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O deserto se alegrarg, e crescerdo flores nas terras secas; cheio de flores, o

deserto cantara de alegria. Deus o tornara t3o belo como os montes Libanos,

téo fértil como o monte Carmelo e o vale de Sharom. Todos verdo a gléria do

Senhor, verdo a grandeza do nosso Deus. Fortalecam as méos cansadas, déem

firmeza aos joelhos fracos.

Digam os desanimados: “N&o tenham medo; animem-se, pois 0 nosso Deus
estd aqui. Ele vem para nos salvar, ele vem para castigar 0s nossos inimigos”.
Entéo os cegos verdo, e os surdos ouvirdo; os aleijados pulardo e dangario, e
os mudos cantarfio de alegria. Pois fontes brotarfio no deserto, e rios correrdio
pelas terras secas. A areia quente do deserto virara um lago, e haverd muitas
fontes nas terras secas. Os lugares onde agora vivem os animais do deserto

viraro brejos onde crescero taboas e juncos.
Havera ali uma estrada que se chama de “Caminho da Santidade” Nela, nfo
caminthardo os impuros, pois ¢la pertence somente ao povo de Deus. Até todos
andardo nela e ndo se perderfio. Nesse caminho, nfio havera ledes, animais

selvagens ndo passardo por ele; ali andaro somente os salvos. Aqueles a

quem o Senhor salvar voltardo para a casa, voltario cantando para Jerusalém e
ali viverdo felizes para sempre. A alegria e a felicidade os acompanhardo, ¢
ndo havera mais tristeza nem choro.

(Isaias 35)
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Sumario

O sistema de lodo ativado (SLA) tem como principal aplicacdio o tratamento de
esgotos urbanos, mas também tem sido utilizado no tratamento de agua residudria (AR)
industrial. O SLA consiste em um ecossistema de microrganismos e animais inferiores
selecionados € adaptados & 4gua a ser tratada, tendo uma composicdo caracteristica de
bactérias, leveduras, protozo4rios e nematéides.

No tratamento por meio de SLA de AR rica em compostos hidrofobicos introduziu-
se uma bactéria isolada de AR de abatedouro de aves selecionada pela produgdo de
biossurfactante, Kokuria rhizophila kovacs, para o estudo do aumento da eficiéncia da
remogdo de carga poluidora através do aumento da disponibilidade do substrato aos
microrganismos do LA. Este aumento de substrato foi obtido por meio da diminui¢do da
tensdo superficial devida aos compostos hidrofébicos. A producdo de biossurfactante foi
medida através do coeficiente de emulsio em espectrofotdmetro a 600nm.

Foram adicionadas aliquotas de 2%, 2,5%, 2,75% e 3% ao LA de AR fermentada
pela K. rhizophila kovacs, com taxas de remogio de DQO de até 78% em 6h de tratamento
em reator de batelada de 4L. Outro estudo simultineo foi realizado observando a
fermentacdo da AR por meiosw da K. rhizophila kovacs e posterior tratamento do
sobrenadante pelo SLA, com o percentual de remogdo de DQO de até 93% em seis horas de

tratamento em reator de batelada de 4L.



Summary

The activated sludge system (ASS) has its main application in the treatment of
urban sewage, but it has also been used on industrial wastewater treatment. The ASS
consists of an ecosystem of microorganisms and infertor animals selected and adapted to
the water to be treated, with a composition characterized by bacteria, yeasts, protozoans and
nematodes.

In the treatment by ASS of a wastewater containing high concentration of
hydrophobic compounds, it was introduced one bacterium isolated from fowl abattoir
wastewater and selected by its biosurfactant production, Kokuria rhisophila kovacs, for the
study of the increase in the efficiency of pollution load remotion due to increase of
substrate availability to the microorganisms. This increment was obtained by reducing the
superficial tension due to the solubilization of the hydrophobic compounds. The
biosurfactant production was measured by means of the emulsion coefficient in a
spectrophotometer at 600num.

Aliquots of 2%, 2.5%, 2.75% and 3% of wastewater fermented by K. rhisophila
kovacs, with DQO remotion rates up to 78% after 6h of treatment in 4L batch reactor, was
added to the activated sludge another simultaneous study was performed, observing the
wastewater fermentation using K. rhisophila kovacs and followed by a treatment of the
supernatant by ASS, with DQO remotion rates up to 93% during 6h of treatment in a 4L

batch reactor.



1 Introducio

O Sistema de Lodos Ativados esti consagrado como tratamento de esgotos
municipais desde o final do século XIX e também tem sido empregado com eficicia no
tratamento de varios efluentes industriais. Por ser um sistema biologico torna-se um sistema
complexo e dependente de variaveis biologicas, da engenharia e operacionais.

Os problemas mais comuns enfrentados pelo sistema de lodo ativado estio
relacionados com a estrutura do floco, intumescimento, processo de sedimentacdo e
flotagio do lodo, assim como a disposico final do seu excesso. A solucdo destes problemas
recai sobre a mudanca de parimetros de engenharia, como o uso de diferentes tipos de
reatores; ou no uso de aditivos quimicos em determinada etapa do processo que auxiliem a
obtengdo do resultado desejado. )

O estudo da micro-fauna tem apontado para as funcGes que desempenham certos
MiCrorganismos, muitas vezes em situagdes indesejadas como no intumescimento do lodo.

Estudos do tratamento de efluentes oleosos por lodos ativados sdo quase
Inexistentes, pois a énfase tem sido dada para o tratamento de efluentes com pequena
concentra¢io de lipideos e residuos hidrocarbonetos. Pouco também é relatado do uso de
compostos bioldgicos ou mesmo da insercio de outro microrganismo, com caracteristica
conhecida e desejada no sistema de lodo ativado, mas foram encontrados relatos do uso de
enzimas para auxiliar o processo de tratamento do efluente e o estudo sobre
biodisponibilidade de nutrientes para o lodo ativado, tocando em parte o objetivo proposto
por este trabalho.

O uso de surfactantes sintéticos é descrito para auxiliar o processo de disposigdo
final do lodo ativado e o de biossurfactantes mostra-se bastante restrito em tratamento de
efluentes industriais, sendo mais explorado na recuperacdo de ambientes poluidos com
residuos de hidrocarbonetos. E também descrita a aplicagdo de biossurfactantes na indtstria

farmacéutica ¢ em também em técnicas moleculares,



2 Objetivo

Com o tratamento de agua residudria pelo Sistema de Lodo Ativado (SLA)
incrementado com bactéria produtora de biossurfactante pretende obter resultados de
melhor eficiéncia do tratamento.

Objetivo do estudo:

s Isolar e selecionar wm microrganismo produtor de biossurfactante a partir de dgua
residuaria de abatedouro de aves e industria de processamento de dleos.
+ Estudar a influéncia do microrganismo selecionado no tratamento da 4gua residuéria

do processamento de processamento de 6leos pelo SLA.
e Estudo do processo de fermentagdo na producdo de biossurfactantes em agua

residuaria.

