéncia de solu¢cdes emulsionantes com a
combinacado dos trés tensoativoscom diferentes concentracgdes totais de tensoativos
e valores de HLB.

O HLB das misturas de tensoativos utilizados foi calculado através da soma dos
valores correspondentes aos do HLB dos seus constituintes e de acordo com as
respectivas concentracdes, conforme a Equacao 2 (FLORENCE e ATTWOOD, 2011).
Os valores de HLB dos surfactantes foram fornecidos nas fichas técnicas dos
respectivos reagentes pela empresa Oxiteno. A Equagéo 2 ilustra o calculo do HLB

da mistura de tensoativos.

HLBmistura = f1tHLB1 + f2HLB2 + .... +faHLBn Eq. 2
Onde f é o percentual (m/m) do tensoativo dividido pela soma do percentual total de

tensoativos.

Foi realizado um planejamento fatorial em dois niveis com duas variaveis

independentes com triplicata no ponto central. Foram utilizadas como variaveis
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independentes a concentracdo de tensoativos e os valores de HLB. Apds a realizacao
dos experimentos foi realizada uma analise de variancia ANOVA. Foi utilizado o
método dos minimos quadrados para verificar a significancia com intervalo de
confianga de 95%.

A tabela 5 mostra os pontos experimentais do planejamento estatistico realizado.

Tabela 5: Planejamento estatistico com variaveis independentes HLB e concentracao total
de tensoativos para o preparo da solucdo emulsionante.

Experimento HLB Concentracéao total
(%)
1 16,000 0,050
2 16,000 0,180
3 22,500 0,180
4 22,500 0,050
5 19,250 0,115
6 19,250 0,115
7 19,250 0,115

Ap6és verificar as faixas de valores 6timos para a concentracao total de tensoativos
e para os valores de HLB foi realizado um novo experimento para elaboracédo da
formulacao final, priorizando o uso de ativos nas menores faixas de concentracao
obtidas.

Os testes de emulsificacéo foram realizados com 20% (v/v) do 6leo e 80% (v/v) de
solucdo aquosa contendo 2% em massa da mistura de emulsionantes. Os testes
foram realizados com o sistema na temperatura de 60°C em provetas de 50mL, com
ligeira agitacdo manual seguida de agitacdo em Vortex, IKA-Genius 3, por periodo de
tempo de 1 (um) minuto.

A quebra das emulsdes foi realizada com a adi¢cao de solugcéo de quitosana 1%
em meio acido (HCI 1,0M), até concentracao final de quitosana de 800ppm, e apoés a
completa homogeneizacao foi adicionada solu¢cdo de NaOH 0,5M até a neutralizacdo
do sistema para pH na faixa de 7,1 a 7,4. Também foi observada a quebra das
emulsdes sem adicdo de nenhum componente apos periodo de tempo médio de 24

horas.
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A quitosana utilizada foi obtida da empresa Polymar, com grau de pureza para
uso comercial e grau de acetilacdo GD, calculado em 74,27%. Foi medido o grau de
desacetilagdo do produto através de técnica potenciométrica, utilizando solucéo
aquosa de hidroxido de sédio 0,1M como solucao titulante e a quitosana diluida em
solucéo de HCI 0,1M. Conforme metodologia adaptada de Santos e colaboradores
(2011). O grau de desacetilacdo (GD) foi calculado, a partir da Equacdo 3 (SANTOS
et. al., 2011).

%GD= (M(V2 -V1).161.100)/W Eq. 3

Onde:

e GD é o grau médio de desacetilagéo;

e Vi é o volume de base usado na neutralizacdo de HCl em excesso, expresso em mL;

e V; é o volume de NaOH correspondente a neutralizacdo dos grupos amino presentes
no polimero, expresso em mL;

e M é a concentragédo da solugdo de NaOH;

¢ W é a massa da quitosana em mg;

e E O valor 161 corresponde a massa equivalente a um mondmero do polimero.

A partir de ambas volumetrias potenciométricas foram tracadas as curvas de
titulacdo, e a partir destas foi utilizado o método da primeira e da segunda derivadas
para encontrar as inflexdes correspondentes a Vi e V2. As curvas obtidas encontram-
se no apéndice A.

Como variaveis de resposta foram avaliados os critérios de estabilidade da
emulsdo por periodo de 6 horas, a qualidade da fase aquosa apo6s a quebra da
emulsdo e a limpeza das paredes das provetas. Foi atribuido valor de 100% para
estabilidade, emulsbes que ndo apresentaram quebra apos seis horas, para o critério
limpeza foi atribuido 100% para auséncia de aderéncia de goticulas de 0Oleo a parede
das provetas, ja para a qualidade da agua foi atribuido o percentual maximo na
auséncia virtual de cor e turbidez da fase aquosa inferior a 100NTU apds 24 horas.

Para a medida da turbidez foi utilizado turbidimetro TB-1000P-MS Tecnopon.
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4.2 Cultivos de Desmodesmus sp
A escolha da espécie de microalga para este trabalho foi baseada na

disponibilidade da espécie na Bahia, na resisténcia as condicbes adversas e as
temperaturas de agua superiores a 25°C, bem como a alta produtividade.

