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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivo estudar a desestabilizagcdo de emulsdes visando
desenvolver processos tecnolégicos para a producdo fermentativa de
biocombustiveis. Os sistemas foram compostos por agua deionizada, hexadecano
e levedura comercial Saccharomyces cerevisiae. Para avaliar o efeito da levedura
na estabilizacdo das emulsdes sua concentracao foi variada de 0,75 a 22,11%
(m/m). As leveduras foram caracterizadas quanto a composi¢cdo quimica,
hidrofobicidade superficial e densidade de carga. As emulsdes obtidas foram
submetidas a andlises de estabilidade e composicdo quimica das fases,
distribuicaio do tamanho das gotas, microscopia Optica, microscopia de
fluorescéncia, densidade de carga, medidas reolégicas e tensiometria. A
separacdo do Oleo foi realizada com diferentes processos fisicos e quimicos:
centrifugacao, alteragcbes de temperatura e adicdo de diferentes agentes
desemulsificantes. Como agentes desemulsificantes foram usados sais, polimeros
catibnicos, alcodis, acidos, bases e nanoparticulas magnéticas. Estes agentes
foram adicionados em diferentes concentracdes para averiguar sua influéncia na
eficiéncia de separagéo do 6leo, na distribuicdo de tamanho de gotas e potencial
zeta das emulsdes. As emulsdes obtidas inicialmente, ap6s um periodo de 24
horas de estabilizagdo, apresentaram-se em trés fases distintas: a fase superior
ou creme, a fase intermediaria e a fase de sedimentado. A fase creme das
emulsées apresentou-se estavel por um periodo de sete dias, indicando que os

mecanismos responsaveis por sua estabilidade estavam associados a formacao
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de compostos pela levedura, ao aumento da viscosidade, causado pelo
empacotamento das gotas, e uma possivel repulséo eletrostatica entre as gotas. O
mecanismo de estabilizacdo por Pickering também foi considerado como relevante
no inicio do processo. A maior parte dos processos de desestabilizacdo foi
baseada na interacao eletrostatica entre os componentes presentes na interface, e
os compostos desemulsificantes adicionados. O uso de forgas centrifugas, por um
periodo de 2 horas, nao foi suficiente para causar a separacao total dos
componentes da emulsdo e as temperaturas utilizadas nao reduziram a
viscosidade a ponto de ocorrer a separacao total dos componentes. A utilizagao
de um alcool (butanol) levou a um indice de separacdo de éleo de 96%. A
separacao do 6leo foi mais eficiente quando as estratégias adotadas de se reduzir
a viscosidade mediante 0 aumento da temperatura, solubilizar o 6leo em alcobis
com maior afinidade quimica e a formacdo de complexos eletrostaticos foram
combinadas com aplicacdo de elevada forca mecanica. Neste caso, a
desestabilizacdo da fase creme das emulsdes utilizando extragdo alcodlica foi de
100%. No entanto apds o processo de desemulsificacdo seria necessaria uma
etapa adicional para a separagao e recuperacao do solvente de forma a se obter o
6leo puro. A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas levou a um indice de
separacado de 6leo de 96%, sendo considerada uma alternativa viavel para a

desestabilizacdo deste tipo de emulsdo.

Palavras-chave: biocombustiveis, desemulsificantes, emulsdo, estabilidade.
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ABSTRACT

This work aimed to study the destabilization of emulsions to develop
technological processes for the fermentative production of biofuels. The systems
were composed of deionized water, hexadecane and commercial yeast
Saccharomyces cerevisiae. To evaluate the stability of the emulsions the yeast
concentration was varied from 0.75 to 22.11 % (w/w). The yeasts were
characterized for chemical composition, surface hydrophobicity and charge
density. The emulsions obtained were analyzed for stability and chemical
composition of the phases, droplet size distribution, optical microscopy,
fluorescence microscopy, charge density, rheological measurements and
tensiometry. The oil separation was performed with different physical and chemical
processes: centrifugation, changes in temperature and addition of demulsifiers
agents. Salts, cationic polymers, alcohols, acids, bases, and magnetic
nanoparticles were used as demulsifiers. These agents were added at different
concentrations to determine their influence on the efficiency of oil separation,
droplet size distribution and zeta potential of the emulsions. The emulsions
obtained after 24 hour of stabilization presented three distinct phases: the upper or
cream phase, the intermediate phase and the sedimented phase. The cream
phase of the emulsion was stable for seven days, indicating that the mechanisms
responsible for its stability were associated with the formation of compounds by the
yeast, the increase in viscosity caused by the packing of the droplets, and a

possible electrostatic repulsion between the drops. Initially the mechanism of



Pickering stabilization was also regarded as important in the process. Most
destabilization processes was based on electrostatic interaction between the
components present in the interface and the demulsifiers added. The use of
centrifugal forces for 2 hours was insufficient to cause total separation of the
components of the emulsion and the temperature used did not reduce the viscosity
to the point of occurring total separation of the components. The use of an alcohol
(butanol) led to an oil separation index of 96%. The oil separation was more
effective when strategies adopted to reduce the viscosity by increasing the
temperature, to solubilize the oil in alcohols with greater chemistry affinity and the
formation of electrostatic complexes were combined with the application of high
mechanical force. In this case, the destabilization of the cream phase of emulsions
using alcohol extraction was 100%. However after the demulsification process
would require an additional separation and recovery of the solvent to give the pure
oil phase. The use of magnetic nanoparticles led to an oil separation index of 96 %

and is considered a viable alternative to the destabilization of this type of emulsion.

Keywords: biofuels, demulsifiers, emulsion, stability.
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1.1 INTRODUCAO

Dentre as muitas possibilidades de fontes de energia renovaveis, 0s
biocombustiveis tem apresentado um crescimento acentuado em virtude da
preocupacao com o0 meio ambiente, da alta demanda de energia, e com a
conservacao das fontes de energia ndo renovaveis. Varios paises como Brasil,
Estados Unidos, Alemanha, Australia, ltadlia e Austria j4 estdo usando
biocombustiveis, como o bioetanol e o biodiesel (YUSUF et al., 2011). Em 2012, a
producéo nacional de etanol anidro e hidratado atingiu volume aproximado de 23,5
mil m3 e a producdo de biodiesel foi de aproximadamente 2,7 milhdes de m3
(BRASIL, 2012).

Basicamente existem trés rotas para se converter fontes renovaveis de
energia em biocombustiveis ou precursores dos mesmos, sendo elas: a producéo
direta por organismos fotossintéticos, como plantas e algas; a producao
fermentativa ou n&o fermentativa por micro-organismos heterétrofos, como
bactérias, leveduras ou fungos; e a conversdao quimica de biomassa em
combustivel (RUDE e SCHIRMER, 2009). Estas novas tecnologias podem trazer
problemas tecnoldgicos associados a eficiéncia de processo, principalmente em
relacdo a separacao e recuperacao do produto. No entanto, o processo produtivo
dos biocombustiveis deve ser eficiente devido ao seu baixo custo de
comercializacao (RUDE e SCHIRMER, 2009).

Dentre os biocombustiveis produzidos por fermentacéo, tém-se destacado o

farnesano, o qual é produzido extracelularmente por leveduras (Saccharomyces

3



Capitulo 1

cerevisiae) geneticamente modificadas (RENNINGER et al, 2010). Este
biocombustivel esta entrando em fase de comercializacdo e apresenta grande
potencial para se estabelecer no mercado (PERALTA-YAHYA et al., 2012). No
entanto, o processo industrial de separacéo do 6leo é realizado por meio de for¢as
centrifugas e/ou gravitacionais, podendo ser oneroso em virtude do elevado custo
energético e do tempo de processo. A formacao de emulsées na produgcédo de
biocombustiveis também é comum e a presencga de células microbianas pode ser
mais um fator a tornar o processo de separacdo das emulsdes ainda mais
complexo, uma vez que estas podem atuar como particulas estabilizantes ou
emulsificantes (DOROBANTU et al., 2004).

As emulsées podem ser encontradas em diversos estagios do
processamento industrial e sua estabilidade pode ser desejavel em algumas
situagbes e indesejavel em outras. Uma vez formadas, as emulsdes sao
termodinamicamente instdveis, mas podem ser cineticamente estaveis. A
separacdo das fases liquidas envolvidas (quebra da emulsdo) é uma etapa
fundamental para o processo de producgao de petréleo (COUTINHO et al., 2004) e
de biodiesel (TEIXEIRA et al., 2012). Alguns dos fatores que contribuem para
aumentar a estabilidade cinética sdo a presenca e formagdo de emulsificantes
naturais, particulas sélidas com propriedades anfifilicas, ou ainda a presenca de
componentes que aumentem a viscosidade do meio.

A desemulsificacdo consiste na quebra da emulsdo, 0 que demanda
conhecimentos sobre este sistema complexo. Separacdo dos componentes em

fases requer floculacdo e coalescéncia, os quais podem ser alcancados por
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métodos fisico-quimicos ou métodos eletromecéanicos, ou ainda, por uma
combinagao de ambos (HUNTER, 2001).

Diante do exposto, a avaliacdo das propriedades fisicas e fisico-quimicas
das fases e da interface das emulsées podem propiciar informagdes que levem a
maxima separacao do 6leo. Uma vez que a probabilidade de juncdo das gotas €
funcdo das forgas de interagao e da tensao interfacial, um estudo da coalescéncia
e da dependéncia com a composicao das diferentes misturas e condi¢des de
obtencéo, sado fatores significantes. Para isso 0 uso de sistemas modelo permite o
entendimento dos mecanismos associados ao processo de modo a propor

solugdes ao problema de forma mais eficiente e menos empirica.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Propor estratégias de quebra de emulsdo de misturas modelo visando

aumentar a eficiéncia de separagéo de dleo.

1.2.2 Objetivos Especificos

- Elaboracdo de emulsées em diferentes concentragdes de levedura e
condicbes de emulsificacdo, para entender o mecanismo de estabilizagdo das
emulsdes obtidas;

- Propor estratégias de desestabilizagdo que empreguem métodos quimicos

e fisicos avaliando-os quanto a eficiéncia de separacéo de 6leo.
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2.1 Biocombustiveis

Desde o inicio da revolugcdo industrial no final do século 18 e inicio do
século 19, a energia tornou-se um fator indispensavel para a humanidade de
forma a preservar o crescimento econémico e manter seu padrao de vida (LIN et
al., 2011). O consumo de energia em todo 0 mundo aumentou mais de 20 vezes
no século passado e, com excecdao da hidroeletricidade e energia de fusdo
nuclear, todas as atuais principais fontes de energia sdo finitas. Como a maior
parte da necessidade energética humana € satisfeita através de fontes
petroquimicas, carvdo e gases naturais, o uso continuo desses combustiveis
fésseis tem refletido em prejuizos ambientais (MONYEM e VAN GERPEN, 2001).

Nos ultimos anos grande atencdo tem se voltado para fontes alternativas de
energia, de forma a promover o crescimento econémico sustentavel da sociedade
humana (PEIDONG et al., 2009). As fontes de energia para serem alternativas
devem cumprir uma série de critérios que incluem a suficiente abundancia de
recursos para substituir combustiveis derivados do petréleo no longo prazo,
emissao de carbono zero ou baixa, efeito prejudicial minimo para o meio
ambiente, ser aplicavel aos veiculos ja existentes e economicamente viavel (WEN
et al., 2009).

A utilizacdo de biocombustiveis em motores a diesel surgiu com a
demonstracdo do primeiro motor a diesel projetado por Rudolf Diesel, na
Exposicdo Mundial de Paris em 1900, usando Oleo de amendoim como
combustivel. No entanto, devido ao fornecimento abundante do diesel de petréleo,

ndo se deu continuidade a pesquisa e ao desenvolvimento de 6leos vegetais
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combustiveis. Estes combustiveis receberam atencdo apenas recentemente,
quando se percebeu a diminuicdo dos combustiveis de petréleo (AGARWAL e
DAS, 2001).

Os biocombustiveis, liquidos ou gasosos, produzidos a partir de Oleos
vegetais, agucares, cereais, residuos organicos e processamento de biomassa,
sdo capazes de fornecer energia que seja sustentavel e sem sérios impactos
ambientais (DWIVEDI et al., 2011). Ha uma grande expectativa de crescimento na
area de biocombustiveis nas proximas décadas, o que tem encorajado as
industrias verdes e a agricultura. Varios biocombustiveis, incluindo bioetanol,
biometanol, biodiesel e biohidrogénio sinalizam serem opc¢des atraentes para o
futuro do setor dos transportes (WEN, JIANG e ZHANG, 2009).

A classificagdo dos biocombustiveis é dividida em combustiveis de primeira,
segunda e terceira geracdo. Os biocombustiveis de primeira geracdo séao
produzidos principalmente a partir de matérias-primas agricolas, ja os
biocombustiveis de segunda geracdao podem ser produzidos a partir de biomassa
residual. E os biocombustiveis de terceira geracdo sdo produzidos utilizando
microrganismos geneticamente modificados (CHENG e TIMILSINA, 2011;
FIORESE et al.,, 2013). Basicamente existem trés rotas para se converter fontes
renovaveis de energia em biocombustiveis ou precursores dos mesmos, sendo
elas: a producgéo direta por organismos fotossintéticos, como plantas e algas; a
producdo fermentativa ou ndo fermentativa por micro-organismos heterétrofos,
como bactérias, leveduras ou fungos; e a conversdao quimica de biomassa em
combustivel (RUDE e SCHIRMER, 2009; CHENG e TIMILSINA, 2011; FIORESE

et al., 2013).
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Dentre os biocombustiveis que podem ser utilizados em motores a diesel
destacam-se: o biodiesel; as misturas de alcanos e olefinas; e o farnesano (Figura
1) (STEEN et al., 2010). Estes dois ultimos biocombustiveis sdo definidos como
diesel renovavel, ndo em virtude dos seus processos de obtencédo, mas em funcao

de suas estruturas moleculares (WESTFALL e GARDNER, 2011).