3 Justificativa

O estudo do isolamento e selecido de microrganismos produtores de biossurfactante
e com a adigdo deste em tratamento de agua residuéria pelo sistema de lodo ativado
pretende-se melhor compreens@o dos fatores microbiolégicos do lodo e o incremento da
eficiéncia do sistema de lodo ativado na reducfio da carga poluidora, desta forma poder

contribuir com solucdes para os problemas ambientais.



4 Revisdo Bibliografica

4.1. Biossurfactantes
4.1.1 Intreducio

Nos ultimos anos, o interesse por compostos de superficie ativa tem crescido
significativamente. Juntamente com a industria quimica, médica, botinica e de produtos
biolégicos apresentaram um crescimento de 568% entre 1972-1982 movimentando cerca de
2,3 bilhdes de dolares. O mercado de sabdes e detergentes movimentou 12,8 trilhdes de
dolares em 1990. Espera-se que até o ano 2000 haja um aumento de 35% da producéo atual
de surfactantes para atender a demanda crescente. Devido a enorme demanda, grandes
quantidades de surfactantes sintéticos t&m sido depositados no ecossistema através de
descargas de residuos aquosos. Os surfactantes sintéticos s3o potencialmente perigosos ao
meio ambiente, sendo tGxicos para algas, peixes e bactérias em concentragio de 1 mg/L. O
estudo de biossurfactantes tem despertado muito interesse, porque estes freqiientemente
possuem algumas propriedades superiores aos surfactantes sintéticos, o que se refere a
menor toxicidade, biodegradabilidade, especificidade e grande variedade de compostos.
(FIECHTER, 1992; KOSARIC et.al.,1987).

Foi comparado um surfactante de uso industrial, Marlon A-350, com um
biossurfactante isolado de Pseudomonas aeruginosa ATCC 55925 (USB-CS1), em termos
de propriedades téxicas e de mutagenicidade em ratos. O USB-CSI apresentou efeitos
toxicos e mutagénicos despreziveis, ndo ocorrendo o mesmo resultado com o Marlon A-
350. Este por sua vez ocasionou alteragdes no quadro clinico e eventuais mortes. Este
experimento aponta para uma vantagem do biossurfactante em detrimento do surfactante
sintético, por apresentar menor risco clinico e ambiental (FLASZ et.al.,1 998)

A maioria dos biossurfactantes ¢ aniénica ou neutra, nio havendo registros na
literatura de biossurfactantes catidnicos. A classificagio dos biossurfactantes é realizada
conforme a caracteriza¢io do segmento hidrofilico de suas moléculas, como: 4cidos graxos,
glicolipideos, lipopeptideos, fosfolipideos. Varios biossurfactantes sio produzidos por

bactérias, fungos e leveduras, em geral, isolados de solos e dguas contaminadas com



hidrocarbonetos, sendo os glicolipideos os mais produzidos. Agentes de superficie ativa sio
importantes na industria de petrdleo. Inicialmente o foco estava na produgdo de
surfactantes, co-surfactantes € em microrganismos que aumentam a recuperagdo de 6leos
(MEOR - Microbial Enhenced Oil Recovery). No entanto, biossurfactantes podem ser
utitizados como dispersantes e emulsificantes com caracteristicas biodegradaveis.
Biossurfactantes como o Emulsan, patenteado por Gutnick et. al. em 1983, 1987
apresentam-se como proteinas o e B, extracelulares, associadas a lipopolissacarideos. O
Emulsan atua na fermentagdo de petrdleo, limpando dutos, derramamentos e MEOR
(KOSARIC ef al.,1987).

Geralmente microrganismos produtores de biossurfactantes necessitam para a
biossintese um hidrocarboneto como fonte de carbono. Excegio faz-se ao Bacillus subitilis,
que tem demonstrado crescimento em 4gar-sangue ¢ produzido biossurfactante
“surfactina”. No entanto os biossurfactantes podem ser produzidos a partir de substratos
renovaveis como Oleos vegetais, carboidratos e residuos industriais. Muitos fatores que
influenciam a produgdo de biossurfactantes s3o a natureza da fonte de carbono, limitagbes
nutricionais, temperatura, aeragiio e o tipo de microrganismo utilizado (GERSON &
ZAJIC, 1979; GUTNIK & SHABTAL 1987; KOSARIK et. al,,1987; FIECHTER, 1992.).

Certas cepas de Bacillus ligueniformis isoladas de reservatérios de Oleo tem sido
mostradas como efetivas produtoras de biossurfactante, liquenisina A, estruturalmente
similar a um lipopeptideo de baixa atividade, a surfactina. A surfactina, um pequeno
peptideo produzido por procariotos, encontrado em menores concentragdes em eucariotos, ¢
sintetizado nio por ribossomos, mas por um complexo multi-enzimatico peptideo sintase.
Analises desta peptideo sintase originadas de bactérias e fungos revelam alto grau de
conservacdo de seqiiéncias de bases, sendo surfactina sintetase utilizada para identificar a
copia do operon de liquenisina A sintetase (IchA) proveniente do Bacillus licheniformis.
(YAKIMOV, M. et al., 1998).

Streptomyces tendae Tu 901/8c produziu um peptideo extracelular hidrofébico,
denominado estreptofactina. O composto foi isolado em meio 4gar-condicionado e
caracterizado. Aplicacdes extracelulares do peptideo purificado restauraram a forma do
micélio aéreo em mutantes defeituosos no desenvolvimento morfolégico. A atividade de

superficie medida revelou que a estreptofactina diminuiu a tensdo superficial de 72,0 para



39,4N/m’ e a concentragdo critica micelar atingiu o valor de 36mg/L. As propriedades da
estreptofactina sugerem uma mudanga estrutural no desenvolvimento do micélio aéreo e
suporte a€reo das hifas com o abaixamento da tensio superficial dos filmes de 4gua
encerrados nas coldnias. Estes resultados sugerem um modelo de mecanismo de formacdo
micelar e adaptagdo as variagdes ambientais de Streptomyces tendae. Existem seis grandes
classes de biossurfactantes, a saber: hidroxilagio e ligacdo cruzada de 4cidos graxos,
glicolipideos,  complexos lipide-polissacarideos, lipoproteinas e  lipopeptideos,
fosfolipideos, superficie celular (propriamente dito). Todos estes biossurfactantes mostram-
se capazes de, em diferentes sistemas e condi¢gdes, diminuir a tensio superficial de misturas
do tipo O/A. A maioria dos biossurfactantes nio altera a viscosidade do éleo (KOSARIK et
al.,1987).

4.1.2 Producio de biossurfactantes

Atualmente tém-se juntado esforcos nas pesquisas para a viabilizag8o da produgdo de
biossurfactantes sendo numerosos os trabalhos descrevem a capacidade de bactérias,
leveduras ¢ fungos em degradar hidrocarbonetos. O crescimento de mMICTOrganismos que
degradam hidrocarbonetos é acompanhado pela emulsificagdo do substrato devido a
produgdo de lipoproteinas e lipopolissacarideos extracelulares, que reduzem a tensdo
superficial do meio de crescimento. Praticamente todos os tipos de hidrocarbonetos
gasosos, liquidos e solidos nas séries alifiticas, aromaticas, olefinicas e nafténicas parecem
ser suscetiveis 2 oxidagfo por microrganismos (BELSKY et al, 1979; CIRIGLIANO &
CARMAN, 1984).