A espécie Desmosdesmus sp. apresenta boa termotolerancia e resisténcia. E
abundante na Bahia e mostra boa adaptacéo as condi¢cdes adversas como as aguas
do Dique do Tororé e ainda pode ser utilizada na producéo de biodiesel. Embora até
a elaboracgao deste trabalho ndo tenham sido encontradas publicagdes sobre seu uso
na biodegradacao de 6leo residual pesado, o fato da espécie se adaptar a poluentes
urbanos e a altas temperaturas despertou a curiosidade sobre sua capacidade de
biodegradacéo e a possibilidade do seu uso neste trabalho.

Neste estudo foi utilizada a espécie Desmodesmus sp proveniente do Dique do
Torord, (Salvador, Ba) posteriormente isolada no LABEC onde as microalgas sdo
mantidas em um banco dentro de incubadora de fotoperiodo (411 FDP, Nova ética),
com iluminacgéo continua através de lampadas fluorescentes de 30 Watts fornecendo
luminosidade de cerca 35 pmol de fétons m2 s, sob temperatura média de 22°C.

Em todos os cultivos deste trabalho foi utilizado o meio sintético Bold’s Basal
Medium (BBM), preparado conforme Lourenco, 2006. A Tabela 6, mostra a
composicao e concentracdo de nutrientes no meio BBM.

Tabela 6: Concentracéo de nutrientes nos cultivos em meio BBM. Fonte: Adaptado de
LOURENCO, 2006.

Reagente Concentracéo final (g/L)
KH2PO4 1,75 x 10*
CaCl,.2H,0 2,50 x 102
MgS0O..7H.0 7,50 x 102
NaNOs3 2,50 x 10!
K2HPO4 7,50 x 102
NacCl 2,50 x 102
Na,EDTA 1,00 x 107
FeS0,4.7H,0 (diluido em H.SO4 aquoso) 4,98 x 107
H3BOs 1,09 x 10
MnCl,.4H,0 1,81 x 103
ZnS04.7H,0 2,22 x 10*
NaMo0O..5H,0 3,90 x 10*
CuS04.5H,0 7,90 x 10°®
Co(NOg3)2 .6H.0 4,94 x 10°
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4.2.1 CULTIVO MAE
Foi preparado um inéculo mae com o objetivo de garantir que a maior populacéo

de células estivesse na mesma fase de crescimento e nas mesmas condi¢des para
0s posteriores preparos dos cultivos experimentais a partir do cultivo méae.

O cultivo méae foi preparado e mantido em erlenmeyer. Foi armazenado em
prateleira com temperatura ambiente média de 25°C, iluminacdo proveniente de
lampadas fluorescentes de 15 Watts, obtendo-se uma luminosidade aproximada de
70 umol de fétons m?.s™! na superficie do erlenmeyer de modo continuo. Foi fornecido

ao cultivo borbulhamento de ar continuo. A Figura 14mostra uma imagem do cultivo

mae.

Figura 14: Cultivo mae de Desmodesmus sp. em prateleira.

O crescimento do cultivo foi acompanhado até a fase latente, através do método
de contagem celular na camara de Neubauer com o microscépio 6tico (Axiostar plus,

Zeiss).

4.2.2 CULTIVO COM BPF NAO EMULSIONADO
Foram tomadas aliquotas de 100mL do cultivo méde na fase estacionaria,

transferidas para erlenmeyer de 250mL e adicionados diferentes quantidades de 6leo
BPF, conforme Tabela 7. Os erlenmeyer foram mantidos em prateleiras nas mesmas
condi¢Bes de luminosidade, temperatura e borbulhamento de ar do cultivo mae. O

crescimento celular destes foi avaliado por periodo de 3 semanas.
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Tabela 7: Cultivos experimentais com 6leo BPF ndo emulsionado.
Cultivo Experimental Teor de 6leo BPF % (m/v)

1 0,0
0,1
0,5
1,0
5,0
10,0

o O~ W N

A Figura 15 mostra os cultivos experimentais com 6leo BPF, logo ap6s seu

preparo, onde os erlenmeyer podem ser visualizados em ordem decrescente de

concentracéo de 6leo BPF.

Figura 15: Cultivos Experimentais com 6leo BPF ndo emulsionado em diferentes
concentracoes.

4.2.3 CULTIVO COM BPF EMULSIONADO
Foram tomadas aliquotas de 100mL do cultivo mae na fase estacionariatransferidas

para erlenmeyer de 250mL e adicionadol1% (v/v) de emulséo de 6leo BPF. A Tabela
8 mostra os componentes dos experimentos realizados. Nos experimentos trabalhou-
se com meio restrito, nestes o meio foi diluido em 50% (v/v) em agua miliQ. Os
erlenmeyer foram mantidos em incubadoras, sob temperatura de 27°C, agitacdo de
150rpm, iluminag&o proveniente de lampadas fluorescentes de 15 Watts, obtendo-se
uma luminosidade aproximada de 70 uymol de fétons m2.s? na superficie dos
erlenmeyers de modo continuo .A Unica fonte de carbono fornecida aos cultivos foi
proveniente da emulsdo adicionada.Os cultivos 3 e 4 foram realizados em duplicata.
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Tabela 8: Experimento com emulsdo de 6leo BPF.
Cultivo Meio Adicionado

Meio BBM restrito ™~ -=——---

1 (diluido 50% v/v)
2 Meio BBM normal ~ --------
Meio BBM restrito 1% de 6leo BPF
3 (diluido 50% v/v) emulsionado
Meio BBM restrito 1% de Solucao
4 (diluido 50% v/v) emulsionante

O experimento teve duracdo de 90 dias, com avaliacédo de crescimento do cultivo
atraves de contagem celular, conforme procedimento de LOURENCO (2006).
O experimento contendo emulsdo de 6leo BPF foi acompanhado por técnica de
espectroscopia Raman. Apos os 90 dias foi realizada avaliacdo cromatogréafica dos
compostos policiclicos aromaticos presentes no extrato do meio ao final do

experimento.