O
CH,—0—C—R RA R/;:‘\

(a) Biodiesel (b} Alcanos {b) Clefinas (c) Farmesano

Figura 1. Férmula estrutural dos biocombustiveis utilizados em motores a diesel.

De acordo com a Legislacdao Brasileira (Lei 11097/2005) o biodiesel é
definido como um biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em
motores a combustdo interna com ignicdo por compressdo ou, conforme
regulamento, para geracao de outro tipo de energia, que possa substituir parcial
ou totalmente combustiveis de origem foéssil. Ainda pode ser definido como um
composto de mono-alquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa, obtido
usualmente, a partir da reacéo de transesterificacdo de 6leos vegetais ou gorduras
animais com alcool, na presenca ou nao de catalisadores, que podem ser acidos,
béasicos, ou ainda, enzimas (KNOTHE, 2005).

Diversas tecnologias de fermentacdo tém sido desenvolvidas para a
producdo de diesel renovavel através de bactérias e leveduras geneticamente

modificadas. Elas envolvem a fermentacado de agucares derivados de biomassa
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resultando em compostos intermediarios que sao transformados em moléculas de
diesel através de processos quimicos. Dentre estas tecnologias esta a produgéo
de alcanos e olefinas, onde a biossintese se da a partir de cianobactérias; e a
produgéo de farneseno que apo6s o processo fermentativo passa por um processo
de destilacao e hidrogenacédo sendo transformado em farnesano (WESTFALL e
GARDNER, 2011).

Os microrganismos hospedeiros para a producdo de diesel renovavel
representam a escolha que determina o sucesso ou o fracasso da unidade de
producdo. Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae tém sido utilizadas nas
industrias de biocombustiveis por apresentarem caracteristicas genéticas robustas
e bem estudadas (RENNINGER, NEWMAN e REILING, 2010).

A producao extracelular elimina a necessidade de ruptura das células para
a recuperacéo do produto simplificando os processos de dowstream e diminuindo
os custos de produgédo. No entanto a fermentagdo gera uma mistura multifasica
formada por microrganismos, meio fermentativo, biocombustivel e gases de
fermentacao, o que dificulta a recuperacéo do produto (TABUR e DORIN, 2012).

Tanto a qualidade do diesel de petréleo quanto a dos biocombustiveis &
avaliada por parametros como o numero de cetanos (que representa a medida de
qualidade de ignicdo), o ponto de névoa (menor temperatura em que se observa a
formacao de uma turvacao, indicando o inicio da cristalizagdo de parafinas e
outros componentes que tendem a separar-se do diesel), densidade energética,
viscosidade cinematica e estabilidade a oxidacdo. Tais parametros sao

influenciados pelo comprimento das cadeias de hidrocarbonetos dos compostos,
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bem como pelo grau de ramificacdo ou saturacdo das mesmas (RUDE e
SCHIRMER, 2009).

O farnesano é um isoprendide composto por 15 atomos de carbono,
enquanto que as misturas de alcanos/olefinas e o biodiesel sdo compostos por 8 a
22 atomos de carbono dispostos em longas cadeias lineares. Ja o diesel de
petroleo € composto por 10 a 19 atomos de carbono, tendo a predominancia de
hidrocarbonetos alifaticos e arométicos. De acordo com a Tabela 1 todos os trés
tipos de moléculas de diesel relatados acima tem propriedades parecidas com a
do diesel de petroleo. No entanto, o biodiesel torna-se desvantajoso em virtude do
elevado ponto de névoa (limitando seu uso a baixas temperaturas), da baixa
densidade energética e da presenca de oxigénio. Em termos de emissao de
gases, com excecado do biodiesel que propicia elevados valores de emissédo de
NOx, todos os outros tipos de biocombustiveis propiciam uma menor emissao de
gases como, NOx, SOx, e CO, quando comparados ao diesel de petréleo

(WESTFALL e GARDNER, 2011).

Tabela 1. Propriedades dos biocombustiveis e do diesel de petroleo.

NUmero Densidade

Ponto de o % de
Produto Processo de . o Energética N
Cetanos Névoa (°C) (MJ/kg) Oxigénio
Farnesano Fermentativo 58 -40 43 0
Alcano/Olefinas Fermentativo 70-90 -20a 20 44 0
. Fermentativo
Biodiesel ou Quimico 47-59 0 38 11
Alcanos e
Compostos 0 ]
Aromaticos de Destilagcéao 40 5 43 0
Petréleo

Fonte: (WESTFALL e GARDNER, 2011)
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2.2 Emulsoes

As emulsdes compreendem uma mistura de 6leo e agua, contendo gotas
dispersas e uma fase continua. O didametro das gotas é tipicamente da ordem de
0,1 a 100 um, no entanto, podem variar de poucos nandmetros a centenas de
micrémetros. Os dois tipos mais comuns de emulsdes sao do tipo agua em déleo
A/O e b6leo em agua O/A, no entanto, podem existir emulsdes multiplas como agua
em 6leo em agua A/O/A, bleo em agua em 6leo O/A/O e sistemas ainda mais
complexos (MIKULA, 1992).

Uma emulsdo € formada a partir de trés requisitos fundamentais, sendo
eles: a existéncia de dois liquidos imisciveis; agitagéo suficiente para que um dos
liquidos esteja disperso na forma de gotas no outro liquido; e um emulsificante
para estabilizar as gotas dispersas (ARNOLD e SMITH, 1992). Elas sé&o
caracterizadas como sistemas termodinamicamente instdveis em virtude da
grande tensdo interfacial existente entre a agua e o 6leo, acompanhada pela
existéncia de grandes areas interfaciais, implicando em uma elevada energia livre
de Gibbs (4G, > 0) (CASTELLAN, 1986). A energia livre de formagéo das gotas
pode ser descrita a partir da Eq. 1, onde o termo de energia interfacial (y44) é
elevado e muito maior que a entropia de formagéo das gotas (4Sy). Desta forma, a
emulsao tende a se desequilibrar termodinamicamente com a diminuigdo da area

interfacial entre as duas fases, promovendo a coalescéncia das gotas e

favorecendo a separacéao das fases (ANTON et al., 2008).
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AGy = yAA —TAS; (Eq. 1)

onde:

AGy € a energia livre de formagéo, [J/kg];

y é a tensdo interfacial, [J/kg.m?];

A representa a area interfacial, [m?];

T a temperatura, [K];

ASy a entropia de formagao, [J/kg.K].

A partir da medida de separacao das fases (volume de fases em func¢ao do
tempo) € possivel avaliar a estabilidade cinética da emulsdo, que € sua
propriedade mais importante. A estabilidade cinética esta relacionada ao tempo
em que esta permanece sem mostrar mudancgas significativas na distribuicdo e
tamanho das gotas, bem como no estado de agregacdo e arranjo espacial
(ADAMSON e GAST, 1987). A modificagcao de tais fatores pode ocorrer devido aos
seguintes processos: cremeagdo, sedimentagdo, floculagdo e coalescéncia das
gotas (Figura 2). A cremeacao ocorre se as gotas dispersas possuem densidade
menor que a fase continua, e estas migram para a parte superior da emulsdo. No
caso da densidade das gotas ser maior que a densidade da fase continua o
processo é definido por sedimentagéo. Ja quando duas ou mais gotas se agregam
mantendo sua integridade ocorre o processo de floculacdo. E na coalescéncia,
duas ou mais gotas se fundem formando uma gota maior (MCCLEMENTS, 2005).
Ha ainda o mecanismo de Ostwald ripening onde o aumento no tamanho das

gotas se da pelo transporte de massa através da fase continua (TAYLOR, 2003).
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e
Emulsao
cineticamente Q O
estavel o
° Q@

Q
€ @

Cremeacao Sedimentacao Floculacao Coalescéncia

Figura 2. Mecanismos de instabilidade em emulsdées. Fonte: (MCCLEMENTS,

2005)

2.2.1 Agentes Emulsificantes

A separacao das fases de uma emulsdo pode ser prevenida ou retardada
pela adsorcao das moléculas de um agente emulsificante na interface existente
entre 0 6leo e a agua, fornecendo uma camada protetora a floculagcdo ou
coalescéncia das gotas. Estas moléculas podem atuar na reducdo da tensao
interfacial, na formacao de um filme rigido na interface (barreira mecanica para a
coalescéncia) ou ainda formando uma dupla camada elétrica (barreira contra a
aproximacado das gotas) (CAPEK, 2004). Pode haver ainda a presenca de
estabilizantes, que oferecem estabilidade a longo prazo atuando através da
modificacdo da viscosidade ou gelificacao da fase continua aquosa (DICKINSON,

2003).
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Os agentes emulsificantes sao constituidos por uma parte hidrofilica e outra
lipofilica, sendo denominados de anfifilicos. Na presencga de agua e 6leo, a porgéao
hidrofilica é atraida pela agua, enquanto a lipofilica é atraida para o éleo (CAPEK,
2004). Os tipos mais utilizados sdo os surfactantes de baixa massa molecular,
alguns emulsificantes de alta massa molecular como os biopolimeros anfifilicos, e
materiais particulados tensoativos ou com atividade de superficie (MCCLEMENTS,
2005). Particulas sdlidas que apresentam tamanho inferior as gotas da emulséo
podem estar presentes na interface agua-6leo, contribuindo também para a
estabilizacdo da emulsdo. A estabilidade dependera do tamanho, da molhabilidade
e da interacao entre estas particulas (LEVINE et al., 1989).

Os compostos de baixa massa molecular que apresentam moléculas com
uma parte hidrofdbica e outra parte hidrofilica atuam na reducdo da tenséo
interfacial dos meios aquosos. Ja os compostos de alta massa molecular nao
apresentam necessariamente uma parte hidrofébica e outra hidrofilica e,
consequentemente, podem nao reduzir a tenséo interfacial do meio (WILLUMSEN
e KARLSON, 1997), mas podem agir como estabilizantes da fase continua.

Os agentes tensoativos podem ser produzidos por bactérias, leveduras e
fungos em substratos hidrossoluveis (glicose, sacarose, etanol e glicerol) ou
hidrofobicos (hidrocarbonetos) (ROSENBERG e RON, 1999). Barriga et al. (1999)
realizou estudos utilizando biomassa contendo Saccharomyces cerevisiae. Neste
foram isolados bioemulsificantes contendo dois tipos de polimeros com diferentes
composicdes quimicas, sendo que um deles possuia propriedades emulsificantes,
devido a presenca de proteina. O outro polimero era composto por carboidratos e

fosforo, o qual foi relacionado com a estabilizagdo da emulséo.
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2.2.2 Fatores que Afetam a Estabilidade de uma Emulséo

De acordo com a equagéao de Stokes (Eq. 2), a velocidade de sedimentagéo
das gotas € diretamente proporcional ao tamanho das mesmas. No entanto, para
uma maior estabilidade da emulsdo é necessaria uma reducdo do tamanho das
gotas aliado a uniformidade de distribuicdo do tamanho das mesmas. Ja os fatores
diferenca de densidade e viscosidade podem ser alterados pela adicdo de
diluentes ou ajuste da temperatura (EOW et al., 2001). O envelhecimento da
emulsédo e consequentemente uma maior adsor¢cao dos agentes emulsificantes na
interface agua-6leo, e uma completa interagdo entre o emulsificante e a interface
pode levar a uma maior resisténcia do filme interfacial, dificultando o processo de

coalescéncia (MANNING e THOMPSON, 1995).

2r2(p; — p1)g (Ea. 2)
V=
9

onde:

V = velocidade de sedimentagao das gotas, [m/s];

r = raio da gota, [m];

p1 = densidade da fase dispersa, [kg/m?];

p2 = densidade da fase continua, [kg/m?[;

g = aceleracdo da gravidade, [considerando igual a 9,8 m/s?];

n = viscosidade da fase continua, [Pa.s].
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A temperatura afeta diretamente as propriedades fisicas do 6leo, da agua,
do filme interfacial e também a solubilidade dos emulsificantes. No filme interfacial,
0 aumento da temperatura ocasiona a reducao da viscosidade, facilitando a
coalescéncia das gotas (ARNOLD e SMITH, 1992).

Outro fator determinante na estabilidade das emulsdes é a alteragao do pH
da fase aquosa, pela adicdo de acidos e bases, provocando modificacdes nas
propriedades fisicas do filme interfacial, de modo a anular as cargas presentes nos
surfactantes. A adicao de eletrolitos multivalentes ou monovalentes também pode
diminuir a energia da barreira interfacial a niveis criticos até neutralizar as
interacdes repulsivas eletrostaticas existentes na interface (MCCLEMENTS,

2005).

2.3 Desemulsificacao

A desemulsificacdo € o processo de separacao das fases aquosa e oleosa
de uma emulsdo. Este processo € obtido através da inducao da coalescéncia até a
completa separacgéo das fases (MCCLEMENTS, 2005).

O processo de coalescéncia envolve a remogado do 6leo mecanicamente
disperso na agua, sendo que gotas quimicamente emulsificadas sdo normalmente
muito estaveis para serem unidas umas com as outras. Para que ocorra
coalescéncia, as gotas tém que ser forgcadas a ter contato fisico, estimulando a
aglomeracao e reduzindo a carga superficial (RANGEL, 2008).