Bactérias marinhas degradadoras de n-alcano, seis linhagens de bactérias
heterotroficas foram isoladas. Foram obtidas da dgua marinha e do sedimento marinho,
coletado proximos as ilhas Borkum (Mar do Norte), utilizando-se Mihagol-S 9C14, 15-n-
(alcano) como principal fonte de carbono. Estas bactérias gram negativas e aerdbias se
utilizam um limitado ntimero de compostos orginicos, incluindo hidrocarbonetos alifaticos,
acidos graxos volateis, piruvato e metil-éter. Durante a cultura, utilizando-se o n-alcano
como fonte de carbono e energia, todas as linhagens produziram um glicolipideo com

superficie ativa tanto extracelular como ligado a parede celular que reduzin a tensio



superficial da agua de 72N/m? para 29 N/m® . Esta classe de glicolipideo tem sido
produzida somente por estas linhagens. A analise da seqiiéncia génica da porg¢do 165 do
ARNr tem mostrado que todos os membros desta linhagem pertencem as Proteobactérias.
(YAKIMOV, M. et al., 1998).

Foram isoladas trinta e cinco bactérias do solo coletado proximo a Refinaria de
Petroleo de Paulinia - REPLAN para determinar a producgfio de biossurfactantes. Sendo que
cinco destas mostraram alto atividade emulsificante em meios contendo tolueno sendo que
esta performance foi observada em diferentes tempos de crescimento (12,24 e 38 horas), e
como fonte de carbono foram utilizados dleo de oliva, querosene, tolueno, vaselina ¢
xileno. Das cepas isoladas foram identificados os géneros Chromobacterium sp.,
Staphylococcus sp. e Bacillus sp. e identificados a espécie de Bacillus polymyxa e
Pianococcus citreus (CARVALHO, D.F, etal., 1997).

Uma linhagem de Bacillus subitilis produz biossurfactantes em meio com 2% de

sacarose a 45°C, sendo que a diminui¢do da tensdo superficial do meio passa de 7,8 N/m?
para 2,8 N/m” A linhagem ¢é capaz de produzir biossurfactantes em altas concentragdes de
NaCl (4%) assim como com pH variando de 4,5 a 10,5. As propriedades de atividades de
superficie sdo mantidas durante 2h com pH variando de 4,5 a 10,5 e a temperatura variando
em até 100°C. A producio maxima de biossurfactantes ¢ alcangada quando sdo
adicionadas uréia ou ions nitrato como fonte de nitrogénio. A aplicacdo de biossurfactante
resultou em 62% de recuperacio de déleo em uma coluna, indicando potencial de aplicacéo
emn MEOR.
SANG (1997) observou o efeito da glicose ¢ 6leo de soja como fonte de carbono no
crescimento de leveduras Torulopsis bombicola ATCC22214 e produgdo de lipideo
soforose, um biossurfactante, foi investigado. Em meio continuo de cultura, a taxa de
consumo de glicose aumenta pelo aumento especifico de crescimento celular, e a taxa de
consumo de oleo de soja é proporcional a produc@o especifica de lipideo soforose no meio
de cultura.

Pseudomonas aeruginosa UW-1 produziu 17-24g/L. de ramnolipideo a partir de
Oleo vegetal contido num meio de cultura em agitadores por 13 dias. Em meio salino com
6% de 6leo de canola havia 2,6 x 10'° CFU/ml apés 48h, e 0 maximo de ramnolipideos de

24 3¢/L apbs 9 dias. Os ramnolipideo foram separados do meio de cultura com solvente



orgénico (cloroférmio/metanol) e com o uso de cromatografia de camada delgada (CCD) .
A maior parte dos rammolipideos foi identificada como L-ramnosil-B-hidroxidecanoil-B-
hidroxidecanoato e L-ramnosil-L-ranmosil-B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato  por
ressonfncia magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massa. Por HPLC determinou-se
a taxa de 4:1 de mono e diramnosil, respectivamente, sendo o valor de CMC de 40ug/ml,
idéntico para ambos. Notou-se, entretanto, na aplicacdo destes biossurfactantes um
abaixamento da tensdo superficial para 2,77 e 3,04 N/m® respectivamente (SIM et al,,
1998).

Um mutante de Bacillus licheniformis por mutagénese randdmica tratada com N-
metil-N’-nitro-N-nitrosoguanidina produziu elevado indice de lipopeptideo biossurfactante.
O mutante designado Bacillus licheniformis KGL11, é capaz de produzir biossurfactante
em concentragdo de 391 mg por litro, concentragiio vinte vezes maior que o Bacillus
selvagem. Andlises por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia de
infravermelho e medidas de tensdo superficial indicam que o biossurfactante produzido ¢
idéntico ao da cepa selvagem (LIN, S.C. et al., 1998).

Pseudomonas marginalis PD-14B  produz lipopolisacarideos que contém
biossurfactante fator-MP formado proporcionalmente & biomassa produzida. A producio de
um fator - MP especifico através do crescimento celular mostrou-se independente do
substrato usado como fonte de carbono e hidrocarbonetos adicionados no meio de cultura.
Rifamicina e cloranfenicol nfo afetaram o acimulo de surfactantes extracelulares.
Inibidores respiratorios {azida e cianeto), um bloqueador da fosforilagio oxidativa (cianeto
de carbonila m-clorofenilhidrazona) e um condutor i6nico (gramicidina -D) suprimem
fortemente a acumulagdo de fator - MP durante a fermentagio. Um inibidor da proton-
ATPase (diciclohexilcarbodiamida) e um inibidor da glicélise (fluorado) ndo afetaram a
acurnulacio de fator-MP. Os resultados indicam que o mecanismo de liberagio do fator-MP
para o meio ¢ realizado por um mecanismo dependente de energia (BURD, G. & WARD,
0., 1997).

Apés a fermentacdo, o biossurfactante permanece na fase aquosa, fazendo-se
necessario isola-lo desta fase. Pode-se utilizar centrifugacdo para separar as células da fase
liquida, filtracdo ou utilizagdo de diilise, seguidas de extracdes com solventes (LIMA,
1997; CIRIGLIANO & CARMAN, 1984). SINGH (1990) utilizou agua quente para extrair
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o biossurfactante da parede celular, demonstrando que a atividade emulsificante nio fo1

perdida com calor, mas idéntica ou maior que a atividade extracelular.

4.1.2 Aplicacdes dos biossurfactantes

Muitos poluentes sio degradados rapidamente em condi¢des de laboratdrio, no
entanto persistem no ambiente. Este fato consiste em um dos maiores fatores limitantes
para a biorremediagdo € o uso e produgdo comercial de produtos biotecnologicos.