61

4.3 Contagem celular
Em todos os cultivos, tanto no cultivo mde como nos experimentos com 6leo BPF

o crescimento foi acompanhado utilizando o método de contagem celular na camara
de Neubauer com o microscopio 6tico Axiostar plus, Zeiss, conforme metodologia de
LOURENCO (2006).
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4.4 Analises de Espectroscopia Raman
Para as analises em espectroscopia Raman foi utilizado equipamento Raman

(JASCO NRS-5100) do laboratério LAPO/LAMUME do Instituto de Fisica da UFBA. O
equipamento conta com microscopio acoplado com trés objetivas (5%, 20x, 100x pm),
fonte laser com emissdo em 532 nm com uma poténcia méaxima de 50 mW.

As analises foram realizadas com as amostras in vivo. Para cada analise foi
coletado 1mL do cultivo transferidos para Eppendorf e centrifugados por 5 minutos e
rotacdo de 4000rpm. A regido espectral utilizada em todas as medic¢des foi de 800 a
2000 cm?.

Todas as leituras foram realizadas em triplicata. Foram levados em conta os sinais

do B-caroteno.
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4.5 Analises de CG-MS
As analises de cromatografia gasosa foram realizadas em equipamento da Agilent

CG7890B, com injecdo manual, com detector de massas quadrupolo 5977AMSD e
coluna com fase (5%-fenil dimetilpolisoloxano, 30m de comprimento e diametro
interno de 0,25mm (HP5MS).

O Software Masshunter (Agilent Technologies) e biblioteca NIST 2.0 foram
utilizados para controle do instrumento e tratamento de dados, respectivamente. O
gas de arraste utilizado foi hélio (99,999% de pureza, White Martins, Brasil) em fluxo
constante de 1,0 mL min-t.

A programacéo do forno da coluna foi, inicialmente, 50°C/min, a 180°C com taxa
de aquecimento 10°C/min. A temperatura foi mantida por 3 minutos, em seguida foi
elevada com taxa de 7°C/min até 230°C. E finalmente a temperatura foi elevada até
370°C a 10°C/min. A temperatura do forno foi mantida por 5 min. O volume de injecéo
foi de 1 L, utilizando split na razdo 1/100. A aquisicdo no modo varredura de ions de
78-320 m/z.

N&o foram realizadas analises com fins quantitativos, apenas qualitativos, néo
sendo entdo necessaria a realizacéo de curva de calibragéo.

A amostra de 6leo BPF foi diluida em Hexano e filtrada, para uma concentracéo
final de 0,2840 mg/L.

Os HPAs foram extraidos do meio de cultivo com 6éleo BPF emulsionado apés
noventa dias. O cultivo foi centrifugado por 20 minutos com roragao de 4000rpm. A
faze aquosa foi filtrada. Em seguida foi realizada uma extracao liquido-liquido da fase
aguosa utilizando 20mL da fase aquosa e 50mL de n-Hexano (Sigma Aldrich, grau de
pureza para CG).

Apos a separacao das fases, a fase organica foi concentrada, através de processo

de evaporacdo com gas nitrogénio para um volume de 10mL.
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Emulsdes
A tabela 9 mostra os resultados obtidos na avaliagdo da concentracéo total de

tensoativos e de diferentes valores de HLB, nos critérios de limpeza, estabilidade da
emulséo e qualidade da fase aquosa ap0s a quebra da emulsao.

Tabela 9: Resultado do planejamento estatistico com variaveis independentes HLB e
concentracao total de tensoativos para o preparo da solu¢cdo emulsionante.

Experimento HLB Concentragcdo Limpeza Estabilidade Qualidade
total (%) (%) Emulséo da fase

(%) aqguosa(%)

1 16,000 0,050 50 40 40

2 16,000 0,180 100 100 100

3 22,500 0,180 100 100 70

4 22,500 0,050 50 20 50

5 19,250 0,115 90 90 70

6 19,250 0,115 90 90 70

7 19,250 0,115 90 90 70

Os resultados mostram que emulsdes estaveis ndo sao formadas com baixos
valores nas concentrac6es de emulsionantes, bem como néo é possivel promover a
limpeza das paredes das provetas. Quando estas variaveis se encontram em valor
intermediéario a limpeza e a estabilidade da emulsdo apresentam-se satisfatorias, 90%.
A qualidade da fase aquosa apo0s a quebra da emulsdo apenas foi considerada
satisfatoria para baixos valores de HLB.

A andlise de variancia (ANOVA) apresentou valoresde R? 0,82639; 0,86634 e
0,98000 para as variaveis resposta estabilidade da emulsédo, limpeza e qualidade da
fase aquosa apos a quebra da emulséo, respectivamente.

Com o objetivo de visualizar quais parametros e interacbes apresentaram
influéncia significativa em cada variavel resposta foram tracados diagramas de Pareto

(Figuras 16, 17 e 18) e graficos de efeitos principais (Figuras 19, 20 e 21).
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(2)Concentracéo % | 3,704052
1by2 ,5291503
(1)HLB |- 52915
p=.05

Figura 16: Grafico de Pareto para variavel resposta estabilidade da emulséo.