As técnicas de desemulsificagdo sdo classificadas em métodos fisicos que

geralmente dependem de consumo de energia; e métodos quimicos que requerem
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floculantes adequados que sao selecionados de acordo com o tipo de
emulsificante e a concentragéo utilizada.

Os métodos fisicos aumentam a frequéncia de contato das gotas dispersas.
Estes envolvem geralmente separacdo por gravidade, filtragdo em leito
empacotado e granular, centrifugacao, ultrafiliragédo, flotagéo por ar, congelamento
e campo elétrico induzido. O método mais simples para se ter a cremeacao das
gotas é a separagdo por gravidade, a qual admite uma grande capacidade de
processamento da fase continua. No entanto sdo necesséarios grandes tanques de
sedimentacao para evitar variagdes bruscas de velocidade que possam cisalhar as
gotas (SCHLIEPER et al., 2004). Ja pela aplicacao de forca centrifuga, pequenas
gotas podem ser separadas, sendo esta uma técnica amplamente utilizada na
industria petrolifera. No entanto com altos custos de investimento e manutencéo
(GRACE, 1992). Como alternativa tém-se utilizado os hidrociclones, mas estes
tém se mostrado ineficientes para altas concentracées de 6leo (YOUNG et al.,
1994). A técnica de flotagdo, largamente utilizada no tratamento de &guas
residuais, emprega o uso de bolhas de ar para separacdo o 6leo. As gotas tém
afinidade pela fase apolar do gas e migram para a superficie vindo a colidir umas
com as outras promovendo a coalescéncia (RUBIO et al., 2002).

Os métodos quimicos afetam as propriedades interfaciais na superficie das
gotas de modo a aumentar a coalescéncia. Eles envolvem ajuste do pH, adicao de
cations ou polimeros como floculantes (LEE et al,, 1989). A combinagdo dos
métodos fisicos e quimicos tem sido utilizada visando uma maior eficacia de
desemulsificacdo. Estudos recentes mostraram que a utilizagdo de nanoparticulas

magnéticas recobertas com material anfifiico tem se mostrado eficiente na
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estabilizacdo e desestabilizacdo de emulsdes. Estas particulas atuam como
agentes emulsificantes estabilizando a interface, porém na presenca de um campo
magnético migram rapidamente em diregdo ao campo aplicado, desestabilizando a
interface e consequentemente induzindo a coalescéncia das gotas (SOUZA et al.,
2012; TEIXEIRA et al., 2012). A utilizacdo de propriedades magnéticas tem se
mostrado interessante em virtude da rapida e facil separacdo de sistemas
multifasicos complexos (PENG et al., 2011).

A escolha da técnica apropriada de desemulsificacdo depende do
emulsificante e dos outros componentes presentes na emulsdo (MCCLEMENTS,
2005). Além disso, mais de uma estratégia pode ser necessaria para a separagao
do 6leo em um sistema complexo, como € o caso de um meio fermentativo. Os
processos de downstream utilizados para a separacdo de misturas fermentativas
emulsionadas tem se baseado nos processos originados da industria petrolifera,
onde € comum a utilizagdo de coalescedores de material fibroso (SAREEN et al.,
1966), membranas de filtracdo (HLAVACEK, 1995) e eletrocoalescedores (EOW et

al., 2001).

2.4 Avaliacao da Estabilidade das Emulsdes

A avaliacdo da estabilidade das emulsdes pode ser realizada monitorando o

processo de separacdo das fases e, com o auxilio de técnicas complementares, é

possivel identificar a distribuicdo do tamanho das gotas e determinar as cargas, as

propriedades reoldgicas e interfaciais.
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O teste de proveta (conhecido como bottle test) € utilizado para determinar
a estabilidade das emulsdes em funcdo da adigdo de agentes desemulsificantes,
permitindo definir as condigbes 6timas dos tratamentos através da constatagcéo
visual do volume das fases separadas apds um determinado periodo de tempo
(MIKULA, 1992). Um método mais sofisticado para monitorar a estabilidade das
emulsdes € o da turbidimetria, que se baseia no espalhamento da luz, indicando o
percentual de luz transmitida através de uma emulsdo. A partir deste método
podem ser feitas correlagdes para se determinar a variagdo na concentracado das
gotas (MCCLEMENTS, 2005).

A distribuicdo do tamanho das gotas do sistema pode ser determinada por
microscopia, difracdo a laser, contagem de pulsos elétricos ou métodos
ultrasénicos (MCCLEMENTS, 2005). A técnica da difracdo a laser baseia-se na
emissao de um feixe de luz gerado por um laser que atravessa a emulsao gerando
um padrdo de espalhamento ou difragdo da luz. A intensidade de luz espalhada é
medida em fung¢do do angulo de espalhamento e é relacionada com a distribuicdo
do tamanho das gotas com base em modelos matematicos (ALLEN, 1997). Os
resultados obtidos na técnica da difracdo a laser podem ser confrontados com a
microscopia otica, que representa uma medida direta envolvendo o uso de luz
transmitida e refletida. Através dela tém-se informacées relativas ao tamanho e a
forma das particulas (KING, 1984).

Ja a microscopia confocal de varredura a laser combinada com o uso de
corantes fluorescentes de alta seletividade fornece informacdes valiosas sobre a
microestrutura das emulsdes, permitindo a geracdo de imagens em trés

dimensdes com boa resolucéo e sensibilidade (HAUGLAND e LARISON, 1992).
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As gotas da emulsdo podem ser avaliadas quanto a sua carga, onde ao
serem submetidas a um campo elétrico entre dois eletrodos, indicam seu sinal se
movendo na dire¢ao do eletrodo de carga oposta (HUNTER, 2001).

As propriedades reoldgicas das emulsdes podem ser determinadas a partir
da reometria rotacional permitindo a obtencdo de dados de viscosidade e
simulagdo do comportamento das mesmas quando submetidas a processos de
cisalhamento (DERKACH, 2009). Através da tensiometria podem ser
determinadas as variagfes na tensao interfacial das gotas da emulsdo. Estes
parametros podem ser obtidos através da tensiometria do perfil das gotas, a qual
representa uma técnica bem estabelecida para a determinagdo das propriedades

mecanicas das interfaces liquido-gas e liquido-liquido (RAVERA et al., 2010).
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CAPITULO 3. MATERIAL E METODOS
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3.1 Material

Foram utilizados no preparo das emulsdes agua Milli-Q, levedura fresca
Saccharomyces cerevisiae (ltaiquara, Brasil) adquirida em comércio local e
hexadecano adquirido da Sigma Aldrich Co. (St Louis, USA). Os demais reagentes
utilizados nas analises e nos testes de desemulsificacdo eram todos de grau

analitico.

3.2 Métodos

A metodologia desenvolvida neste trabalho foi dividida duas etapas: a

elaboragdo dos sistemas modelo e a quebra das emulsdes, sendo que cada uma

destas etapas foram devidamente caracterizadas, conforme esquematizado na

Figura 3.
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Caracterizacao da Levedura Elaboracao dos Sistemas Modelo Caracterizagéo dos Sistemas
Modelo
Composigao Fisico-Quimica Hexadecano + Suspensao de Estabilidade das Fases
Hidrofobicidade Superficial Levedura Composicéo Fisico-Quimica
Densidade de Carga Agitagdo mecénica por 30 minutos Distribuicdo do Tamanho das Gotas

Microscopia Optica e de
Fluorescéncia
Medidas Reologicas
Tensiometria
Densidade de Carga

" Quebra das "

|| Emulsdes ||
Métodos Fisicos Métodos Fisicos e Quimicos
i _ Adicéo de sais, alcoois,
izr&tgclijrg:ﬁ?g L . polimeros, nano particulas
Avallagag _dos~Mecan|s_mos de magnéticas e alteragédo de pH.
Desestabilizacdo dos Sistemas . i
Modelo Centrifugacéo

Separagéo de 6leo (%)
Distribuicao de tamanho das gotas e
potencial zeta da emulsao residual.

Figura 3. Esquematizacdo da metodologia desenvolvida.

3.2.1 Preparo e Caracterizagéo das Suspensdes de Levedura

As leveduras foram suspensas em agua MilliQ nas concentracbes de 1 a
50% (m/m) sob agitacdo em magnética por 15 minutos. Estas suspensdes foram
utilizadas imediatamente apds seu preparo. A levedura foi caracterizada quanto a
sua composicao fisico-quimica (item 3.2.6), hidrofobicidade superficial (item 3.2.7)

e densidade de cargas (item 3.2.11).

3.2.2 Definicao das Condicdes do Processo de Emulsificacao

Inicialmente as emulsdées foram preparadas pela mistura de 30% de

hexadecano (v/v) com 70% (v/v) de suspensdao aquosa de leveduras na
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concentracdo de 30% m/m. As emulsdes foram preparadas utilizando-se agitador
mecanico com impulsor tipo hélice RW20 (IKA, St Augustin, Alemanha) a 700 rpm
e variando o tempo de agitacdo em 10, 30 e 60 minutos. A escolha do tempo de
agitacao foi feita com base nos menores tamanhos de gotas das emulsdes
observados a partir da analise dos resultados de microscopia o6tica (item 3.2.9) e
distribuicdo de tamanho de gotas (item 3.2.8). O hexadecano foi escolhido como
6leo modelo por apresentar valor de densidade semelhante ao farneseno.

Posteriormente, as emulsées foram preparadas fixando-se o tempo e
variando-se a velocidade de agitacdo em 500, 700 e 900 rpm. A escolha da
velocidade de agitacdo também baseou-se nos menores tamanhos de gotas das
emulsées observados a partir da analise dos resultados de microscopia oética e
distribuicdo de tamanho. A faixa de velocidades estudada foi baseada nos valores
experimentais utilizados por Renninger et al. (2010) na producao de farnesano.

A estabilidade das emulsdes foi determinada com base na analise da
distribuicdo de tamanho das gotas em diferentes intervalos de tempo de 12, 24, 36

e 48 horas.

3.2.3 Elaboracao dos Sistemas Modelo

As emulsdes foram preparadas pela mistura de 30% de hexadecano (v/v)
com 70% (v/v) de suspenséo aquosa de leveduras nas concentragbes de 1, 5, 10,
20 e 30% (m/m). As emulsdes foram preparadas utilizando-se agitador mecanico a
900 rpm por 30 minutos. As condicbes de velocidade e tempo de agitacdo foram

fixadas com base em testes preliminares, conforme descritos no item 3.2.2. Apds
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0 preparo, as concentragdes de levedura nas emulsdes passaram a ser 0,75, 3,75,
7,47, 14,84 e 22,11% (m/m). Todas as emulsdes foram obtidas em triplicata.

As emulsdes, apds entrarem em equilibrio, tiveram suas fases devidamente
caracterizadas com relacéo a estabilidade a cremeagéo (item 3.2.5), composicao
fisico-quimica (item 3.2.6), distribuicdo do tamanho das gotas (item 3.2.8),
microscopia oOptica (item 3.2.9), microscopia de confocal (item 3.2.10), densidade
de carga (item 3.2.11), medidas reoldgicas (item 3.2.12) e tensiometria (item
3.2.13). Todas as anadlises foram realizadas em triplicata.

Apos as fases das emulsdes entrarem em equilibrio, estas foram
centrifugadas a 10000 rpm (15317 ) até se obter total separacdo dos
componentes adicionados. A fim de se averiguar a influéncia da levedura na
estabilidade das emulsdes, foram elaborados dois tipos de emulsées. No primeiro
tipo foi utilizado o hexadecano recuperado pela centrifugagédo e 30% (v/v) do
mesmo foi misturado com 70% (v/v) de agua Milli-Q em agitador mecéanico a 900
rom por 30 minutos. No segundo tipo foi utilizada a agua recuperada da
centrifugacédo e 70% (v/v) da mesma foi misturada com 30% (v/v) de hexadecano
puro em agitador mecanico a 900 rpm por 30 minutos. Para os sistemas em que
foi possivel obter uma fase creme, as gotas foram observadas por microscopia

oOtica (item 3.2.9) e distribuicdo de tamanho de gotas (3.2.8).

3.2.4 Quebra das Emulsdes

As estratégias adotadas na quebra das emulsées empregaram métodos

fisicos e a combinacdo de métodos fisicos e quimicos, conforme descritos nos
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itens 3.2.4.1 e 3.2.4.2. O desempenho da desemulsificacdo foi avaliado pelo
percentual de separacao de 6leo (Eqg. 3), e pela distribuicdo do tamanho de gotas

(item 3.2.8) e potencial zeta (item 3.2.11) da emulséao residual.

volume de 6leo separado (ml) (Eqg. 3)

~ . %) = 1
Separagao de 6leo (%) 00 volume de 6leo inicial (ml)

3.2.4.1 Métodos Fisicos

3.2.4.1.1 Centrifugacao

As emulsdes foram dispostas em tubos falcon graduados de 13 ml, em um
volume de 10 ml, e centrifugadas em centrifuga Allegra 25R (Beckman Coulter,
USA) a 3000 e 10000 rpm (1378 e 15317 g) e o volume das fases foi registrado

em determinados intervalos de tempo até se completar o periodo maximo de duas

horas.