O aumento de interesse pelo potencial de aplicagdes de biossurfactantes se baseia na
sua gama de propriedades funcionais como emulsificagdo, separagio, poder umectante,
solubilizacdo, de-emulsificacdo, inibicdo da corrosdo e reducdo de viscosidade. Ha varias
areas de aplicagiio onde os biossurfactantes podem substituir os surfactantes sintéticos
como na agricultura, indistria de alimentos, limpeza e cosméticos, papeleira, téxtil,
farmacéutica, de refino de petrdleo e petroquimicas. Na agricultura os surfactantes
s8o necessarios para a hidrolizagdo de solos pesados para a obtengdo de boa umidade e
realizar igual distribuicdo dos fertilizantes no solo. Biossurfactantes como o ‘Emulsan’, o
unico comercializado até 0 momento, para uso na limpeza de tanques de petréleo, melhoria
na extracdo de petrdleo e controle ambiental no caso de derramamento de petréleo, e,
outros biossurfactantes foram patenteados, como o produzido por Candida sp com grande
potencial de uso na industria téxtil, farmacéutica e cosmética. Os japoneses t€m patenteado
o uso de Pseudomonas, Arthrobacter, Bacillus ¢ Alkaligenes sp. para produzirem
biossurfactantes (KOSARICK et al., 1987; FIECHTER, 1992).

INOUE (1998) isolou do solo a levedura Torulopsis bombicola KSM36, na intencgdo
de encontrar microrganismos produtores de glicolipideos, que a partir de dleo de palma e
glicose produziu soforose lipideo com rendimento de 0,15g/L. Este glicolipideo tem
compatibilidade com a pele, podendo ser utilizado comercialmente pela indistria cosmética
como hidratante para pele.

Em produtos alimenticios o uso de biossurfactantes ¢ mais restrito pelo cardter de
toxicidade, sensorial, custo, propriedades funcionais, fornecedores ¢ legislacdo. O graude

toxicidade é o fator determinante, sendo necessario que o biossurfactante seja
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biologicamente degradado de forma ndo téxica, nio apenas pelo corpo humano como
também pelo meio ambiente (KUDO, 1988).

Os compostos de superficie ativa sdo aplicados na inddstria alimenticia no
processamento de matéria-prima, quer seja pela sua importincia na formacio da
consisténcia e textura apropriadas, como para a dispersdo de fases. Em padarias € na
inddstria de carnes alteram as caracteristicas reoldgicas da farinha e emulsificam gorduras
(FIETCHER, 1992; LIMA, 1997)

Outra aplicagdo possivel para alguns microrganismos produtores de biossurfactantes
¢ a produgdo de proteinas unicelulares (SPC) para  alimentagio. Dentre estes
microrganismos, podemos citar a levedura Candida tropicalis IIP-4, que foi cultivada
em meio contendo n-hexadecano como fonte de carbono, produzindo biossurfactantes
capazes de emulsionar xileno, tolueno e hexadecano (SINGH, 1990). A producdo de
proteina unicelular e a atividade de emulsificacdo por Saccharomyces lipolytica a partir da
fermentagdo em dleo diese] (5%) como fonte de carbono, apresentaram bons resultados em
pH 5,0, com produgdo de 39% de proteina celular em fermentador de bancada (SAMPAIO,
1995). A utilizagdo de residuos aquosos de extragio de dleo de oliva pela levedura
Yarrowia lipolytica (ATCC 20255), produziu 22,5¢/L de proteina unicelular, sendo que
apds 24h de cultivo houve uma reducio de 80% da DQO (DE FELICE, 1997).

As propriedades funcionais das proteinas nos alimentos, incluindo as unicellares
(SPC), sdo hidrofilicas nas quais esti envolvida a sorgdo, absor¢lo, retencdo de dgua e
solubilidade. A interagdo entre as moléculas, como coagulagdo, geleificacio, elasticidade,
viscosidade, textura e formacio de filmes; assim como possuem propriedades de superficie,
dependente da capacidade de formar filmes continuos, ex. emulsificacio, forma¢io de
espuma ¢ peliculas de cobertura, além das propriedades sensoriais, cor, textura e
gosto.(SGARBIERI, 1998).

MARTIN (1998} descreve um experimento em que um biossurfactante ¢ adicionado
na racdo animal com o intuito de methorar a performance alimentar de aves. Um
biossurfactante e uma lipase de alimentos sdo introduzidos 4 dieta de galinhas contendo 200
a 400g de arroz em cada quilo de farelo com o objetivo de melhorar a taxa de conversio do
alimento. No entanto o resultado mostrou que, neste caso, nio houve melhoramento na

performance alimentar das aves.
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FERRAREZO (1998) isolou duas linhagens de Bacillus sp a partir de efluente bruto
de indastria de margarina e sab3o, sendo denominadas Bl e BY. Estes bacilos se
apresentaramn melhores entre 111 cepas puras que foram isoladas do mesmo efluente,
apresentando altos indices de emulsificaciio quando cultivadas em meio GYP, ajustado a
pH 7,0 em 10 h de cultivo. Estes biossurfactantes foram capazes de emulsionar compostos
aromaticos, como xileno, tolueno, e misturas de compostos alifaticos e ciclicos, como
querosene e diesel, além de triglicerideos (6leo de soja). Estes biossurfactantes apresentam
pequena diminuigdo na tenséio superficial em meio de cultivo GYP e nfo apresentaram
atividade hemolitica. A linhagem de Bacillus sp Bl reduziu a DQO em 58%, apos 48h de
cultivo ¢ a linhagem de Bacillus sp B9 reduziu da DQO em 63,66%, ap6s 96 h no mesmo
efluente, indicando grande potencial para tratamento de efluentes e biorremediacéo.

Apesar de todas as possibilidades de uso dos biossurfactantes, eles t€m sido
relatados na literatura com maior fregiiéncia pela aplicac@io na indGstria petrolifera, para
aumentar o rendimento da extracfio de petrdleo, devido & capacidade de reduzir a tensdo
interfacial entre a a4gua e o Oleo com baixa absor¢do nas rochas dos reservatérios naturais
de petrdleo e pelo uso em biorremediacio, tendo grande vantagem quando comparados aos
emulsificantes sintéticos, por serem biodegradaveis e terem baixa toxicidade (KOSARIK,
1987).

Para a indtstria farmacéutica VOLLENBROICH et al. (1997) realizou estudo dos
potenciais antivirais da surfactina, um biossurfactante produzido por Bacillus s_ubz:ilis,
sendo este um lipopeptideo ciclico. O estudo da acio da surfactina foi realizado sob amplo
espectro de diferentes virus, como o “Semliki Forest virus” (SFV), herpes simplex virus
(HSV-1, HSV-2), “suid herpes virus” (SHV-1), “vesicular stomatitis virus” (VSV), “simian
immunodeficiency virus” (SIV), “feline calicivirus” (FCV), “murine
encephalomyocarditis virus” (EMCV). Sendo que in vitro os experimentos mostraram duas
fases na inativacdo da cinética do envelopamento viral, especialmente o herpes e o
retrovirus, foram muito mais eficientes que em virus nfo envelopados. Os virus suscetiveis
3 acfo da surfactina foram ativados em 25 pM em meio contendo 5% “serum” de feto de
bezerro (FCS). Em concentracdes acima de 80puM de surfactina foram reduzidos a >4.4
logjo CCIDsp/m! de HSV-1 em 15 min ¢ SIV em 60 min. A inativagdo aumentou

linearmente com a temperatura de incubag8o & um fator 2.4/10°C e logaritimicamente com
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a concentracdo. Uma ruptura na membrana lipidica do virus e parcialmente do capsideo foi
observada por microscopia eletrdnica. Estes dados sugerem ac¢fio antiviral, levando a outras
investiga¢des como interagdes fisico-quimicas do surfactante na membrana ativa com a
membrana lipidica do virus. Deste modo a surfactina poderia ser utilizada para a seguranga

sobre virus em produtos biotecnologicos e farmacéuticos.