(2)Concentracéc % 4.,40958)

1by2 0,

(1)HLB o,

p=.05
Figura 17: Grafico de Pareto para variavel resposta limpeza.

(2)Concentracéo % 10,58301

1by2 -5,2915

(1)HLB -2,64575

p=,05

Figura 18: Gréafico de Pareto para variavel resposta qualidade da fase aquosa apos a quebra
da emulsao.

Nas Figuras 16 e 17 é possivel verificar que para a estabilidade da emulsédo e
limpeza das paredes apenas a concentracdo de tensoativos mostrou significancia

estatistica, para intervalo de confianca 95%. Em relacdo a qualidade da fase aquosa
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a concentracao de tensoativos e a interacdo desta com o HLB mostrou significancia,

conforme ilustrado na Figura 18.
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Figura 19: Grafico de efeitos principais para a estabilidade da emulsao.
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Figura 20: Gréfico de efeitos principais para a limpeza.
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Figura 21: Gréfico de efeitos principais para a qualidade da fase aquosa apds a quebra da

emulsao.

.05 18
Concentragéo %



67

Nas Figuras 19 e 20 é possivel perceber que tanto a estabilidade da emulséo
guanto a limpeza séo eficientes para os valores de concentracao de tensoativos mais
altos, ndo sao visualizadas interacfes entre as varidveis HLB e concentracdo de
tensoativos. J& na Figura 21, é visualizada a interacdo entre as variaveis
independentes e a qualidade da fase aquosa atinge seu maximo para 0 menor valor
do HLB, 16, e para a maxima concentracao.

As Figuras 22a, 22b e 22c mostram as curvas de nivel para a estabilidade da
emulsdo, limpeza e qualidade da fase aquosa ap0s a quebra da emulsao,
respectivamente. No eixo das abscissas encontram os valores de HLB e no eixo das

ordenadas os valores da concentracao total de tensoativos.

Figuras 22a, 22b e 22c: Curvas de nivel: Figura 22a Curva de nivel para a estabilidade da
emulsdo. Figura 22b Curva de nivel para limpeza. Figura 22c Curva de nivel para a
qualidade da agua apos a quebra da emulséo.

Nas Figuras 22a e 22b é possivel observar regides 6timas para a estabilidade da
emulsdo e limpeza em concentracdes altas para uma ampla faixa de valores de HLB.
O minimo valor do HLB, 16, foi escolhido com base nas aplicacdes tedricas, este valor
se enquadra na faixa necessaria a emulsdes do tipo 6leo em agua, a uma boa
detergéncia, bem como para acéo solubilizante. Esta faixa foi ampliada objetivando
encontrar o menor valor na concentracéo total de tensoativos com qualidade nas trés
variaveis resposta.

Na figura 22c observa-se uma regido 6tima para a qualidade da fase aquosa ap6s
a quebra da emulsé&o nas maiores concentracdes de tensoativos e menores valores
de HLB.

As Figuras 23, 24 e 25 mostram as superficies de resposta para a estabilidade da

emulsao, limpeza e qualidade da fase aquosa apos a quebra da emulséao.

(TR
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Figura 23: Superficie de resposta para a estabilidade da emulséo
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Figura 24: Superficie de resposta para a limpeza.
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Figura 25: Superficie de resposta para a qualidade da agua apés a quebra da emulséo.

Os graficos de superficie de resposta tracados ndo objetivaram tragar um modelo
matematico, apenas almejaram uma visdo mais clara das regides 6timas de trabalho,
para desenvolvimento de uma formulacdo que atenda bons resultados nas trés
variaveis de resposta.

Foi possivel observar nos gréficos de curva de nivel e superficies de resposta que
as regides 6timas de trabalho, encontram-se na area de extrapolacédo dos graficos,
acima de 100%, fora da area experimental. Este fato mostra que para uma aplicacéo

mais adequada da ferramenta poderia ter sido realizado um delineamento compdsito

central. No entanto neste trabalho, estes graficos objetivaram auxiliar o

desenvolviemnto da formulacdo emulsificante, como uma tendéncia, uma vez que as
regides 6timas de maximo para as variaveis resposta: estabilidade da emulséo e
limpeza apresentaram um maximo nas variaveis concentracdo e HLB, enquanto a
variavel qualidade da fase aguosa apresentou regido 6tima em valores minimos de
HLB. Estes resultados, antagonigos de certo modo, acarretaram uma busca
experimental em torno de valores intermediarios que permitissem qualidade aos
resultados das trés variaveis resposta.

Nos experimentos foi observado que o Lauril Eter Sulfato de Sodio é o ativo mais
importante para o critério de limpeza, e este fato € concordante com a alta
aplicabilidade deste tensoativo na funcdo de detergéncia (DALTIN, 2011). Também
foi observado sua maior eficacia com concentragdo de 5% (m/m). Esta concentracédo

representa um total de ativo real de 1,35% (m/m), uma vez que o produto comercial &
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uma solucdo aquosa com concentracado de 27% (m/m). Em razdo desta observacgao
na segunda batelada de experimentos a concentracdo de LESS foi mantida constante
em 5%, ou seja, concentragao real 1,35% (m/m).