3.2.4.2 Aquecimento

As emulsdes dispostas em provetas de 10 ml foram submetidas a aumento
de temperatura (40, 50 e 60x£1°C) permanecendo em banho de aquecimento com

temperatura controlada e o volume das fases foi registrado em determinados

intervalos de tempo até se completar o periodo maximo de trés horas.
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3.2.4.3 Métodos Fisicos e Quimicos

O uso de métodos quimicos foi baseado na adicao de 1 ml de solugdes de
diferentes agentes desemulsificantes em uma proveta graduada contendo 9 ml
das emulsdes. A mistura foi agitada em vortex por 20 segundos (NADARAJAH et
al., 2002). Os agentes desemulsificantes foram preparados em suas respectivas
concentragdes e quando foram adicionados nas emulsdées sua concentracao foi
diluida em 10 partes. Posteriormente, as amostras foram armazenadas a 25+£1°C
e o volume das fases foi registrado em determinados intervalos de tempo (efeito
gravitacional) até se completar o periodo maximo de trés horas. Em paralelo a
etapa de decantagédo, as amostras também foram centrifugadas a 10000 rpm
(15317 g) por 10 minutos. Os testes foram realizados em triplicatas e diferentes
estratégias, descritas nos itens posteriores, foram estudadas com o intuito de

aprimorar a eficiéncia da desemulsificagdo.

3.2.4.3.1 Adicao de Alcool

Foram adicionados 1 ml de solugédo de etanol e butanol nas concentragdes

de 10, 30, 50 e 100% (v/v), conforme metodologia descrita no item 3.2.4.3.

3.2.4.3.2 Alteragdo do pH

O pH do meio foi alterado para 1,8, 2,0 e 2,2 mediante a adi¢do de solucao

de HCI (0,1M) utilizando medidor de pH Metrohm pHLab 827 (Metrohm, Suica).
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Estes valores de pH sao proximos ao ponto em que a densidade de carga das
emulsdes era aproximadamente zero (item 3.2.11). O pH do meio também foi
alterado para valores de pH basico (9,0) mediante a adicao de solugdo de NaOH

(0,1M).

3.2.4.3.3 Adicdo de Sais e Polimeros

Sais mono, divalentes e duplos como NaCL, CaCl, e KAI(SO4)2.12H0
foram adicionados nas concentragdes de 1, 5 e 10% (m/v) conforme metodologia
descrita no item 3.2.4.3. Também foi adicionado um polimero floculante catiénico
de hidroxietilcelulose de alta massa molecular, intitulado por N9909 (Nalco
Industries, USA) nas concentracées de 1, 0,1 e 0,01% (m/v) conforme metodologia

descrita no item 3.2.4.3.

3.2.4.3.4 Adicao de Nanoparticulas Magnéticas

Foram adicionados 1 ml de suspensdo aquosa de nanoparticulas de
ferrofluido (diametro nominal de 10 nm) recobertas por surfactantes de carater
catiénico, intitulada por EMG 607 (Ferrotec Corporation, USA) nas concentracdes
de 100, 10, 1 e 0,1% (m/v), conforme metodologia descrita anteriormente. O
processo de desestabilizacdo foi induzido mediante a aplicagdo de um campo
magneético de intensidade de aproximadamente 200 mT utilizando um im& de

neodimio (modelo N35) de 1 mm de espessura e 1 mm? de area.
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3.2.5 Estabilidade das Fases

As emulsdes obtidas foram transferidas para provetas graduadas de 50 ml
com 21 mm de didametro interno e 144 mm de altura, e armazenadas a uma
temperatura de 25+1°C por 24 horas, sendo o volume de cada fase quantificado

pelo percentual das fases (PF) obtido pela Eq. 4.

H
PF% = 100 % — (Eq. 4)
HO

onde:
H representa o volume das fases (superior, intermediaria e inferior) apds 24
horas, [ml];

H, representa o volume inicial da emulsao, [ml].
3.2.6 Caracterizacao fisico-quimica

A concentracao de proteina foi determinada pelo método de Kjeldahl com
fator de correcao proteina-nitrogénio de 6,25 (AOAC, 1992). A umidade foi
determinada gravimetricamente a 105°C (AOAC, 1992), a quantificacao do teor de
6leo foi determinada pelo método de Bligh & Dyer (BLIGH e DYER, 1959)
enquanto que o percentual de massa seca foi obtido por diferenca, a partir da
concentracao de umidade. A densidade foi medida utilizando um densimetro DMA

4500 (Anton Paar, Austria) & temperatura ambiente de 25+0,1°C.
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3.2.7 Hidrofobicidade Superficial da Levedura

A hidrofobicidade da levedura foi determinada por técnica
espectrofotométrica utilizando o método de adesédo de células microbianas aos
hidrocarbonetos (como hexadecano) proposto por Rosenberg et al. (1980). As
células foram suspensas em tampao fosfato (0,1M). Em seguida adicionou-se trés
mililitros dessa suspensao celular em tubo de vidro contendo 1 ml de hexadecano,
sendo o tubo agitado por 25 segundos em vértex. Apds 30 minutos, mediu-se a
absorbancia da fase aquosa. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada
utilizando espectrofotdmetro Spectro Quest 2800 (UNICO, USA) em um
comprimento de onda de 600 nm. A leitura das amostras foi realizada em
condi¢des de pH natural do meio e também em um valor de pH proximo ao ponto
em que a densidade de carga da levedura era aproximadamente zero. Os
resultados foram expressos em percentual de células aderidas ao hexadecano
segundo a Equacéao 5, sendo Ay, absorbancia antes da mistura e A, absorbancia

depois da mistura com o hexadecano.

A
% Hidrofobicidade = 100 * (1 — (A_)>
0

3.2.8 Distribuicdo do Tamanho das Gotas

A distribuicdo do tamanho das gotas das emulsbes foi determinada

utilizando um equipamento, baseado no espalhamento de luz estatico, o Multi-

37



Capitulo 3

Angle Static Light-Scattering Mastersizer (Malvern Instruments, Malvern, UK).
Essas medidas foram realizadas a 25+1°C ap6s 24 horas do preparo das
amostras. A moda dos valores obtidos na distribuicdo de tamanho foi utilizada

como forma de comparagao entre os resultados.

3.2.9 Microscopia Optica

A microscopia foi realizada em microscopio Carl Zeiss Axio Scope A1
(Zeiss, Alemanha). As amostras, apos 24 horas do preparo, foram colocadas em
laminas, cobertas com laminulas e visualizadas com aumento de 400 e 100 vezes,
sendo obtidas aproximadamente 10 imagens de cada lamina. As imagens obtidas

foram avaliadas no software Image J 1.36b (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

3.2.10 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

O hexadecano foi corado com Vermelho do Nilo (0,032 ug / ml) e as
leveduras foram coradas com DAPI (10ug/ml, solucdo de estoque: 5mg/ml em
agua destilada) durante 15 min a 27+1° C sob agitacdo, seguindo o método
descrito por Ly et al. (2006). O éleo e as células foram corados separadamente e,
em seguida, a suspensao aquosa contendo as células foi adicionada ao éleo, sob
agitacdo de 900 rpm por 30 minutos. As amostras foram analisadas usando o
confocal Zeiss LSM 780 NLO em um microscopio Axio Examiner D1 (Carl Zeiss
AG, Alemanha), utilizando um aumento de 400 vezes. As imagens foram

coletadas em um comprimento de onda do laser de 514 e 405 nm para excitacao
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dos fluoréfilos Vermelho do Nilo e DAPI. As imagens obtidas foram avaliadas no

software Image J 1.36b (http://rsb.info.nih.gov/ij/).

3.2.11 Densidade de Carga

A partir da diluicdo da fase creme das emulsbes em uma concentragédo de
0,005% m/v em agua Milli-Q, foi determinada a carga elétrica superficial (potencial
() das gotas utilizando o equipamento Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments,
Worcestershire, UK). Utilizando esta mesma técnica foram realizadas curvas de
titulacdo da suspensao de levedura pura e da fase creme das emulsdes para

determinacao da variagdo da densidade de cargas em relagdo ao pH (1 a 9).

3.2.12 Reologia em Estado Estacionario

Para a determinacao das propriedades reoldgicas das emulsdes foi utilizado
redmetro Physica MCR 301 (Anton Paar, Austria). As medidas foram feitas em
triplicata a uma temperatura de 25+0,1°C. Para a determinacdo das curvas de
escoamento das emulsdes foi utilizada a geometria de cone placa. Ja para a
determinacao das propriedades reologicas do hexadecano foi utilizado o redmetro
AR1500ex (TA Instruments, Elstree,UK), onde foi utilizada a geometria de cilindros
concéntricos com double gap.

Dados de viscosidade em funcdo da taxa de deformacdo foram obtidos
mediante a realizagdo de curvas de escoamento num intervalo de taxa de

deformacéo entre 0 e 300 s, em trés rampas com ciclo crescente, decrescente e
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crescente, para a eliminacao da tixotropia.Os dados obtidos foram ajustados aos
modelos reoldgicos de Newton (Eq. 6) e Lei da Poténcia (Eq. 7). Para o ajuste dos
modelos foram realizadas analises de regressao linear e n&o linear, pelo método
de Quasi-Newton, utilizando o programa STATISTICA®5.0. O grau de ajuste de

cada modelo considerou a magnitude do coeficiente de determinacéo (R?).

o=nxy (Eq. 6)

o=kx*y" (Eq. 7)

onde:
o corresponde ao valor de tensdo de cisalhamento (Pa), y a taxa de
deformacao (s™'), n a viscosidade (Pa.s), n ao indice de comportamento do fluido

e k ao indice de consisténcia (Pa.s").

3.2.13 Tensiometria

A tensao interfacial entre as fases aquosa e oleosa nas mesmas
composigdes das emulsdes estudadas foi medida usando um tensiémetro Tracker-
S (Teclis, Franca), pelo método da gota pendente. O método da gota pendente
baseia-se na deformacado do perfil da gota em funcédo da tensao interfacial. Os
ensaios foram realizados a 25+0,5°C com a formagédo de uma gota da fase aquosa
na fase oleosa.

Na realizacdo destes testes inicialmente foi necessaria a entrada dos
valores de densidade do hexadecano e da fase aquosa (suspensdes de levedura),
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o volume e a area inicial da gota gerada no tensiémetro. As densidades dos

liquidos foram medidas conforme descrito no item 3.2.6..

3.3 Analise Estatistica

Foram realizadas analises estatisticas, utilizando a comparagdo de médias
entre os resultados por meio do teste de Tukey, através da analise de variancia

(ANOVA) ao nivel de 5% de significancia, com o programa STATISTICA®5.0

(StatSoft, USA).
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CAPITULO 4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Caracterizacao da Levedura

A composicao quimica da levedura esta apresentada na Tabela 2 onde
pode ser observado que aproximadamente 67% do total era composto de agua,
estando abaixo do limite maximo permitido pela legislacao (75% m/m) (BRASIL,
1977). Ja o teor de lipideos foi quantificado em 0,94% e o teor de proteinas em
15,66%.

A massa seca representou 32,87% do total, estando de acordo com os
resultados encontrados por Klis (1994) que relata que a parede celular da levedura
pode ser responsavel por até 30% da massa seca da célula. A parede é
constituida em sua maioria por duas classes de biopolimeros: (a) as
manoproteinas que s&o polimeros de manose ligadas covalentemente aos
peptideos e (b) as glucanas que sdo polimeros de glicose. As glucanas e as
manoproteinas sdo encontradas na parede em quantidades aproximadamente

iguais (CABIB et al., 1982).

Tabela 2. Composi¢cédo quimica da levedura.

Componentes % (m/m)
Umidade 67,1310,15
Lipideos 0,94+0,00
Proteina 15,66+0,06

Massa Seca 32,87+0,15
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Os valores de densidade das suspensoes de levedura estao apresentados
na Figura 4. Foi observada uma relagcdo diretamente proporcional entre a
densidade e a concentracdo de levedura na suspenséo, sendo comprovada pelo
bom ajuste do modelo linear que apresentou coeficiente de determinagdo (R?)

superior a 0,99.

1,05 -
y = 0,0009x + 0,9971 S
2 _

Lo - R? = 0,9963
E
(®)
= 1,03
Q
©
S
T 1,02 -
c
[)]
[a]
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Concentragdo de Levedura (%, m/m)

Figura 4. Valores de densidade da suspensdo em funcdo da concentracdo de

levedura.

Os valores de potencial zeta obtidos na varredura de pH das suspensdes
de levedura sdo apresentados na Figura 5. A levedura apresentou valores de
carga nula proximo de pH 2,0, sendo este denominado de ponto isoelétrico.
Resultado semelhante foi obtido por Dengis e Rouxhet (1997) que determinaram o
potencial zeta de leveduras de fermentacao e verificaram que o ponto isoelétrico

ficou abaixo do valor de pH 2.
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Figura 5. Densidade de carga da levedura em funcao do pH.

A hidrofobicidade superficial da levedura em funcao dos valores de pH é
apresentada na Tabela 3, onde pode ser observado que houve um decréscimo no
percentual de hidrofobicidade em um valor de pH préximo ao valor em que a
densidade de cargas da levedura € nula. DeSousa et al. (2006) obtiveram o
mesmo comportamento de reducao da hidrofobicidade da levedura com a reducao
do pH, porém seus valores de hidrofobicidade foram dez vezes maiores quando
comparados aos valores deste trabalho, pois a fase organica era composta de
hexano ao invés de hexadecano.

Alguns autores (BOS et al, 1999; HERMANSSON, 1999) relatam que a
medida da hidrofobicidade superficial obtida em uma faixa préxima do ponto
isoelétrico representa o valor real da adesividade das células, pois nesta faixa elas
nao interagem eletrostaticamente e suas propriedades superficiais sao
ressaltadas. A afinidade das células pela fase orgénica é resultado de uma

combinacdo de interagcbes hidrofdbicas e eletrostaticas (GEERTSEMA-
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DOORNBUSCH et al, 1993). No entanto a superficie hidrofébica do
microrganismo pode depender de outros fatores como a quantidade de grupos

quimicos presentes na parede celular, a viscosidade e a densidade da fase

continua (STUMM et al., 1992; ROUXHET et al., 1994).