4.1.3 Bactéria produtora de biossurfactante: isolamento e identificacio

As espécies conhecidas do género Kokuria (STACKEBRANDT et. al,, 1995) eram
apenas quatro espécies, i.e., Kokuria rosea ¢ Kokuria varians, Kokuria kristinae ¢ Kokuria
erythromyxa, todas originalmente classificadas como Micrococeus. Enquanto as primeiras
trés espécies tém sido reconhecidas como espécies individuais, a K. erythromyxa linhagem
UWO 1045 foi primeiramente classificada como ‘Sarcina erythromyxa’, depois
reconhecida como Micrococcus roseus e subseqiientemente descrita como Deinococcus
erythromyxa, espécie incertae sedis (BROOKS & MURRAY, 1981).

Apos a analise de DNAr 16S a espécie Micrococcus demonstrou ser uma forma
individual e pertencente a linhagem descendente da Arthrobacter-Micrococcus
(STACKEBRANDT et. al., 1980, 1995); um ramo posteriormente descrito como familia
Micrococcaceae (STACKEBRANDT et. al., 1997). Com base na analise de DNAr 16S e a
presenga de um Unico parental de propriedades quimiotaxonOmicas, as trés espécies
Micrococcus foram transferidas para o novo género Kokuria. Posteriormente, Deinococcus
erythromyxa foi adicionado com K. erythromyxa, quando informacdes baseadas nos
resultados da anélise do DNAr 16S estavam disponiveis. (RAINEY et.al., 1997). Estas
espécies sio altamente relacionadas com K. rosea, s quais foram originalmente associadas.

KOVACS, et. al. (1999) relatam duas novas espécies do género Kokuria isolados da
rizosfera da Typha angustiofolia no rio Dantbio na Hungria. Uma das espécies é a
Kokuruia palustris sp, outra a Kokuria rhizophila sp. Esta recebeu a seguinte descri¢o:
células de microrganismos esféricas, sendo seu didmetro entre 1,0 ¢ 1,5 um, Gram positiva
e sem motilidade. Nio sido produtoras de esporos. As colonias observadas em placa de Petri
variam de 1,5 a 2,5mm de didmetro, sendo opacas, moles com extremidades irregulares, cor

amarelada, aerdbia, quimiorganotréficas e ndo apresentam crescimento em temperaturas
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superiores a 40°C. Apresentam bom crescimento em pH variando de 5,7 a 7,7. Catalase,
benzidina e crescimento em nitrogé€nio inorgénico positivo. Gelatinase, fosfatase, hidrolise
do Tween 80, crescimento em citrato de Simmons positivos. Oxidase, hidrélise de amido,
indol, uréase, hidrolise de esculina, arginina diidrolase e reacdo de fenilalanina deaminase
negativas. Fraca reagdo com H,S. N&o reduz nitrato a nitrito. Producio de acido a partir de
D-glucose, D-frutose, D-manose, e sacarose. Ndo produz 4cido a partir de glicerol, manitol,
sorbitol, ribose, D-xilose, L-arabinose, galactose, lactose, maltose, P-gentilbiose, D-
turanose, arbutina, salicina, trealose, melezitose. Utilizacdo do adonitol, L-arabinose, S-
frutose, L-fucose, D-glucose, turanose, xilitol, metil-40, Tween 80, e N-acetil-D-
glucosamina. Nédo utilizacdo de celobiose, D-trealose, N-acetil-D-galactosamina, meso-
inositol, maltose, D-manitol, S-melibiose, sorbitol, inosina, glycerol, acido L-glutdmico, e
L-alanina. Apresenta bom crescimento em até 10% de NaCl. Contém peptideoglicano L-
lisina como 4cido diamino diagndstico. As ligacdes interpeptidicas consistem em trés
residuos de alaninas (variagio A3c). As maiores menaquiononas sio MK-7(H,) ¢ MK-
8(H;). Os maiores 4cidos graxos sdo ai-Ci7o, ai-Ciso e i-Ciso. Os lipidios polares
predominantes sfo os fosfatidilglicerol e difosfatidilglicerol. A composicio de bases do
DNA € 69.4 mol% de G+C.

4.1.4 Efeito de acido e surfactantes no tratamento para a desidrataciio e estabilizacio

do lodo ativado

CHEN, et. al. (2001) estudaram a desidratacio de lodo ativado e a utilizagio de
diversos métodos para aumentar a eficiéncia da desidratacio, descrevendo varios métodos
para este fim, pois o tratamento dos esgotos municipais sio realizados, geralmente, através
de processos de lodos ativados, uma vez que a grande massa de lodo pode se constituir num
problema de poluicio para o meio ambiente. Os elementos formadores do lodo ativado,
como as dimensdes e estrutura do floco e sua composigdo quimica determinam o grau de
desidratac@o no processo de disposigdo final deste. Condicionantes quimicos séo utilizados
como auxilio para que seja efetuada a desidratacdo mecénica. Os condicionadores como o
6xido de calcio, cloreto fémrico, poliacrilamidas, etc, sfo utilizados para que haja

floculagdo. A agua contida no lodo ativado pode ser reduzida em até 80% quando o
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tratamento com estes condicionadores ¢ seguido pela desidrataciio quimica. No entanto dois
problemas estdo associados a estes condicionadores. Primeiro, a dificuldade em reduzir a
quantidade de 4gua abaixo de 80%, ¢ o segundo é que o volume de lodo desidratado &
claramente aumentado, especialmente quando condicionadores inorgdnicos sdo
empregados. Uma razdo da dificuldade na desidratagio do lodo é a presenga de polimeros
extracelulares (PEC). Polissacarideos, proteinas ¢ DNA atuam retendo agua e desta forma
aumentam a viscosidade do liquido. (PIKE and CURDS, 1971; KAKII et al, 1984,
URBAIN et al, 1993).

Para melhorar a eficiéncia da desidratagdo, especialmente para fazer com que sejam
quebradas mais ligacdes de dgua da superficie do lodo ativado que ndo podem ser
alcancadas pelos condicionadores comuns, o método de tratamento enzimatico para digerir
a PEC tem sido empregado (NELSON et al., 1988; THOMAS et al., 1993) o que ¢
interessante por promove a desidratacio do lodo através da redugdo de PEC. Estudos tm
mostrado que alguns surfactantes podem alterar a estrutura celular de mmicrorganismos
efetuando um rompimento do material celular ligado & superficie, fazendo com que este
seja dissolvido em dgua. (CHEN et al, 1199a.b). Também foi observado que meio acido
modifica algumas propriedades da superficie dos microrganismos.