Foi observado que na faixa de valores de HLB testados, 0 mesmo mostrou pouca
significancia para a estabilidade da emulséo e para a limpeza, em relacéo a qualidade
da fase aquosa o valor do HLB s6 mostrou interferéncia negativa quando em seu valor
méaximo, 22,5. Em relagdo a concentragdo total de tensoativos, para todas as variaveis
resposta, a mesma gerou resultados positivos em valores altos, ainda que a partir de
0,115% (m/m) foram observados valores médios a altos para as trés variaveis
resposta.

A interpretacdo destes resultados possibilitou elaborar os novos testes com a
mistura dos ativos Amida 80 (Dietanolamida de &cido graxo de coco 80%), Tween 20
(Monolaurato de Sorbitan Etoxilado 20 EO) e LESS 27% (Lauril Eter Sulfato de Sodio
27%) usando valores intermediarios para a concentracdo e para o HLB, levando em
consideracdo a interacdo dos fatores, suas respectivas influéncias nas variaveis
resposta e as regides otimas.

Foi elaborada uma solucdo emulsificante conforme a Tabela 10. A solugéo
apresentou 100% de resposta para os critérios de estabilidade da emulséo, limpeza e
gualidade da fase aquosa apds a quebra da emulsdo com quitosana. Foi possivel
elaborar a solu¢gdo com uma concentracdo total de ativos em valor intermediario,

0,114% (m/m) conforme previsto nos resultados do planejamento estatistico.

Tabela 10: Composicdo da solugdo emulsionante utilizada.
Concentracdo Concentracdo Concentragcdo Concentragcdo Concentracdo HLB

Solucdo Less real Less (%) Amida 80 (%) Tween 20EQ0 total de

27% (m/m) (m/m) (%) (m/m tensoativos
(%) (m/m)
5 1,35 3,5 6,5 0,114 17,82

A Tabela 10 mostra a composi¢ao da solucdo emulsificante, os valores de HLB
da mistura, bem como a concentracdo total de tensoativos. Para o célculo da
concentracéo total de tensoativos foi considerada a concentragéo real, 1,35% (m/m),
de Lauril éter sulfato de sédio (LESS) 27% (m/m).
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O desenvolvimento de uma emulséo 6leo em agua, onde o componente oleoso é
uma mistura complexa como a existente em um 0leo residual pesado € um desafio,
pois ndo se sabe exatamente a estrutura quimica de todos os componentes da
mistura. Foi observado que a interagéo entre os ativos Lauril Eter Sulfato de Sodio e
Amida 80 permitiu a emulsificacdo inicial dos componentes e a presenca da Amida
80, por se tratar de molécula tensoativa com baixo carater hidrofilico, foi fator
determinante para a estabilidade da emulséo.

Foi observado um incremento na estabilidade da emulsé&o pela adicdo do TWEEN
20 EO, em especial apés periodo de 6 horas de observacédo. Este fato é condizente
com sua estrutura quimica ramificada e com as predicdes tedricas de seu incremento
a estabilidade por efeito estérico. Também foi observado que na presenca deste
tensoativo a quebra da emulsdo pela adicdo de quitosana ocorreu em maior
velocidade com melhoria na turbidez da fase aquosa.

Os experimentos e resultados obtidos indicaram que o planejamento estatistico foi
uma ferramenta til para definir as faixas de concentragdo total de tensoativos e
valores de HLB no preparo das emulsbes e que foram alcacados os melhores
resultados para estabilidade das emulsdes através da combinacdo dos efeitos
eletrostaticos e estéricos dos tensoativos utilizados.

A emulsdo produzida apresentou facilidade de escoamento nas paredes da
proveta, demonstrando sua aplicabilidade para remocao de residuos de 6leo BPF de
tanques e demais equipamentos, podendo ser utilizada na limpeza e manutencao de
equipamentos industriais, com reducdo do consumo de 4gua e solventes, bem como
com ganhos de tempo e reducédo de custos financeiros.

Pretende-se que esta solucdo emulsificante desenvolvida, além da sua utilizacéo
para a biodegradacdo dos residuos petroquimicos, possa ser aplicada na

descontaminagéo de equipamentos industriais.
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5.2 Crescimento doscultivos de Desmodesmus sp.

5.2.1 CULTIVO MAE
O cultivo mée se manteve em crescimento exponencial até o 14° dia, atingindo a

fase estacionaria em seguida, conforme mostra a Figura 26. No 21° dia, ainda em fase

estacionaria foram coletadas as amostras para 0os experimentos com o 6leo BPF.
Por se tratar da curva de crescimento de seres vivos, 0S pontos estao sujeitos a

flutuacbes, naturais da variacdo da multiplicacdo e morte celular, como pode ser

observado no sétimo dia de cultivo.

2,50E+07
2,00E+07

1,50E+07

cel/mL

1,00E+07
5,00E+06 ° ®

0,00E+00
0 5 10 15 20 25 30

Tempo: dias

Figura 26: Curva de crescimento do cultivo mae.

5.2.2 CULTIVO COM OLEO BPF NAO EMULSIONADO
Os cultivos com 6leo BPF nao emulsionado tiveram seu crescimento celular

acompanhado por periodo de tempo de 23 dias. Neste intervalo os cultivos néo
atingiram a fase estacionaria sendo mantidos em fase de crescimento exponencial.

No entanto embora houvesse crescimento celular o 6leo adicionado ao cultivo em
sua grande maioria se aderiu as paredes dos erlenmeyers durante o experimento,
mostrando que caso seja possivel que a espécie de microalga Desmodesmus sp.
biodegrade os componentes do 6leo, este processo seria extremamente lento, uma
vez que o contato entre as microalgas e o 6leo é minimo.