Tabela 3. Hidrofobicidade superficial da levedura em diferentes valores de pH.

pH % Hidrofobicidade
4,65 23,16+1,18
2 7,22+0,38

4.2 Definicao das Condicoes do Processo de Emulsificacao

A mistura dos componentes resultou em emulsdes que apos 24 horas
estabilizaram-se em trés fases: superior ou creme, intermediaria e inferior. A
velocidade de 700 rpm e os diferentes tempos de agitagcdo possibilitaram a
obtencdo de uma fase creme onde as gotas de hexadecano apresentaram-se
recobertas pelas células de levedura (Figura 6). Pode ser observada na Figura 7
uma distribuicdo de tamanho do tipo bimodal, onde o primeiro pico (da esquerda)
representa em sua maioria as células de levedura e o segundo pico (da direita)
representa as gotas de hexadecano. Conforme observado na distribuicdo de
tamanho de gotas da fase creme das emulsées (Figura 7), para menores tempos
de agitacao foi obtido um maior volume de gotas com didmetros maiores que 90
um. Ja para tempos maiores os valores de tamanho foram semelhantes, conforme
observado na Tabela 4. Portanto, como o tempo apresentou pouca influéncia no
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tamanho das gotas acima de 30 minutos, fixou-se este tempo de agitacao para o

preparo das emulsdes.

Figura 6. Microfotografias da fase creme das emulsdes contendo 22,11% de
levedura m/m e 30% v/v de hexadecano obtidas a 700 rpm em diferentes tempos
de agitacao (a) 60, (b) 30 e (c) 10 minutos, ap6s 24 horas do preparo.

== 60 min =O=30min ==—10 min

15

0,1 1 10 100 1000
Tamanho (um)

Figura 7. Distribuicdo de tamanho de gotas da fase creme das emulsdes contendo

22,11% de levedura m/m e 30% v/v de hexadecano elaboradas em diferentes

tempos de agitagdo com velocidade constante igual a 700 rpm, apds 24 horas do

preparo.
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Tabela 4. Faixas de tamanho da fase creme das emulsdes obtidas em diferentes
tempos de agitacao.

0,1 -20 um 20 — 1000 pm
Tempo (min)
% Volume Moda (um) % Volume Moda (um)
10 33,22 5,01 66,78 91,20
30 51,11 5,75 48,89 79,43
60 45,24 5,75 54,76 79,43

ApoOs esta etapa preliminar, os componentes foram agitados por 30 minutos
em diferentes velocidades de agitacdo. Pode ser observado na Figura 8 que a
velocidade de agitacao de 900 rpm forneceu gotas de hexadecano menores, o que
pode ser confirmado pela distribuicdo de tamanho de gotas apresentada na Figura
9 e pelo valor da moda dos picos das gotas apresentado na Tabela 5. Portanto,
baseado nas condicbes que forneceram o menor tamanho de gotas, para a
elaboragdo dos sistemas modelo foram fixados o tempo de agitacdo em 30

minutos e a velocidade de agitagdo em 900 rpm.
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Figura 8. Microfotografias da fase creme das emulsdes contendo 22,11% de
levedura m/m e 30% v/v de hexadecano elaboradas em diferentes velocidades de

agitacao (a) 500, (b) 700 e (c) 900 rpm, apds 24 horas do preparo.

——500rpm =—0—700rpm =——900rpm

15

Tamanho (um)

Figura 9. Distribuicdo de tamanho de gotas da fase creme das emulsées contendo
22,11% de levedura m/m e 30% v/v de hexadecano elaboradas em diferentes

velocidades de agitagéo, apoés 24 horas do preparo.
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Tabela 5. Faixas de tamanho da fase creme das emulsdes obtidas em diferentes
velocidades de agitagéo.

0,1-20 um 20 — 1000 pm
Velocidade de Agitagao (rpm)

% Volume Moda (um) % Volume Moda (um)

500 45,32 5,75 54,68 120,23
700 48,43 5,75 51,57 79,43
900 59,01 5,75 40,99 69,18

A definicdo do tempo de analise das emulsdes foi determinada com base na
distribuicdo de tamanho das gotas da fase creme em diferentes intervalos de
tempo (Figura 10) apds o preparo. Na Tabela 6 pode ser observado que a partir de
36 horas as gotas comecavam a ter tamanhos maiores e assim, todas as
caracterizagdes dos sistemas foram realizadas no tempo de 24 horas apds o

preparo das emulsdes.

——12h —0—24h ———36h ——48h

12

Volume (%)

0,1 1 10 100 1000
Tamnho (um)

Figura 10. Distribuicdo de tamanho de gotas da fase creme das emulsdes

preparadas com 22,11% m/m de levedura avaliada em diferentes tempos de
repouso apos o preparo.

52



Capitulo 4

Tabela 6. Faixas de tamanho da fase creme das emulsdes avaliadas em

diferentes tempos de repouso apds o preparo.

0,1-20 um 20 — 1000 pm
Tempo (horas)

% Volume Moda (um) % Volume Moda (um)

12 35,33 5,75 64,67 69,18
24 33,97 5,75 66,03 69,18
36 33,51 5,75 66,49 79,43
48 35,71 5,75 64,29 91,20

4.3 Estabilidade das Emulsoes: Entendimento do Mecanismo

4.3.1 Estabilidade das Fases

Uma vez fixados o tempo e a velocidade de agitacédo, as emulsdes modelo
foram avaliadas quanto a variacdo da concentracdo de levedura. Apds o periodo
de 24 horas, todos os sistemas elaborados estabilizaram-se em trés fases:
superior ou creme, intermediaria e inferior. Na Figura 11 pode ser observado que
quanto maior a concentracdo de levedura, mais turvas se tornaram as fases

superior e intermediéria.
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Fase Superior
ou Creme

Fase
Intermediaria

Figura 11. Aspecto visual das emulsdes preparadas nas concentragdes de (a)
0,75, (b) 3,75, (c) 7,47, (d) 14,83, (e) 22,11% m/m de levedura e 30% v/v de

hexadecano apds 24 horas de repouso.

Os valores de percentuais das fases mostraram que nao houve diferenca
significativa do volume da fase creme independente da concentracao de levedura
(Tabela 7), indicando que todo ou quase todo o 6leo estava nesta fase. Por outro
lado, os volumes das fases intermediaria e inferior (sedimentado) reduziram e

aumentaram com o incremento da concentracao de levedura, respectivamente.
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Tabela 7. Percentual de separacao das fases das emulsdes contendo diferentes

concentragdes de levedura, apos 24 horas de teste de proveta a 25+1°C.

Concentracao de Levedura na Percentual das Fases (%)

Emulsao [%, m/m]

FS FI S

0,75 35,30+1,312 63,7+1,31°  1,0+0,00?
3,75 41,343,992 56,7+4,00®  2,0+0,00?
7,47 42,4+3,72° 49,142,64°  8,5+1,98°
14,84 40,442,122 38,841,419  20,843,15°
22,11 37,240,022 22,5+1,25° 40,341,248

FS: Fase Superior; Fl: Fase Intermediaria; S: Sedimentado
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa (p<0,05).

A fim de se determinar a estabilidade da fase creme obtida, os sistemas
foram deixados sob as condicoes de armazenamento iniciais (25°C+1°C) e foram
avaliados com o tempo (Figura 12). Durante um periodo de sete dias, o volume
das fases nao se alterou e s6 ao final do periodo comegou a aparecer uma fase
continua de hexadecano. O empacotamento das gotas pode ter induzido ao
estreitamento e drenagem do filme interfacial com a consequente ruptura do filme

e juncao das gotas até a formacao de uma fase continua (MCCLEMENTS, 2005).
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Inicio da
Separagao
de Oleo

(b)

Figura 12. Aspecto visual das emulsdes preparadas nas concentracbes de (a)
7,47, (b) 14,84 e (c) 22,11% m/m de levedura e 30% v/v de hexadecano apos 7

dias de teste de proveta.

A emulsao preparada na concentracdo de 7,47% m/m foi centrifugada a
10000 rpm até a completa separagao dos componentes. A partir do hexadecano e
da fase aquosa recuperados apds centrifugacdo foram preparadas novas
emulsdes. No entanto, o hexadecano recuperado nado resultou na formacao de
uma emulsao, indicando assim que os compostos responsaveis pela estabilidade
dos sistemas nao eram apolares. Por outro lado, a fracdo aquosa recuperada
permitiu a elaboracdo de uma emulsdo que separou em duas fases, uma inferior
aguosa e uma superior emulsionada composta por gotas de hexadecano com
tamanho similar ao obtido na emulsao inicial, conforme observado na Figura 13.

Ainda na Figura 13 pode ser observado que a distribuicdo de gotas por

ndmero mostrou que ha um maior numero de gotas com tamanho na faixa de 1
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um e na microfotografia pode ser observado que nao ocorreu a presenca de
leveduras na interface entre as gotas. Isto indica que além da levedura,
componentes hidrofilicos presentes no sistema e provenientes da levedura
também sdo responsaveis pela estabilidade da fase creme que se forma apés a
separacao de fases da emulsao.

A formacdo de uma emulsdo pode ter ocorrido devido a presenca de
manoproteinas na fase aquosa (CAMERON et al., 1988; BARRIGA et al.,, 1999).
Zlotnik et al. (1984) relatam que as manoproteinas s&o consideradas como um
material de preenchimento, ligadas na rede estrutural das glucanas. No entanto,
as manoproteinas podem ser extraidas da parede celular sem causar grandes
alteracoes na forma das células. As manoproteinas se encontram nas superficies
mais externas as células e determinam a maioria de suas propriedades de

superficie (SCHREUDER et al., 1996).
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Figura 13. Aspecto visual das emulsdes preparadas com (a) hexadecano

recuperado e (b) agua recuperada, bem como a microfotografia e a distribuicao de

tamanho por volume e numero da fase superior.

4.3.2 Caracterizagao fisico-quimica das fases da emulséao

Na Tabela 8 sdo apresentados os teores de éleo, agua, proteina e massa
seca quantificados em cada uma das fases. Pode ser observado que o conteddo
de d6leo permaneceu aproximadamente constante na fase creme e tendeu a

reduzir nas demais fases com o decréscimo da concentracao de levedura. Este
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decréscimo pode estar diretamente relacionado com a concentracao de levedura.
Por outro lado o conteudo de dgua diminuiu e o teor de massa seca aumentou a
medida que a concentragdo de levedura aumentou. Ainda na Tabela 8 pode ser
observado que a fase superior ou creme das emulsdes era constituida de
aproximadamente 60% de Oleo e 40% de agua e a fase intermediaria continha
praticamente 100% de agua. A fase de sedimentado continha aproximadamente
85% de agua e grande parte das células de levedura adicionadas apresentava-se
nesta fase.

O liquido com maior volume ndo € necessariamente aquele que forma o
meio continuo, pois isso depende das caracteristicas do emulsificante. Peker et al.
(2001) demonstraram ser possivel preparar emulsdes (A/O) estaveis com
concentragdes da fase dispersa chegando a 95% v/v.

O aumento no teor de proteinas em cada uma das fases (Tabela 8) esta
diretamente relacionado com o aumento da massa seca, o que também refletiu em
um aumento da densidade das fases (Tabela 9). Cameron et al. (1988) relatam
que as manoproteinas atuam como excelentes bioemulsificantes, pois baixas
concentragdes (0,04% m/v) sdo capazes de fornecer indices de cremeacao

superiores a 60%, utilizando diferentes tipos de 6leos.
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Tabela 8. Composigéo das fases das emulsdes preparadas com diferentes concentragdes de levedura.

. Agua [%, m/m] Oleo [%, m/m] Proteina [%, m/m] Massa Seca [%, m/m)]

Y FS Fi S FS FI S FS Fi S FS Fi S
7,47 | 39,8+0,40° 99,6+0,07° 85,7+0,04° | 60,1+0,41® 0,3+0,07° 0,4+0,04° | 0,34+0,02° 0,03+0,01° 5,87+0,08° | 0,640,00° 0,1+0,02° 13,9+0,01°
14,84 | 39,1+0,49° 99,0+0,08° 84,7+0,05° | 60,5+0,48° 0,7+0,08° 0,5+0,05° | 0,70+0,07* 0,05+0,02* 7,48+0,04% | 1,0+0,03° 0,3+0,03° 14,9+0,00°
22,11 | 37,640,502 98,540,02* 83,1%0,14* | 61,0£0,53* 1,0£0,08% 0,840,12% | 0,79+0,01* 0,11%0,05* 7,9740,02* | 2,0+0,03* 0,5+0,06° 16,140,022

(*) Concentracéo de Levedura (%, m/m); FS: Fase Superior; Fl: Fase Intermediaria; S: Sedimentado
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Tabela 9. Valores de densidade das fases separadas das emulsdes preparadas

em diferentes concentracdes de levedura.

Concentragéo de Levedura na Densidade [kg/m?]
Emulsao
FS Fl S
[%, m/m]
7,47 807,85+0,172 997,63+0,01% 1060,39+0,02°
14,84 811,43+0,06° 998,32+0,01° 1064,63+0,02°
22,11 824,23+0,41° 998,79+0,01° 1077,67+0,02°

FS: Fase Superior; Fl: Fase Intermediaria; S: Sedimentado
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).

4.3.3 Distribuicdo do Tamanho das Gotas das Emulsdes

Nas Figuras 14, 15 e 16 sdo apresentadas as distribuicées de tamanho por
volume de cada uma das fases das emulsoes.