Tratando o lodo ativado com 4cido sulfiirico apenas ou juntamente com
surfactantes, foram descobertos métodos efetivos para aumentar a sua desidratacio e
estabilizagdo. Estes resultados foram encontrados através do abaixamento dos valores do
pH do lodo ativado e centrifugagio cuja eficiéneia foi aumentada através do uso de
surfactantes. No entanto, a desidratagdo por filtragem permitiu obter alcance minimo
quando o pH foi abaixado para valores da ordem de 2,5 e o uso de surfactantes beneficiou a
desidratagdo por filtracdo. O volume de 4gua retirada no lodo desidratado por meio de
filtragao alcangou até 73,99% com adicdo de 0,1g de surfactante e pH 2.5 havendo aumento
de 2% da agua no lodo quando comparado com a desidratagdo na auséncia de surfactante.
A velocidade de sedimentagio do lodo foi significativamente acelerada pela aplicagio de
valores de pH 2,5 ou adigdo de surfactante. Uma razio do dcido sulfiirico e surfactantes
aumentarem a desidratagio e estabilidade do lodo ativado é a redugio de PEC que desta

forma torna o lodo ativado mais compacto (CHEN et al, 2001).



4.2 Lodo Ativado

4.2.1 Sistema de lodo ativado operado em batelada

Somente a partir da década de oitenta que o Sistema de Operagdo em Batelada
(SOB) comecou a ser mais implantado. Isto se deve & obtengdo do aumento do
conhecimento deste processo, na utilizagio de vertedores mais confiaveis, instrumentacgo
mais robusta, uso de microprocessadores. Também este sistema tem sido desenvolvido para
realizar a nitrificag3o, denitrifica¢iio e remog8o bioldgica do fosforo.

O SOB consiste na integragio de todas unidades do processamento e operagdo do
sistema de tratamento convencional, a saber: decantador primario, oxidagdo biologica,
decandador secundéario, estes sdo reunidos em um Unico tanque. Neste, um reator de
mistura completa, ocorrem todas as etapas do tratamento. O processamento da-se em
fun¢do do tempo.

A massa bioldgica fica retida no reator durante todos os ciclos, n3o havendo
necessidade de decantadores ¢ elevatérias de recirculagio do lodo.

As etapas do tratamento SOB sao:

e Enchimento: entrada do lodo bruto ou decantado no reator.

» Reagio: aeragio ao e mistura da massa liquida.

e Sedimentacdo: sedimentagio e separagdo dos solidos em suspensdo do efluente
tratado.

» Esvaziamento: retirada do efluente tratado do reator.

e Repouso: ajuste de ciclos e remoggo do lodo excedente.

O Sucesso da operacio do sistema de lodos ativados depende da eficiéncia na
separagio solido — liquido no decantador secundario tendo produzido um efluente
clarificado, adensamento do lodo no decantador a uma concentragio satisfatéria para a
recirculaciio ao reator. Quando o lodo ndo estd bem decantado nem mesmo bem adensado o
tratamento fica comprometido. O intumescimento do lodo é um dos problemas mais
freqiientes que alteram as duas variaveis acima citadas. O intumescimento do lodo ¢

decorrente da alteracio das populagBes formadoras do floco do lodo ativado.
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O floco do lodo ativado € formado por bactérias formadoras de floco, que possuem
uma matriz gelatinosa, facilitando a aglomeragdo de outros microrganismos, desta forma
aumentando o tamanho e o peso do floco, facilitando a sua sedimentacio. O floco do lodo
ativado tambem ¢ formado por bactérias filamentosas, responsaveis pela estrutura do floco.

Quando ha equilibrio entre bactérias formadoras de floco, ha boa decantacdo e
adensamento dos flocos. Quando hd predominincia de bactérias formadoras de floco, o
floco formado € pequeno e fraco, nfo promovendo adensamento ideal.

Se o predominio ¢ de microrganismos filamentosos, entdo os flocos expandem-se
ocupando um volume excessivo podendo gerar perda de sélidos, comprometendo a
qualidade do efluente final. A esta condi¢@o chama-se intumescimento do lodo.

Podem ser causas do intumescimento do lodo baixo volume de oxigénio dissolvido,
baixa relagdo alimento/microrganismo, esgoto afluente séptico, deficiéncias de nutrientes e
baixos valores de pH. Como prevengdo do intumescimento do lodo tém-se buscado

conhecer a dindmica das populacdes microbianas nos reatores (CURTS et.al., 1998).

4.2.2 Biodiversidade em Plantas do Sistema de Lodo Ativado

TOMAS CURTS e NOEL CRAINE (1998) estudaram a diversidade de bactérias em
plantas de lodo ativado através de comparacdes entre diferentes plantas de tratamento com
o intuito de ganhar informacdes importantes sobre suas diferencas. Estes estudos foram
facilitados pelo uso da biologia molecular com tecnologias baseadas no RNAr 168, Através
de eletroforese gel desnaturante (DGGE) determina-se um regime de amostragem Gtima
para comparagao com outros estudos, e, utilizando andlises fechadas para mostrar como as
plantas podem ser quantitativamente comparadas. Evidenciado o espago, o periodo diurno e
variagdo intra-amostral em num determinado nimero de locais. A analise fechada foi
possivel para fazer distingdo entre as plantas, ainda que outros trabalhos sdo requeridos para
encontrar a base mais apropriada para tais comparagdes. Foram encontrados organismos
provenientes de lodo bruto e misturados com amostras de liqiior, aparentemente estes
organismos ndo tém um significado funcional no processo de tratamento, desta maneira

intrinca a comparacido de planta por planta.
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O desenho e a manutengfo de cada sistema, a populagdo de bactérias, e suas
atividades sdo determinantes para a deficiéncia do tratamento. O processo de tratamento de
lodo ativado utiliza-se de indefinidas popula¢des de bactérias para tratar uma variedade de
residuos. As condigdes em um reator sio manipuladas para promover a presenca e atividade
de organismos desejaveis, como oxidantes de aménia, e para diminuir o crescimento de
organismos indesejavels, como bactérias produtoras de espuma. Infelizmente, algumas
coisas ndo sio mensuraveis, conseqilentemente, a engenharia das populagées de bactérias
tem sido dificultada pela natureza incipiente das ferramentas de pesquisa, mesmo com os
trabalhos mtensivos disponiveis para quantificar e identificar as bactérias: medida de
solidos suspensos, exame da morfologia, e cultura. As limitagGes tecnoldgicas e
disponibilidade dos métodos t8m indubitavelmente contribuido nas dificuldades das areas
chaves como o controle de espuma, os organismos responsaveis pela remogio de fosforo e
a estimativa das taxas de crescimento de bactérias nitrificantes.

No entanto, progressos tém sido feitos recentemente como advento da tecnologia
baseada no RNAr 165, em particular: toda hibridizacdo celular, PCR e eletroforese em gel
desnaturante.