A Figura 27 ilustra as curvas de crescimento para os experimentos com diferentes
concentracdes de 6leo BPF.

N&o é possivel avaliar se houve biodegradacgéo do 6leo BPF, uma vez que a maior
guantidade deste aderiu as paredes, no entanto € possivel observar na Figura 27 uma

fase de crescimento exponencial menos acentuada no experimento sem 0Oleo BPF.



73

Também é possivel observar que o cultivo acrescido de 1% de 6leo BPF apresentou

a maior taxa de crescimento.

—— 0% BPF
3,00E+07 ——0,1% BPF

——0,5% BPF
2,50E+07

—&— 1% BPF
2,00E+07 —@— 5% BPF

10% BPF
1,50E+07

cel/mL

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

0 5 10 15 20 25
Tempo: dias
Figura 27: Curvas de crescimento dos cultivos com 6leo BPF ndo emulsionado.

5.2.3 CULTIVO COM OLEO BPF EMULSIONADO
Neste experimento nado foi fornecido aos cultivos fonte de carbono, proveniente do

borbulhamento de ar. Nos cultivos 1,2 e 4, onde nao foi adicionada a emulséo de 6leo
BPF foi observado o inicio da fase de morte das microalgas no 62° dia, bem como
coloragdo amarelada dos cultivos apos cerca de 60 dias. A Figura 28 mostra uma

fotografia tirada no 69° dia do cultivo.

Figura 28: 69° dia do experimento.

As imagens da Figura 28 foram numeradas conforme a descri¢cdo dos cultivos na
Tabela 11. Os experimentos R3 e R4 se referem as duplicatas dos cultivos 3 e 4
respectivamente. Na imagem a coloracao amarelada dos cultivos sem adi¢édo de 6leo

BPF é mostrada. Este fato poderia ser explicado pela producdo de algum pigmento
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pela espécie, ou pela diminuicdo da producao de clorofila, ja que na auséncia de fonte

de carbono a fotossintese é inibida.

Tabela 11: Experimentos com replicatas para emulsdo de 6leo BPF.

Cultivo

Meio

Adicionado

R3

R4

Meio BBM restrito
(diluido 50% v/v)

Meio BBM normal

Meio BBM restrito
(diluido 50% v/v)

Meio BBM restrito
(diluido 50% v/v)

Meio BBM restrito
(diluido 50% v/v)

Meio BBM restrito
(diluido 50% v/v)

1% de 6leo BPF
emulsionado

1% de 6leo BPF
emulsionado

1% de Solucao
emulsionante

1% de Solucao
emulsionante

A Figura 29 mostra as curvas de crescimento para os cultivos de 1 a 4 e as

respectivas réplicas R3 e R4.

4,00E+07

3,50E+07

3,00E+07

2,50E+07

2,00E+07

cel/mL

1,50E+07

1,00E+07

5,00E+06

0,00E+00

-5,00E+06

—&— Cultivo 1
—— Cultivo 2
—@— Cultivo 3
—@— Cultivo 4
Cultivo R3

e Cultivo R4

100 120

Tempo: dias

Figura 29: Curvas de crescimento dos experimentos com 6leo de BPF emulsionado. As
condic@es dos cultivos 1, 2, 3, R3, R4 e 4 estdo descritas na Tabela 11.
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Na Figura 29, € possivel perceber que nenhum dos cultivos teve crescimento,
conforme previsdo de curva teorica, (ilustrada na Figura 4). Os cultivos sem a fonte
de carbono adicional praticamente ndo apresentaram fase estacionéria e apos cerca
de 20 dias em média entraram em fase de decréscimo, voltando a ter uma fase de
crescimento relativamente pequeno em torno do 40° dia, para logo apos no 55° dia
entrarem em fase de morte.

Em relagéo ao cultivo 3 e sua réplica R3, onde foram adicionados o 6leo BPF,
também néo foi seguida a curva de crescimento tedrica, houve uma fase de
crescimento exponencial e apés cerca de 30 dias o cultivo entrou na fase estacionaria,
no entanto apos esta nao foi observado decréscimo ou fase de morte e sim uma nova
fase de crescimento exponencial. E interessante notar que a fase latente dos cultivos
3 e R3 é iniciada no mesmo periodo que a fase de decréscimo dos demais cultivos e
gue a segunda fase de crescimento exponencial comeca simultaneamente a fase de
morte dos cultivos isentos de 6leo BPF.

Estes dados despertam a possibilidade de mudancas no metabolismo das
microalgas em condicdes adversas do seu habitat ocorreram em periodos de tempo
muito proximos. E possivel avaliar que na primeira fase de crescimento exponencial
as microalgas utilizaram o gas carbénico presente dentro dos erlenmeyers como fonte
de carbono. Em seguida os cultivos 1,2, R4 e 4 n&o obtiveram carbono de outras
fontes, entrando em fase de morte, enquanto o cultivo 3 entrou na fase latente, onde
possivelmente se adaptou a usar o 6leo residual como fonte de carbono. Apés esta
suposta adaptacdo iniciou novamente uma fase de crescimento exponencial,

biodegradando o 6leo como consequéncia de seu metabolismo.
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5.3 Espectroscopia Raman
O espectro Raman para a espécie Desmodesmus sp foi realizado com medidas

em triplicada, a partir de amostra do cultivo méae. A Figura 30 mostra o resultado
obtido, onde é possivel identificar em 1153 cm ! o sinal referente a tensdo C-C e em

1523 cm ! o sinal referente a tensdo C=C, ambos da molécula de B-caroteno.