Na Figura 14 ha a presenga de um unico pico, sendo este caracterizado
como sendo das leveduras, considerando que na fase de sedimentado contém
basicamente células de levedura e agua. Este pico também foi observado nas
Figuras 15 e 16 referentes as fases intermediaria e superior (ou creme), no
entanto, com diferentes fracbes volumétricas, que dependeram da concentragéo
de levedura.

Na Figura 16 pode ser observada a presencga de distribuicdes de tamanho
bimodais, onde o primeiro pico representa em sua maioria as células de levedura
e 0 segundo pico representa as gotas de hexadecano. Para maiores

concentracbes de levedura (acima de 7,47%, m/m) foi possivel obter gotas
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menores. Na Tabela 10 pode-se confirmar que as células de levedura
apresentaram tamanho médio na faixa dos 5 um e as gotas obtidas utilizando
maiores concentragbes de levedura apresentaram moda ao redor de 60 um,
enquanto que aquelas obtidas utilizando menores concentragdes de levedura
apresentaram tamanho superior a 100 um. Ja a fase intermediaria (Figura 15)
apresentou gotas relativamente menores quando comparadas a fase superior.

A distribuicdo de tamanho desempenha um papel importante na
estabilidade de emulsbes 6leo em agua, uma vez que um aumento no tamanho
das gotas promove a coalescéncia das mesmas, causando a desestabilizacdo da

emulsdo (GUTIERREZ et al., 2008).

= 02,11% —Cmm14,84% —p—] A7% ——375% —O==0,75%
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Figura 14. Distribuicdo de tamanho por volume da fase de sedimentado das

emulsdes preparadas em diferentes concentracdes de levedura.
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Figura 15. Distribuicdo de tamanho por volume da fase intermediaria das

emulsdes preparadas em diferentes concentracdes de levedura.
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Figura 16. Distribuicdo de tamanho por volume da fase superior das emulsdes

preparadas em diferentes concentracées de levedura.
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Tabela 10. Faixas de tamanho obtidas para a levedura pura, para a fase creme e

intermediaria das emulsdes em diferentes concentracdes de levedura.

Fase Superior Fase Intermediaria
0,1-20 um 20 — 1000 pm 0,1-20 pym 20 — 1000 pm
Moda Moda Moda Moda
% Volume % Volume % Volume % Volume
(um) (um) (um) (um)

100 100 5,01 - - - - - -

0,75 2,75 3,31 97,25 158,49 30 5,01 70 52,48
3,75 6,36 4,36 93,64 104,71 51,19 5,01 48,81 34,67
7,47 22,52 5,75 77,48 60,26 69,44 5,01 30,56 34,67
14,84 32,14 5,75 67,86 60,26 55,13 5,75 44,87 30,20

22,11 36,06 5,75 63,94 69,18 62,49 5,75 37,51 26,30

(*) Concentracao de Levedura (%, m/m)

4.3.4 Microscopia Optica

Foram obtidas imagens de microscopia para todas as fases dos sistemas
modelo nas diferentes concentracdes de levedura, conforme mostrado nas Figuras
17 e 18. Pode ser observado que o sedimentado continha apenas as células de
levedura, porém a fase intermediaria continha o microrganismo e algumas gotas
de hexadecano. Para a fase superior (creme) foi possivel observar as gotas de
hexadecano e sua interface, que em alguns casos estava completamente
recoberta pelas células de levedura. O aumento da concentragdo de levedura
associado ao tamanho relativamente pequeno das gotas parece ter induzido que a

fase creme fosse mais empacotada. Além dos compostos hidrofilicos
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responsaveis pela estabilidade da emulsao, identificados anteriormente, mediante
a analise da microscopia pode-se dizer que as células de levedura se comportam
como particulas estabilizantes.

A estabilizagdo das gotas de uma emulsao por micro ou nanoparticulas &
outra abordagem que tem recebido atencéo crescente. As emulsdes estabilizadas
por estas particulas sdo denominadas de emulsdes tipo Pickering. (PICKERING,
1907) e alguns microrganismos podem se alocar na interface criando a
estabilizacao por Pickering (DICKINSON, 2012). Neste tipo de emulsdo o tamanho
das gotas é normalmente uma ordem de magnitude maior do que as particulas
estabilizantes. Assim, conhecendo-se o tamanho dos microrganismos seria
possivel estimar o tamanho da menor gota da emulséo, porém se a concentragéo
for insuficiente para recobrir a interface serdo formadas gotas muito maiores
(CHEVALIER e BOLZINGER, 2013). Portanto, pode-se dizer que a fase creme
das emulsdes tem o aspecto de emulsdes do tipo Pickering.

Baseado na distribuicdo de tamanho de gotas da fase creme das emulsdes
(Figura 16) e microfotografias (Figura 18) foi escolhido o sistema modelo que
continha 7,47% (m/m) de levedura para ser utilizado na etapa posterior de quebra
das emulsbées, uma vez que a partir desta concentragdo as gotas obtidas

apresentaram tamanho reduzido.
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Figura 17. Microfotografias das emulsGes preparadas nas concentragdes de (a) 0,75, (b) 3,75, (c) 7,47, (d) 14,84, (e) 22,11%

m/m de levedura e 30% v/v de hexadecano, apds 24 horas. Aumento de 100 vezes.
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(e)

Figura 18. Microfotografias das emulsdes preparadas nas concentragdes de (a) 0,75, (b) 3,75, (c) 7,47, (d) 14,84, (e) 22,11%

m/m de levedura e 30% v/v de hexadecano, apds 24 horas. Aumento de 400 vezes.
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4.3.5 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

Através da microscopia confocal de varredura a laser pode-se confirmar a
presenca das células de levedura (em azul) na fase superior, onde as mesmas
encontravam-se na interface entre as gotas de hexadecano (em vermelho) e a
agua (Figura 19). Mais uma vez pode-se indicar o0 mecanismo de estabilizacao por
Pickering e comportamento semelhante foi obtido por Ly et al. (2006) no
recobrimento de gotas de hexadecano por bactérias Lactococcus lactis. Ainda na
Figura 19 pode-se confirmar que a fase creme era um sistema emulsionado do

tipo 6leo em agua (O/A).
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Figura 19. Imagem confocal da fase superior (creme) das emulsdes compostas
por 7,47% m/m de levedura corada com DAPI e 30% de hexadecano v/v corado

com Vermelho do Nilo. Aumento de 400 vezes.
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A adesdo de microrganismos em diferentes tipos de interface tem sido
explicada pela teoria classica da estabilidade coloidal, a teoria Derjagin-Landau-
Vernwey-Overbeek (DLVO), onde a adesao € governada por interacées de longo
alcance entre as particulas e a superficie do liquido envolvendo interacdes

hidrofébicas, acido-base e interacdes eletrostaticas (HERMANSSON, 1999).

4.3.6 Reologia em Estado Estacionario

As fases inferior e intermediaria apresentaram comportamento reoldgico
caracteristico de fluidos newtonianos que é a relacado linear entre tensdao de
cisalhamento e taxa de deformagao, conforme pode ser observado nas Figuras 20
e 21. Os parametros reoldgicos calculados sdo apresentados na Tabela 11, onde
pode-se confirmar o bom ajuste dos modelos em virtude dos elevados valores do
coeficiente de determinacdo. Os valores de viscosidade calculados séao
apresentados na Tabela 11, onde pode ser observado que ndo houve alteracéo da
viscosidade da fase intermediaria, que era similar a da agua, com a concentracao
de levedura. No entanto, a viscosidade da fase inferior foi mais elevada e seu
valor foi diretamente proporcional a concentragédo de levedura.

Ja a fase superior que mostrou caracteristicas de uma emulséo
concentrada (Figura 18) apresentou comportamento pseudoplastico (Figura 22).
Os valores de indice de consisténcia (k), de comportamento (n) e a viscosidade do

fluido aumentaram com o aumento da concentracao de levedura.
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A emulséo apresentou comportamento de fluido ndo newtoniano apesar da
agua e do hexadecano (viscosidade igual a 0,0032 Pa.s) serem fluidos
newtonianos. O comportamento pseudoplastico pode ocorrer por uma série de
fatores como, por exemplo, a alteracao da distribuicdo espacial devido a aplicacao
de cisalhamento, alinhamento de gotas nado esféricas, remog¢édo de moléculas de
solventes ligados as gotas, ou deformacao e rompimento de flocos (MACOSKO,
1994). As interacdes coloidais com as gotas da emulsdo sao os principais fatores
que determinam seu comportamento reolégico (MCCLEMENTS, 2005). De acordo
com Quemada e Berli (2002) um dos principais fatores que influenciam nas
propriedades reoldgicas dos sistemas coloidais é o empacotamento das particulas
no sistema. O aumento na viscosidade também pode ser atribuido a presenca de
carboidratos, o que pode ter contribuido para a reducdo da coalescéncia

(MCCLEMENTS, 2005).

&7,47% 014,84% A22,11%

25

Tensdo de Cisalhamento (Pa)

Taxa de Deformagio (s-1)

Figura 20. Curvas de escoamento da fase inferior (sedimentado) das emulsdes

contendo 7,47, 14,84 e 22,11% m/m de levedura.
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©7,47% 014,84% A22,11%

3,50E-01

3,00E-01

2,50E-01
2,00E-01

1,50E-01

1,00E-01
5,00E-02

Tensdo de Cisalhamento (Pa)

0,00E+OO £ i T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Taxa de Deformacgio (s-1)

Figura 21. Curvas de escoamento da fase intermediaria das emulsées contendo

7,47,14,84 e 22,11% m/m de levedura.
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Figura 22. Curvas de escoamento da fase superior (creme) das emulsdes

contendo 7,47, 14,84 e 22,11% m/m de levedura.
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Tabela 11. Parametros reologicos dos modelos de Newton e Lei da Poténcia
ajustados aos dados experimentais das curvas de escoamento de cada uma das

fases das emulsdes contendo 7,47, 1484 e 22,11% m/m de levedura,

respectivamente.
Parametros Viscosidade (Pa.s)
() R®
k (Pa.s") n N3s” Nioos
FS LP 0,377 0,598 38,58 0,059 0,999
7,47 FI N - - 0,001 0,001 0,998
S N - - 0,013 0,013 0,999
FS LP 0,468 0,608 42,68 0,077 0,999
14,84 FI N - - 0,001 0,001 0,994
S N - - 0,051 0,051 0,999
FS LP 0,553 0,613 47,61 0,093 0,999
22,11 FI N - - 0,001 0,001 0,999
S N - - 0,074 0,074 0,999

(*) Concentragéo de Levedura; FS: Fase Superior; Fl: Fase Intermediaria; S: Sedimentado; LP: Lei
da Poténcia; N: Newtoniano

4. 3.7 Tensiometria

Na Figura 23a sdo apresentados os valores de tenséo interfacial entre a
suspensao de células de levedura e o hexadecano em funcédo do tempo, onde se
observa que, para a maioria das amostras, o equilibrio foi alcancado em até 1
hora. No entanto, para as menores concentragdes de levedura (0, 5 e 10% m/m)
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(Figura 23b) foi necessario um maior tempo de estabiliza¢cdo. Assim, quanto maior
a concentracdo de levedura na suspensao mais rapido ocorreu o equilibrio da
tensao interfacial. Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a interface
entre o hexadecano e a agua é recoberta pelas células e que quanto maior o
namero de células disponiveis, menor serd o tempo de recobrimento, implicando

em uma mais rapida estabilizacao da tensao interfacial.
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Figura 23. Cinética da tensao interfacial entre agua e hexadecano na presencga de
(a) diferentes concentracbes de levedura e (b) em baixas concentracbes de

levedura, % (m/m).
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Os valores de tenséo interfacial no equilibrio (Figura 24) mostram que com
0 aumento da concentracao da levedura os valores de tensao interfacial tenderam
a ser aproximadamente constantes em torno de 4 mN/m. Isto indica que a partir de
30% (m/m) de levedura, a interface estava saturada de células, pois 0 aumento da
concentragado nao influenciou nos valores de tenséo interfacial no equilibrio.

A presenca de um componente com atividade de superficie reduz a tensao
interfacial, pois tais compostos podem minimizar os contatos termodinamicamente
desfavoraveis entre os diferentes tipos de moléculas na interface (MCCLEMENTS,
2005). Além disso, a diminuigdo da tensao interfacial € obtida a medida que ocorre
a difusdo e adsorcao das moléculas com atividade de superficie na interface das
gotas (GULSEREN e CORREDIG, 2013).

Alguns autores relataram que a estabilizagcdo por Pickering ndo afeta a
tensdo interfacial entre as fases (DOROBANTU et al., 2004; MOHEBALI et al.,
2007). No entanto alguns trabalhos identificaram uma reducdo consideravel da
tensdo interfacial pela adesdao das células, mesmo sem a producdo de

bioemulsificantes (HUANG et al., 2013; VILKOVA e NUSHTAEVA, 2013).
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Figura 24. Valores de tensdo Interfacial para diferentes concentragbes de

levedura, % (m/m).

4.3.8 Densidade de Carga das Emulsdes

O potencial zeta da emulsdo em seu valor de pH natural (4,17) foi de
aproximadamente -31 mV. Os valores de potencial zeta obtidos na varredura de
pH da fase creme da emulsdo sdo apresentados na Figura 25, onde pode-se
observar que a densidade de cargas foi bem semelhante a da levedura (Figura 5)
pois houve a predominancia de suas caracteristicas apds a elaboracdo dos
sistemas. Em pH basico os valores de potencial zeta foram aproximadamente
constantes, ja em pH acido os valores de potencial zeta aumentaram até atingir o
valor de carga nula.