Estas técnicas exploram diferengas entre as seqiiéncias dos genes ribossomais de
diferentes organismos. Em toda célula hibridizada, bactérias podem ser identificadas e

enumeradas usando sondas fluorescentes e sendo especificadas as seqiiéncias dos RNAT.
4.2.3 Modelagem de Ecossistemas

As comumnidades ecologicas sfo altamente complexas. Modelos de dindmicas
populacionais entre duas ou trés espécies tém pouca capacidade de predizer o
comportamento de toda a comunidade. Quanto mais populagdes estdo interagindo maior a
complexidade além das interagdes abidticas. No entanto a inica maneira formal de entender
0s ecossistemas € atraves destes modelos.

As andlises dos ecossistemas concentram-se principalmente nas trocas de energia e
matéria entre a comunidade e a parte abidtica. O esforco de descrever o processo que
governa a composicdo destas espécies, a capacidade de produgdio e estabilidade. Um

modelo elementar deste processo ¢ a quantidade, balanco de massa, entradas e saidas, como
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o ganho ou perda de nitrogénio em um ecossistema. Esta estabilidade pode ser indicada por
significantes mudancas do balan¢o em numero de anos.

Os ecossistemas sobrevivem porque as taxas de producio excedem as de
decomposi¢do, estes processos de captura e liberagio de energia que dirigem os nutrientes
para o sistema.O balango entre duas fontes de alimentago indica como o sistema responde
ao estresse € tem sido utilizado para detecgio da poluicio ambiental (SCURAS et.al.,
1998).

4.2.4 Producio de espuma

A formagdo de espuma ¢ um dos problemas enfrentados no processo de tratamento
de aguas residudrias que reduz a eficiéncia do tratamento da dgua residudria, diminuindo a
qualidade do efluente, podendo representar perigo a saude ptblica, dispersar patégenos ¢
ainda gerar aerosoéis.

LEMMER et al (1998) aponta trés dos principais fatores; a dispersio de bolhas de
gés, a presenga de compostos hidrofébicos e a os compostos de superficie ativa. As bolhas
formadas sdo estabilizadas pela superficie ativa das moléculas e de substéncias hidrofdbicas
na interface gas-dgua. Bolhas, dispersas, estio presentes no processo de aeragio dos
tanques, na zona de denitrificagdo, oxidag8o do nitrogénio e dxido nitrico, ou na presenga
de digestio anaerébia com ¢ liberagdo de metano. Compostos hidrofébicos como graxas,
provenientes do tratamento primario ou mesmo organismos com superficie hidrofébica
podem promover a formagdo de espumas, assim como microrganismos que liberam
compostos com superficie ativa quando o meio ¢ deficiente em nutrientes. O impacto de
bacterias filamentosas € intensamente investigado, no entanto LEMMER propdem um
estudo da contribuigdo de bactérias ndo filamentosas na formacio de espuma, flotagéo,
hidrofobicidade de parede celular ou emulsificagdo. Bactérias formadoras de espuma
foram pré-selecionadas a partir da absorgio e transporte de compostos hidrofdbico.

Isoladas bactérias, ndo filamentosas, provenientes de espuma hidrofobica, de planta
de tratamento de aguas residuarias, por meio de adesdo aos hidrocarbonos. Estas bactérias
foram caracterizadas taxonomicamente, por preferéncias 4 substratos, hidrofobicidade de

superficie celular e capacidade de emulsificagio. O desenvolvimento destes
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microrganismos durante o periodo de flotagio tem sido discutido. Rhodococei sio
selecionados por substratos hidrolisiveis e contribuem para flotacdo tanto por
hidrofobicidade da superficie celular quanto pela atividade emulsificante com longo tempo
de residéncia. Linhagens saprofiticas de Acinetobacter também podem ser promotoras de
flotagdo por hydrofobicidade e por produzir agentes emulsificantes sob condigdes em que o
substrato hidrofébico predomina. Espécies de Hydrogenophaga e Acidovorax bem como
grupos Cytophaga ¢ Flavobacterium estio propensos a proliferar mesmo diante de baixas
cargas orgénicas contribuindo para flotagio conduzidas por emmlsificagio. Outros
microrganismos foram identificados, como Microthrix parvicella, filamentoso bastante
comum na formacfo de espuma por causa da sua estrutura filamentosa. LEMMER afirma a
importincia de ser investigada toda a ecologia microbiana envolvida no tratamento de agua
residudria para que nenhum aspecto seja negligenciado.

O desenvolvimento de microrganismos presentes na espuma do tratamento de aguas
residudrias lodos ativados. Foram encontrados os géneros Gordona e Tsukamurella como
bases da morfologia das colonias e contendo a pigmentacdo marrom achocolatado das
espumas encontradas nas plantas de tratamento. A ocorréncia destas espumas ndo sdo
exclusivamente associadas com a presenga de actinomicetos produtores de 4cidos
micolicos, os micolatas, membros do género Nocardia. O grupo micolata tem muitas
propriedades fenotipicas em comum, formam distintas linhas filogenéticas como sio
classificados os géneros Coryneabacterium, Dietzia, Gordona, Mycobacterium, Norcardia,
Rhodococcus, Skermania € Tsukumurella. Esta classificagfio foi realizada primariamente
utilizando marcadores quimicos, moleculares e morfolégicos. A necessidade de
identifica¢do e de classificagdo destes microrganismos é inportante para o conhecimento
diferenciar a ecologia de microrganismos patologicos ou nio do grupo micolata.

A habilidade de formagdo da espuma estd relacionada com a presenca de dcidos
micOlicos presentes em Rhodococcus rhodochrous e a superficie celular hidrofébica. Os
resultados observados por STRATON mostraram que a composicio do acido micélico
varia de acordo com as condigbes a que o R. rhodochrous esta sumetido, como pH, forca
i6nica, tempo de cultura, temperatura e fonte de carbono, e que contribui muito pouco com
a hidrofobicidade da superficie celular, ndo sendo, desta forma, o fator responsavel pela

formagdo da espuma e sua estabilizaciio. Outros possiveis mecanismos de formacdo de
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espuma relacionados com a superficie celular sdo sugeridos, e vias de controle e estudos
como a adi¢do de zeodlitos, bentonite tem dado continuidade a estes estudos. Sabe-se, no
entanto que uma forma de controle da produgdo de espuma estd relacionada com a
moedificacdo quimica da superficie celular.

SODDEL et al, (1998) ainda aponta para o metabolismo dos microrganismos que
produzem &c. micolico com propriedades metabdlicas similares. Estes microrganismos tém
a habilidade de utilizar substratos hidrofobicos em vérias faixas de concentracio,
especialmente dcidos graxos ésteres, misturas de hidrocarbonos, no entato mostram
inabilidade de crescimento em querosene. A natureza hidrofébica de microrganismos como
0s Norcadioformes permite o ataque a substratos hidrofobicos e deste modo competem
através de um rapido crescimento com outros microrganismos de fase aquosa no lodo

ativado.

4.2.5 Intumescimento filamentoso

Outro problema enfrentado na operago da planta de tratamento de 4gua residugria
pelo processo de lodo ativado € o intumescimento do lodo ativado. Ocorre predominio de
células filamentosas em relacdo as formadoras de floco e ocorre um aumento da
concentragio celular em relagio ao meio liquido. Os filamentos impedem a boa
sedimentacdo do lodo ativado.