1,0 4
0,8 1

0,6 1

0,4 1

Intensidade

0,2 1

0,0

T T T

T T T T T T 1
800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman Shift cm”’

Figura 30: Espectro Raman para amostra de Desmodesmus sp. Sinal a: tenséo C-C e sinal
b: tensdo C=C, ambas da molécula de B-caroteno.

Ao acompanhar o cultivo de Desmodesmus sp. com adicdo da emulsédo de 6leo
BPF, foi observada uma diminui¢cdo na intensidade dos sinais referentes ao [3-caroteno
até o 24° dia de cultivo, com crescimento dos sinais apés este periodo, sem que 0s
sinais se tornassem téo intensos quanto no dia 0, ao longo do experimento, conforme

pode ser observado na Figura 31.



77

b 1600
1400
1200
1000

800

Intensidade

600

400

200

1000 1200 1400 1600 1800
Raman Shift (cm'l)

Figura 31: Espectro Raman para amostra de Desmodesmus sp. Sinal a: tensao C-C e sinal
b: tensdo C=C, ambas da molécula de 3-caroteno.

O decréscimo na intensidade dos sinais referentes a molécula de [(-caroteno
demonstra que o processo de biodegracdo dos componentes do 6leo BPF pela
microalga Desmodesmus sp, interferem no seu metabolismo produtivo de pigmentos.

Este decréscimo pode ser causado por inimeras modificacbes metabdlicas como
uma diminuicdo da atividade fotossintética, ou a diminuicdo na producéo de pigmentos
apenas pela requisicdo de producdo de enzimas para biodegradacdo dos
componentes do 6leo. A compreensao deste metabolismo requer uma variedade de
experimentos e analise de possiveis intermediarios do processo de biodegradacéo e
de producéo dos pigmentos.

Os ensaios com espectroscopia Raman apresentaram alta praticidade para o
acompanhamento de carotenoides no cultivo de microalgas, necessitando apenas de

uma pequena quantidade da amostra in vivo para cada ensaio.
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5.4- Cromatografia
A comparacao do cromatograma obtido para o 6leo BPF e para o extrato do meio

do cultivo 3, apos 90 dias de experimento, mostra a ocorréncia de biodegradacéo dos
componentes do 6leo, conforme ilustrado nas Figuras 32 e 33.

Foi identificada a presenca de 8 compostos do tipo hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPAs) na amostra de 6leo BPF. O HPA mais abundante na amostra foi o
acenaftileno, mas ainda foram encontrados: naftaleno, fenantreno, antraceno, pireno,

benzo antraceno, criseno, dibenzo antraceno e perileno benzeno, conforme mostrado

na Figura 32.
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Figura 32: Cromatograma do 6leo BPF, ampliado com identificagdo dos HPAs encontrados.
Nos tempos de retencdo: 5,921 N (naftaleno); 7,808 Ac (acenaftileno); 10,002 A e Fe
(antraceno e fenantreno); 13,021 Pi (Pireno); 15962 BaA (benzo antraceno); 18,954 Cri
(criseno); 31,453 DiBahA (dibenzo antraceno) e 34,217 BgP (perileno benzeno).
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Figura 33: Cromatograma do extrato do meio de cultivo 3, ampliado com identificagdo do
HPAs encontrado. No tempo de retengéo 34,062 BgP (perileno benzeno).

O ensaio cromatografico realizado com o extrato do meio do cultivo 3 mostrou que
0S componentes organicos presentes no 6leo BPF, incluindo os HPAs foram
degradados completamente no periodo de 90 dias do experimento, com excec¢do do
perileno benzeno, que sofreu reducdo na sua quantidade, mas nao se degradou por
completo.

Avaliando os valores das areas referentes aos picos do perileno benzeno no 6leo
BPF e no extrato do cultivo 3 obtem-se os valores aproximados 3,66 x101°und de area
e 1,92 x10%° und de area. Estes valores mostram uma reducdo de 50% da area do
pico cromatografico, sugerindo que cerca da metade do Perileno Benzeno tenha sido
biodegradada.

Acredita-se que quanto mais pesado seja um composto mais lenta e dificil seja sua
biodegracao pelas microalgas, este fato justifica a presenca de perileno benzeno no
extrato do cultivo ndo degradado. N&o se pode afirmar qual o periodo de tempo
necessario a biodegradacéo deste aromatico.

Em relagdo aos demais compostos organicos presentes no 6leo BPF, a Figura 33,
apresenta um cromatograma, onde ndo ha duvidas da auséncia destes compostos,
confirmando a capacidade da espécie Desmodesmus sp em degradar 0S mesmos,

gquando emulsonados em meio aquoso de cultivo BBM.
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Para uma melhor compreensédo do processo de biodegradacédo estudado seria
necessario um acompanhamento com ensaios cromatograficos periédicos ao longo
do experimento, bem como de solucao padrao de HPAs.

A solugédo padrdo permitiria a realizagdo de ensaios quantitativos e o
acompanhamento periddico do cultivo permitiria medir a taxa de biodegradacéo dos
componentes presentes no 6leo BPF, bem como a identificagcdo dos intermediarios
formados no processo metabdlico.

O acompanhamento periédico requer um volume de cultivo grande, com no minimo
cerca de 15 litros, uma vez que sao necessarios retirada de volumes para extracdo e
posterior analises significativos.