A composi¢do do meio pode influenciar na estabilidade das gotas, onde a
adicdo de sais e a correcao do pH levam a neutralizacdo das cargas das gotas,

diminuindo as forgas eletrostéticas repulsivas. Normalmente a interface entre éleo
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e agua apresenta-se carregada negativamente e baixos valores de pH sao mais

propensos a induzir a coalescéncia das gotas (MARINOVA et al., 1996).
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Figura 25. Densidade de carga da fase superior da emulsdo contendo 7,47% m/m

de levedura mediante diferentes faixas de pH.

4.4 Quebra das Emulsoes

4.4 1 Métodos Fisicos

4.4.1.1 Centrifugacao

Na Figura 26 sdo apresentados os valores de percentual de separagédo de

6leo para os ensaios conduzidos nas velocidades de 3000 e 10000 rpm em fungéo

do tempo de centrifugacédo. Apés a etapa de centrifugacéo foi possivel observar a

separacao parcial do hexadecano, das células de levedura e de uma fase aquosa,

porém, ainda restou a presenga de uma emulsdo residual, a qual apresentou
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gotas pequenas com tamanho similar ao da emulsao inicial, no entanto com um
menor volume de células de leveduras, conforme observado na microscopia e na
distribuicdo de tamanho apresentada na Figura 27. A distribuicdo de gotas por
namero mostrou que ha um maior nimero de gotas com tamanho na faixa de 1
pum.

Na Figura 26 pode ser observado que o aumento na velocidade de
centrifugacdo aumentou consideravelmente o percentual de separacao de 6leo. E
por um periodo de 120 minutos de centrifugagdo nao foi possivel obter mais do
que 70% de separacao do Oleo livre da emulsao, utilizando velocidade de 10000

rom.
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Figura 26. Separacao de 6leo (%) das emulsdes centrifugadas a 3000 e 10000

rpm.
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Figura 27. Aspecto visual da emulsdo centrifugada a 10000 rpm, bem como a
microfotografia e a distribuicdo de tamanho por volume e numero da emulsédo

residual.

4.4.1.2 Aquecimento

Altas temperaturas reduzem a estabilidade da emulsdo e o processo de
desemulsificacdo é consequéncia de alteragdes na tenséao interfacial e redugéo da

viscosidade (CHEN e TAO, 2005). No entanto, as emulsbes submetidas a
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variagbes de temperatura ndo apresentaram rendimento consideravel quanto a
separacdo de Oleo no intervalo de tempo utilizado. Somente na emulsao
submetida a 60°C foi possivel ter uma separagao de 6leo préxima de 20% (Figura
28) apds 120 minutos. Para este caso o hexadecano separado apresentou-se com
aspecto limpido (Figura 29). Para as outras temperaturas avaliadas, a separacao

de 6leo foi inferior a 5%.
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Figura 28. Separagdo de Oleo (%) das emulsbes submetidas a diferentes

temperaturas de desestabilizacao.

O aumento da temperatura pode ter acarretado na diminuicdo da
viscosidade da fase continua induzindo a aproximac¢ao e aumento do tamanho das
gotas (Figura 30), porém nao foi suficiente para a separagéo total do éleo. Na
Tabela 12 pode ser observado que a reducédo no % de volume dos picos na faixa
de 0,1 a 20 um pode ter ocorrido em virtude da sedimentacdo da levedura

causada pela diminuigdo da viscosidade da fase continua, e o uso da temperatura

79



Capitulo 4

de 60°C forneceu gotas de tamanho de uma ordem de magnitude maior aquelas

obtidas na emulsdo controle.

Hexadecano

Separado
H
.

Figura 29. Fotografias das emulsGes submetidas a diferentes temperaturas de
desestabilizacao, (a) 40, (b) 50 e (c) 60°C.
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Figura 30. Distribuicdo de tamanho por volume das emulsdes submetidas a

diferentes temperaturas de desestabilizacao.
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Tabela 12. Faixas de tamanho da fase creme das emulsbées submetidas a
diferentes temperaturas de desestabilizagcao

0,1-20 um 20 — 1000 pm
Ensaio
% Volume Moda (um) % Volume Moda (um)
Controle 22,07 5,75 77,93 69,18
40°C 10,44 5,01 89,56 91,2
50°C 8,68 4,36 91,32 91,2
60°C 3,82 3,31 96,18 630,96

4.4.2 Métodos Fisicos e Quimicos

4.4.2.1 Adicdo de Alcool

Pode ser observado na Figura 31 que as emulsdées misturadas com etanol
nao apresentaram qualquer sinal de desestabilizacdo, enquanto que as emulsdes
que foram misturadas com butanol mostraram separacédo de fases. No entanto a
fase superior ndo apresentou um aspecto completamente limpido.

A adicao de alcodis aumenta a probabilidade de coalescéncia das gotas
devido a presenga de compostos polares e apolares na estrutura destes
componentes. Assim, as moléculas de alcool sdo capazes de desestabilizar as
emulsbées através do deslocamento dos surfactantes da interface ou ainda se
ligando as cadeias dos mesmos, e quanto maior o0 numero de carbonos maior a

sua afinidade com a fase apolar (MCCLEMENTS, 2005).
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~ | Hexadecano
e Butanol

Figura 31. Aspecto visual das emulsdes contendo etanol nas concentragdes de (a)
0%, (b) 1%, (c) 3% (d) 5% e (e) 10% (v/v) e butanol nas concentracées de (f) 0%,

(9) 1%, (h) 3% (i) 5% e (j) 10% (V/V).

Na Figura 32 sdo apresentados os valores de percentual de separagao de
Oleo para os ensaios de separacdo utilizando etanol e butanol em diferentes
concentragdes. Pode ser observado que foi possivel obter 96% de separagao do
6leo quando foi utilizado butanol na concentragéo de 10% v/v. No entanto, quando
etanol foi utilizado na mesma concentragcdo nao foi possivel obter mais do que
10% de separacao do 6leo. O butanol tem a capacidade de alterar o equilibrio

cinético das emulsdes levando a separagdo das fases instantaneamente. Sua
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solubilidade em agua é baixa, no entanto é bastante solUvel na fase organica,
sendo necessaria uma etapa posterior de destilacdo para sua completa
recuperagao (LARSON et al., 1994). Assim, vale ressaltar que apesar de se ter
obtido um bom indice de separacdo do 6leo, como o butanol é soluvel em
hexadecano seria necessdaria a utilizacdo de uma etapa posterior de extracado

liquido-liquido ou destilacéo para a obtencao do 6leo puro.

= controle ¢ etanol 1% (v/v) A etanol 3% (v/v)
X etanol 5% (v/v) X etanol 10% (v/v) @ butanol 1% (v/v)

& butanol 3% (v/v) =butanol 5% (v/v) Obutanol 10% (v/v)
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Figura 32. Separagdo de Oleo (%) das emulsbes desestabilizadas utilizando

diferentes concentragdes de etanol e butanol.

Estas emulsdes, quando foram centrifugadas, mostraram uma separagao
de dleo de aproximadamente 84% utilizando etanol na concentragéo de 10% v/v.
No entanto, a separacdo total do O6leo foi obtida utilizando butanol nas
concentragdes de 5 e 10% v/v, apds centrifugacao, conforme observado na Figura
33. Porém ainda faz-se necessaria a utilizacdo de uma etapa posterior de extragéo

liquido-liquido ou destilagéo para a obtencao do éleo puro nos dois casos.
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Na Figura 34 pode-se observar que para todas as concentragdes de etanol
e butanol utilizadas foi possivel obter uma fase de hexadecano com aspecto
limpido ap6s centrifugacdo, no entanto, a completa separacdo da emulsédo soé foi

possivel nas maiores concentracdes de butanol.
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Figura 33. Separagdo de oOleo (%) das emulsbes desestabilizadas utilizando
diferentes concentragdes de etanol e butanol seguida de centrifugacdo a 10000

rom por 10 minutos.

A fase emulsionada residual foi avaliada quanto a distribuicdo de tamanho e
pode ser observado (Figura 35) que o processo de centrifugagédo em conjunto com
a acdao do etanol ndo promoveu a completa separagcdo do hexadecano e

consequentemente nao foi capaz de desestabilizar as gotas de tamanho reduzido

(Tabela 13).
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Figura 34. Aspecto visual das emulsdes contendo etanol nas concentragcdes de (a)
1%, (b) 3%, (c) 5% e (d) 10% (v/v) e butanol nas concentragdes de (e) 1%, (f) 3%,

(9) 5% e (h) 10% (v/v), apds centrifugacdo a 10000rpm por 10 minutos.
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Figura 35. Distribuicdo de tamanho por volume das emulsdes contendo etanol em

diferentes concentracdes, apos centrifugacao a 10000 rpm por 10 minutos.
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Tabela 13. Faixas de tamanho das emulsdes contendo etanol em diferentes
concentragdes, apos centrifugagéo a 10000 rpm por 10 minutos.

0,1-20 um 20 — 1000 pm
Concentragao %, v/v

% Volume Moda % Volume Moda

Controle 10,82 8,71 89,18 79,43
1 13,44 2,51 86,56 39,81
3 13,82 2,88 86,18 45,71
5 12,8 2,51 87,20 69,18
10 - - 100 69,18

4.4.2.2 Alteracdo do pH

As emulsdes tiveram os valores de pH ajustados para valores préximos ao
ponto em que as leveduras apresentam carga neutra (Figura 5), e também para
um valor de pH basico (9,0). Apds um periodo de 24 horas de decantacao foi
observado uma separagdo de 6leo maxima de apenas 3%. A fina camada de
hexadecano separada pode ser observada na parte superior das provetas (Figura

36).
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Figura 36. Aspecto visual das emulsdes em diferentes valores de pH: (a) 9,0, (b)

2,2,(c)2,0 e (d) 1,8.

Apés a centrifugacédo dessas emulsoes, foi possivel obter um percentual de
separacao de 6leo de aproximadamente 96% para todos os valores de pH acido e
83% para o valor de pH basico (Figura 37). Para a centrifugacdo das emulsdes
sem ajuste de pH (pH natural da emulsao igual a 4,17) (Figura 37) nao foi possivel
obter uma separagdo de 6leo maior que 50% para o0 mesmo tempo de analise.
Portanto ficou evidente que a alteragdo do pH provocou interagdes eletrostaticas
influenciando na desestabilizacdo das emulsbes. Assim como nos ensaios
utilizando alcodis, o hexadecano separado apresentou-se com aspecto limpido

(Figura 38).
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Figura 37. Separacao de 6leo (%) das emulsbées submetidas a diferentes faixas de

pH, apds centrifugacao.

Figura 38. Aspecto visual das emulsées em diferentes valores de pH, (a) 9,0, (b)

2,2, (c) 2,0 e (d) 1,8 apos centrifugagao a 10000rpm por 10 minutos.
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4.4.2.3 Adicao de Sais e Polimeros

Para as emulsdes misturadas com sais e polimeros catiénicos nao houve
separacao de 6leo por decantacdo, apenas uma camada de agua foi separada
durante um periodo de 24 horas, conforme pode ser observado na Figura 39.

Os valores de potencial zeta (Tabela 14) mostram que a adi¢cdo de sais e
polimeros catibnicos causou uma mudanca na carga superficial das gotas quando
comparadas a emulsdo controle, porém somente na maior concentracdo de
polimero catibnico a alteracdo do potencial zeta foi significativa. No entanto,
somente a acao dos eletrdlitos nao foi suficiente para promover a decantacao e
induzir ao processo de coalescéncia das gotas.

Ao observar a distribuicdo do tamanho das gotas das emulsdes adicionadas
dos diferentes agentes desemulsificantes (Figura 40) e a moda dos picos (Tabela
15) nota-se que o polimero catidbnico promoveu um maior aumento no tamanho
das gotas, pois foi o que apresentou maior quantidade de ions disponiveis para a
interacao eletrostatica. Ja para a adicao de sais ndo houve alteracdo na moda dos
picos na faixa de 20 a 1000 um, no entanto estes valores foram maiores com

relacdo ao controle.
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Agua
separada

Figura 39. Aspecto visual das emulsbées contendo sais e polimeros (%) m/v: (a)
NaCl 1%, (b) NaCl 0,5%, (c) Nacl 0,1% (d) CaCl, 1% (e) CaCl. 0,5%, (f) CaCl,
0,1%, (g) KAL(SO4)2.12H20 1% (h) KAL(SO4)2.12H20 0,5% (i) KAL(SO4)2.12H,0

0,1%, (j) N9909 1%, (k) N9909 0,5% (I) N9909 0,1%.
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Tabela 14. Valores de potencial

concentracdes de sais e polimeros catiénicos.

zeta das emulsdes usando diferentes

Desestabilizantes Concentragéo (%, m/v) Potencial Zeta (mV)

0 (controle)

-31,87+0,31%°

0,1 -34,90+0,53°
NacCl
0,5 -28,13+0,822
1 -27,60+2,872
0 (controle) -31,87+0,312
0,1 -29,53+2,242°
CaC|2
0,5 -25,1742,58%°

1

-22,7742,31°

KAI(SO4)2.12H,0

0 (controle)
0,1
0,5

1

-31,87+0,31%°
-34,57+0,642
-29,53+0,44°°

-25,50+2,60°

Polimero Cationico

(N9909)

0 (controle)
0,001
0,01

0,1

-31,8740,31%°
-36,90+3,532
-24,10+2,60°

18,30+3,33°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05).
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Figura 40. Distribuicdo de tamanho por volume das emulsées contendo diferentes concentracdes de agentes desestabilizantes.
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Tabela 15. Faixas de tamanho das emulsdes contendo diferentes concentracoes
de agentes desestabilizantes.

0,1-20 um 20 - 1000 pm
Concentragao (%,

Desestabilizantes % Moda % Moda

m/v)
Volume  (um)  Volume  (um)
Controle - 19,65 5,01 80,35 60,25
0,1 9,5 5,01 90,5 91,2
NacCl 0,5 8,51 5,01 91,49 91,2
1 8,57 5,01 91,43 91,2
0,1 6,84 5,01 93,16 91,2
CaCl, 0,5 9,3 3.8 90,7 91,2
1 6,61 5,01 93,39 91,2
0,1 9,46 5,01 90,54 91,2
KAI(SO4)2.12H.0 0,5 7,64 5,01 92,36 91,2
1 6,9 5,01 93,1 91,2
0,001 - - 100 104,7

Polimero
0,01 - - 100 104,7
Catibnico (N9909)

0,1 - - 100 104,7

Ap6s a centrifugacdo, as emulsdes com adicdo de cloreto de sddio
resultaram em um maior percentual de separacao de 6leo, de aproximadamente
84%, e para os outros agentes obteve-se uma separagédo de pouco mais que 60%
(Figura 41). As fases creme apresentaram faixas de tamanho similares, exceto as

provenientes de emulsées misturadas com polimero catibnico que apresentaram
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faixas de tamanho menores (Figura 42), indicando que o tempo de centrifugacao
nao foi suficiente para quebrar as gotas de tamanho reduzido.

Comparando-se as modas dos picos apresentadas nas Tabelas 15 e 16
nota-se que apds a centrifugacdo ocorreu a diminuicdo do valor da moda dos
picos quando comparado aos ensaios sem centrifugacdo. O desaparecimento dos
picos na faixa de 0,1 a 20 um pode estar relacionado com a sedimentacao das

células de levedura em virtude da aplicacao de elevada forca mecanica.

H1%

m0,50%

30 4 | @0,10%

Separacgdo de dleo (%)

20 A . 00,01%

10 - | 0O0,001%

0 - T T T )
NacCl CaCl2 KAL(SO4)2.12H20 Polimero Catidnico
(N9909)

Agente desestabilizante

Figura 41. Separagéo de dleo (%) das emulsdes em diferentes concentragdes de

agentes desestabilizantes, apds centrifugagéo a 10000 rpm por 10 minutos.

Rios et al. (1998) trabalhando com cloreto de aluminio e cloreto de célcio
para a desestabilizacdo de emulsdes residuais de industrias metallrgicas,
obtiveram bons resultados em termos de separacdo e diminuigdo de turbidez e
conseguiram aumentar em aproximadamente dez vezes o tamanho das gotas éleo

das emulsdes, poréem com o incremento simultdneo da temperatura.
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Pinotti e Zaritzky (2001) ao trabalharem com emulsdes de 6leo de girassol
em agua estabilizadas por dodecil sulfato de soédio obtiveram a separacao de 6leo
e baixos valores de turbidez ao trabalharem com valores de densidade de carga
préximos de zero utilizando uma concentragéo étima de poliacrilamida cati6nica de
alta massa molecular. No entanto, o aumento da concentracdo deste polimero

levou a emulsdées novamente estaveis.
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Figura 42. Distribuicdo de tamanho por volume das emulsdes contendo diferentes concentragdes de agentes desestabilizantes,

apos centrifugacéo a 10000 rpm por 10 minutos.
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Tabela 16. Faixas de tamanho das emulsdes contendo diferentes concentragoes
de agentes desestabilizantes, apds centrifuga¢do a 10000 rpm por 10 minutos.

0,1-20 um 20 - 1000 pm
Concentragao (%,

Desestabilizantes % Moda % Moda

m/v)
Volume  (um)  Volume  (um)
Controle - 8,97 2,51 91,03 79,43
0,1 - - 100 69,18
NacCl 0,5 - - 100 69,18
1 - - 100 79,43
0,1 - 100 69,18
CaCl, 0,5 3,4 1,9 96,6 79,43
1 - - 100 79,43
0,1 - - 100 69,18
KAI(SO4)2.12H.0 0,5 - - 100 69,18
1 4,37 1,65 95,63 69,18
0,001 12,21 2,88 87,79 79,43

Polimero
0,01 19,48 2,19 80,52 52,48
Catibnico (N9909)

0,1 21,23 2,88 78,77 39,81

4.4.2.4 Adicdo de Nanoparticulas Magnéticas

A Figura 43 apresenta o aspecto visual das emulsGes contendo
nanoparticulas magnéticas em diferentes concentragbes, onde pode ser
observado que o hexadecano separado apresentou aspecto limpido para todas as

concentracoes.
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A adicao da suspensao de nanoparticulas magnéticas (com carga igual a
39,65+0,52 mV) as emulsdes permitiu a separacao de aproximadamente 96% do
6leo utilizando uma concentracado de 1% m/v, enquanto que para a concentracao
de 10% m/v obteve-se uma separacédo de 88% (Figura 44). Este resultado pode
ser explicado mediante a analise dos valores de potencial zeta das fases creme
(Tabela 17). Na concentragao de 10% (m/v) o potencial zeta apresentou valor em
torno de 20 mV proporcionando estabilidade eletrostatica as gotas. Ja para a
concentracao de 1% (m/v) o valor de potencial zeta ficou muito préximo a zero,
evidenciando assim uma melhor condicdo de separacao pela reducao da repulsao
eletrostatica entre as gotas.

Oliveira et al. (2010) produziram particulas magnéticas com propriedades
anfifilicas a partir da magnetizagdo de nanotubos de carbono, e, ao adiciona-las
(0,05% m/v) em emulsGes de biodiesel em agua, obtiveram uma boa difusdo das
mesmas na interface. Quando as emulsdes foram expostas a um campo
magnético obteve-se a separacao completa do biodiesel e da agua, e as particulas
puderam ser recuperadas e reutilizadas por pelo menos 5 vezes.

Assim, as nanoparticulas magnéticas foram recuperadas, lavadas e
novamente suspensas em agua Milli-Q na concentracao de 2% (m/v), assim como
informado pelo fabricante, e a partir de entdo foram misturadas com novas
emulsdées nas concentracdes utilizadas anteriormente. Pode ser observado na
Figura 45 que apenas na concentragdo de 10% (m/v) foi possivel obter uma
separacdo de Oleo de aproximadamente 80%, enquanto que nas demais
concentracdes nao houve qualquer indicio de desestabilizacdo. Pela analise dos

valores de potencial zeta da Tabela 18 pode ser observado que a suspensao de
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nanoparticulas ndo apresentou carater catibnico suficiente para interagir
eletrostaticamente, e por isso nao foi possivel desestabilizar as emulsbes. Porém,
na maior concentracao alguma interacdo eletrostatica deve ter prevalecido,

contribuindo para a desestabilizagcdo da emulséo.

Figura 43. Aspecto visual das emulsées contendo nanoparticulas magnéticas nas

concentracoes de (a) 10%, (b) 1%, (c) 0,1% e (d) 0,01% (m/v).
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Figura 44. Separagdo de 0leo (%) das emulsbes desestabilizadas utilizando

diferentes concentracdes de nanoparticulas magnéticas.
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Tabela 17. Valores de potencial zeta das emulsées contendo diferentes

concentracdes de nanoparticulas magnéticas na emulsao.

Concentracao (%, m/v) Potencial Zeta (mV)
0 (controle) -31,87 0,12
0,01 -34,03 +0,71°
0,1 -25,43 +0,62°
1 -3,12 £0,46°
10 26,17 +0,49°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 45. Percentual de separacdo de 6leo das emulsdes desestabilizadas

utilizando diferentes concentracées de nanoparticulas magnéticas recuperadas.
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Tabela 18. Valores de potencial zeta das emulsbes contendo diferentes
concentragcbes de nanoparticulas magnéticas recuperadas apds uso para
desestabilizacéo.

Concentracao (%, m/v) Potencial Zeta (mV)
0 (controle) -31,87+0,12
0,1 -30,57+1,76%°
1 -29,20+0,60%°
10 -28,33+0,31°

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa (p<0,05).

4.4.3 Comparacao entre os Métodos de Desemulsificagcao

Um resumo geral dos melhores resultados, em termos da separacédo de
6leo (%), obtidos para cada um dos métodos adotados é apresentado na Tabela
19. Em termos de maior separagcao de 6leo fica evidente que o uso de butanol
seguido de centrifugacao foi o Unico método que propiciou a total separacao das
emulsdes, porém a escolha desta estratégia pode nao ser a ideal, pois, como
relatado anteriormente é necessaria uma etapa posterior de separagdao do
solvente aumentando os custos dos processos de downstream.

Para conseguir a total separacdao do Oleo utilizando o processo
convencional de centrifugacdo seria necessario utilizar tempos maiores e
velocidade de rotacado superior a 10000 rpm (15317 g), 0 que seria inviavel em

virtude dos elevados custos, como relatado anteriormente.
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A utilizacdo de sais, polimeros, acidos e bases nado foi eficiente em
desestabilizar as emulsées somente pela acdo da forca gravitacional. Porém
utilizando-se uma posterior etapa de centrifugacdo, maiores percentuais de
separacdo de 6leo foram alcangados quando comparados a centrifugacao
convencional.

Ja as nanoparticulas magnéticas mostraram ser eficientes em interagir
eletrostaticamente com as células de levedura e com os compostos anfifilicos
responsaveis pela estabilidade das emulsées. Ao aplicar um campo magnético os
complexos formados foram rapidamente removidos da interface migrando em
direcdo ao campo aplicado e facilitando a coalescéncia das gotas e a consequente
formacao da fase continua de 6leo. Este método propiciou 95,85% de separacao
6leo e pode-se dizer que € vantajoso por nao serem necessarias etapas adicionais
de separacado e também por eliminar custos varidveis com energia elétrica e
manutencao de equipamentos.

Vale ressaltar que o uso das nanoparticulas magnéticas seria possivel ap6s
um estudo da viabilidade econémica do método, comparando-o com o método

convencional de centrifugacéo.
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Tabela 19. Comparacéao da separacao de 6leo (%) entre os diferentes métodos de desemulsificacao.

Métodos Fisicos

Agente Desemulsificante Processo Envolvido Parametros Separacéo de Oleo (%)
Centrifugacao Centrifugacao 10000 rpm / 2horas 72,58
Aquecimento Temperatura 60°C / 3horas 19,11

Métodos Fisicos e Quimicos

Agente Desemulsificante Processo Envolvido Parametros Separacéo de Oleo (%)
Alcool (Butanol 10% v/v) decantacéao 15 minutos 95,85
Alcool (Butanol 5% v/v) centrifugacao 10000 rpm / 10 minutos 100
pH éacido (1,8-2,2) decantacéao 1440 minutos 3
pH éacido (1,8-2,2) centrifugacao 10000 rpm / 10 minutos 96,15
pH basico (9,0) decantacgao 1440 minutos 3
pH basico (9,0) centrifugacao 10000 rpm / 10 minutos 83,33
Sais (NaCl 1% m/v) centrifugagao 10000 rpm / 10 minutos 84,2
Polimero Catiénico N9909 (0,001% m/v) centrifugacao 10000 rpm / 10 minutos 71,24
Nanoparticulas Magnéticas (1% m/v) ima (campo magnético) 30 minutos 95,85
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CAPITULO 5. CONCLUSOES GERAIS
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Os resultados obtidos neste trabalho possibilitaram avaliar as propriedades
emulsificantes das células de levedura, esclarecendo alguns mecanismos de
interacdo destas células e os fatores que interferem na estabilidade,
microestrutura e reologia das emulsoes.

A estabilidade cinética das emulsdes compostas por hexadecano, agua e
levedura foi viabilizada por mecanismos de estabilizacdo ocorrendo
simultaneamente ou sequencialmente como 0 aumento na viscosidade da fase
creme, a repulsdo eletrostatica entre as gotas e estabilizacdo por Pickering
causada pelas células de levedura. Estes dois ultimos estdo associados a
diminuicdo dos valores de tensao interfacial e a hidrofobicidade parcial causada
pelas leveduras.

As estratégias adotadas no processo de desemulsificacdo foram baseadas
na aplicacao de forcas mecanicas, alteracao da densidade de carga das emulsdes
e reducgdo da viscosidade da fase dispersa.

A forca centrifuga nao foi suficiente para causar a separacao total dos
componentes da emulsdo. Da mesma forma, o aumento da temperatura em até
60°C nao provocou reducdo suficiente da viscosidade a ponto de se ter a
separacao total dos componentes.

A utilizagao de alcodis pode ter acarretado em uma redugao na viscosidade
das fases, pela maior afinidade da parte hidrofébica, em que os mesmos eram
soluveis levando a maiores indices de separacao. No entanto apds o processo de
desemulsificacdo seria necessaria uma etapa adicional para a recuperacdo do
solvente. A utilizacdo de sais, polimeros, acidos e bases nado foi eficiente em

desestabilizar as emulsbes somente pela acdo da forga gravitacional. A
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combinacao das estratégias adotadas com uma posterior centrifugacao acarretou
em uma separacao mais eficiente.

De maneira geral, a producdo de emulsdes estabilizadas por células de
levedura e a desestabilizacdo das mesmas, quase em sua totalidade, foi possivel
através da utilizacdo de nanoparticulas magnéticas mediante a aplicagdo de um
campo magnético. Este processo € interessante por ndo serem necessarias
etapas adicionais de separacao, podendo as nanoparticulas serem reutilizadas e
também por eliminar custos variaveis com energia elétrica e manutencdo de
equipamentos.

Assim sendo, foi possivel entender e avaliar o mecanismo de estabilidade

das emulsdes modelo, permitindo estudar e avaliar diferentes estratégias de

desemulsificacdo buscando uma maior separacao de 6leo.
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