O conhecimento do metabolismo de biodegradacdo dos HPAs permitiria o teste
em diferentes condicbes com a finalidade de acelar o processo ampliando sua

viabilidade para aplicacao industrial.
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6- CONCLUSOES
Os dados cromatograficos, aliados as curvas de crescimento dos cultivos de

Desmodesmus sp. com 6leo BPF mostraram que houve degradacdo completa dos
componentes organicos presentes no 0Oleo, a excec¢do do perileno benzeno onde
ocorreu degradacéo parcial, cerca de 50% do composto foi degradado. Nas amostras
centrifugadas previamente aos ensaios de espectroscopia Raman apdés cerca de 25
dias ndo foi mais observada a presenca de 0leo sobrenadante.

A variagdo da curva de crescimento em relagdo a curva tedrica de crescimento
celular aliada aos dados da diminuicdo na producéo de [-caroteno evidenciados nos
ensaios de espectroscopia Raman, mostraram que para metabolizar os compostos
organicos presentes no cultivo a espécie Desmodesmus sp. alterou seu metabolismo
de producéo de pigmentos e de multiplicagéo celular.

Para atingir a formulacdo emulsificante final foi necessario o uso da ferramenta
Statistica aliada a compreensdo do conjunto de interacdes fisico-quimicas, néo
apenas entre a solucéo tensoativa e as fases imisciveis, mas também as interacbes
entre os ativos propriamente ditos.

A concentragao final de tensoativos utilizados foi relativamente baixa, sendo
0,114% (m/m) na solucdo emulsionante, 2,28 x 103% na emulsdo 6leo em agua e
2,28 x 10° % nos cultivos.

O uso de solucdes emulsificantes em residuos petroquimicos pode ser util na
descontaminacdo de equipamentos industriais, minimizando o uso de solventes e
facilitando o escoamento dos residuos, e sua biodegradacdo em parques industriais
ou em derramamentos de 6leo cru e seus derivados no meio ambiente.

Para o uso de solugcbes emulsificantes para descontaminagcdo de equipamentos
industriais, sem a posterior biodegradacéo dos residuos, a quebra da emulséo se faz
necessaria para a separacao das fases, para que a fase organica seja recuperada ou
destinada a queima em flare por exemplo, e a fase aquosa seja transferida para uma
estacdo de tratamento de efluentes. Neste caso o uso da quitosana como agente
demulsificante se mostrou eficiente, com alta velocidade na quebra da emulsdo, sem
afetar a qualidade da fase aquosa.

A espécie de microalga Desmodesmus sp. apresentou facil adaptabilidade as
condi¢Bes propostas no presente trabalho.

Os dados cromatograficos obtidos e as curvas de crescimento dos cultivos com

oleo BPF emulsionado permitiram ao presente trabalho concluir que € possivel 0 uso
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de emulsdes de residuos petroquimicos para posterior biodegradacao por microalgas

da espécie Desmodesmus sp.
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7- SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Fazer uso de padrbes de HPAs para analises cromatograficas, permitindo
a realizacdo de ensaios quantitativos e o célculo da taxa de biodegradacgéo
individual dos compostos policiclicos aromaticos;

Testar outras espécies de microalgas assim como consorcios de espécies;
Avaliar parametros do efluente industrial apdés o0 processo de
biodegradacéo, como DBO e DQO;

Acompanhar os teores de clorofila dos cultivos;

Analisar os teores de lipideos e outras fracdes importantes (do ponto de
vista de futuras aplicagBes industriais) da biomassa apds o cultivo com
biodegradacéo;

Estudar o mecanismo de biodegradacdo dos HPAs em microalgas,
verificando a presenca de intermediarios nas células e suas respectivas

caracteristicas toxicas.
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APENDICE A
GRAU DE DESACETILACAO DA QUITOSANA

As Figuras 34, 35 e 36 mostram a curva de titulacdo potenciométrica para o HCI
0,1M e os graficos da primeira e segunda derivada em fung&o dos respectivos volumes

médios.
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Figura 34: Curva de titulagdo potenciomeétrica para o HCL 0,1M.
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Figura 35: Curva da primeira derivada da titulacdo potenciométrica para o HCL 0,1M.
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Figura 36: Curva da segunda derivada da titulagdo potenciométrica para o HCL 0,1 M.
As Figuras 37, 38 e 39 mostram a curva de titulacdo potenciométrica para a
quitosana em solucdo de HCI 0,1M e os graficos da primeira e segunda derivada em

funcado dos respectivos volumes médios.
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Figura 37: Curva de titulagdo potenciométrica para a quitosana em solucao de HCL 0,1M.

U O N

d(ElH)

O R, N W

0 10 20 30 40 50
Volume médio de NaOH (mL)

Figura 38: Curva da primeira derivada da titulacdo potenciométrica para a quitosana em
solugéo de HCL 0,1M.
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Figura 39: Curva da segunda derivada da titulacdo potenciométrica para a quitosana em
solucdo de HCL 0,1M.

A partir dos dois pontos de inflexdo das curvas de segunda derivada, foi obtido seu
valor igual a zero que equivale aos volumes Vi e V2 para a solugédo de HCI e de
quitosana respectivamente. Com base na Equacdo 4 foi calculado o grau de
desacetilagdo da quitosana, GD = 74,27%. O valor apresentado para a amostra de

guitosana utilizada estad em conformidade com o esperado para um produto comercial.
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