O intumescimento filamentoso, um fendmeno comum em tratamento por lodos
ativado determinado pela proliferacio de microrganismos filamentosos que interferem na
propriedade de compactagio do lodo. A propriedade de compactagio do lodo € necessaria
para o impacto direto sobre as caracteristicas do efluente proveniente da unidade de
separacio de solidos, e conseqilentemente interferindo na capacidade do tratamento da 4gua
residudria. N&3o obstante, os agravos criados por uma variedade de microrganismos
filamentosos freqiientemente implicam em problemas de intumescimento do lodo, isto tem
sido um problema de ordem mundial, relativamente pequeno é ¢ conhecimento a cerca de
fatores que afetam o crescimento de alguns destes microrganismos. Pesquisas sdo
necessarias para o aprendizado do controle por métodos biolégicos. Durante poucos anos o

tratamento de agua residudria foi facilitado com o uso de fibras sintéticas num esforgo de
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lutar contra diferentes tipos de microrganismos filamentosos responsiveis pelo
intumescimento. O fator do aparecimento e abundante variagio nesta populacio
filamentosa nio sdo claros, assim € necessaria uma mvestigacfo para determinar fatores
que afetam seu crescimento. Uma investigac@o neste sentido foi estudada por Scruggs et al,
1998, composta de quatro estudos, cada um envolvendo o monitoramento da variagdo do
microrganismo filamentoso com relagio as mudancas de fatores operacionais como estudo
do fluxo continuo em escala de laboratorio, uma exame biologico do sistema em escala
real, e dois experimentos em batelada em escala laboratorial em escala modificada. Neste
estudo foram determinadas que microrganismos como Norcadia sp. sofrem impactos
diretos com a variagdo positiva de concentragdes da demanda de oxigénio. Geralmente o
intumescimento do lodo esti associado com a relagio F:M (substrato/ massa microbiana).

Plantas de tratamento de 4guas residuarias tem tido a nitrificacdo bioldgica, a
desnitrificagdo e a remocdo de fésforo tem sofrido um aumento de problemas por formacio
de espumas e intumescimento do lodo ativado.

Estudos da causa do intumescimento do lodo obtiveram resultados apontando para
uma das principais causas o crescimento de Microthrix parvicella em escala de laboratdrio.
Foi investigado a sua influéncia em relagdo a baixa (<0,1 kg/kg.d) e alta (0,2 kg/kg.d)
DBOs e quanto a sua morfologia. Foi investigado, também, a influencia exercida pela
temperatura em 5°C, 12°C e 20°C, sendo que a M parvicella apresentou melhor
crescimento na presenca de baixos valores de DBOs e baixos valores de temperatura. Neste
casc houve excessivo crescimento deste microrganismo na planta de remogio de nutrientes.

Uma forma de controle através da aplicagio de talco (PE8418). Apoés a adicio deste
mineral, instantaneamente, o indice volumétrico de lodo variou de 850ml/g para 250ml/g, e
apds duas semanas de utilizagdo deste talco o indice volumétrico de lodo (IVL) passou a
variar entre 125 e 100 ml/g. A taxa de PE 8418/biomassa foi adicionada na proporgdo de
0,6:1 suficiente para o IVL atingir estes niveis. A velocidade de sedimentacio do lodo foi
de 1,0 a 1,5 m/h. No entanto, depois das duas primeiras semanas de experimentagdes houve
formagdo de espuma na dgua clarificada, particulas livres contribuiram para a formacio de
bolhas de gés e conseqliente flotagdo do lodo (SCRUGGS et.al., 1998).
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4.2.6 Formacio de floco

O lodo ativado tem a forma de crescimento dispersa, as bactérias se aglomeram em forma
de floco bacteriano e se estruturam em bactérias filamentosas, que formam o esqueleto
filamentoso juntamente com a zoogléia.

Caracteristicas como tamanho e a porosidade dos flocos do lodo ativado bem como
dos componentes formadores das microcolénias determinam a interagdo do substrato e dos
gradientes aceptores de elétrons estabelecidos em microambientes competitivos. Um
modelo pode ser estabelecido para explorar a relacio entre o crescimento da biomassa,
morte ¢ hidrélise; difusiio de componentes soliiveis e porosidade de microcoldnias. Um
elemento chave estd na distribui¢o assumida no crescimento de células filhas, a seqiiéncia
de sua replicagéo.

No entanto pouco é documentado a variagio da porosidade do floco, estes
resultados contrastam com os biofilmes observados e podem enfatizar as diferencas entre os
mecanismos envolvidos na estrutura do desenvolvimento de microcoldnias e seu

agregamento em larga escala.

4.2.7 Propriedades hidrofébicas e hidrofilicas de substincias exopoliméricas do lodo

ativado

Estudos sobre as propriedades de hidrofobicidade e hidrofilicidade das substincias
exopoliméricas do lodo ativado foram realizadas por JORAND et.al, (1998), mostrando que
as interagbes de hidrofobicidade podem ser fundamentais na coesdo e outras propriedades
do agregado bacteriano, denominado floco. Substincias exopoliméricas (SEP) formam
uma matriz na qual bactérias e outras particulas sdo envolvidas, no entanto, o conhecimento
destas propriedades ainda ¢ limitado. Foi realizada a extragio de SEP proveniente de lodo
ativado de diferentes origens, sendo fracionados e exploradas as suas propriedades de
sor¢do em resinas ndo-idnicas e precipitagio em meio dcido. O resultado obtido foi através
da resina XAD-8 mostrou que ao menos 12% das proteinas podem ser consideradas
hidrofébicas. J4 os carboidratos ndio foram encontrados nas porgdes hidrofobicas. As

fragdes precipitadas em pH 2, por outro lado, continha 64% de carboidratos e 76% de
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proteinas, o que sugere que a SEP ¢ formada de heteropolimeros, principalmente por
carboidratos e proteinas.

Muitos microrganismos e particulas constituintes do floco do lodo ativado sio
formados por uma matriz de SEP que originalmente é formada por substincias excretadas
pelas células e por agua. Através de analises de microscopia eletrbnica, pode-se observar
que esta matriz é bastante heterogénea, envolvendo compietamente as células microbianas
(L1 e GANCZARCZYK, 1990; JORAND et. al., 1995). A composicdo de SEP ¢é formada
principalmente por proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (PAVONI et.al, 1972;
URBAIN et. al., 1993; JORAND et. al., 1995), semelhantes aos acidos himicos
(DEWALLE & CHIAN, 1974; FROLUND etal, 1996}, lipideos (GOODWIN &
FORSTER, 1985) e por heteropolimeros como as glicoproteinas.

Os flocos do lodo ativado apresentam forga coesiva mator que a de flocos minerais
(LI & GANCZARCZYK, 1986), sendo varios as forgas e mecanismos sugeridos neste
tipo de coesdo: ligagbes por negatividade das cargas da SEP e/ ou por cations polivalentes
como Ca*" ou Fe** { STEINER et. al., 1976; KAKII et al., 1984; BRUUS et al., 1992;
CACCAVOQ et. al, 1996) e por interagdes hidrofdbicas (URBAIN et. al,, 1993). Em
resumo, interagbes hidrofébicas ou efeitos hidrofobicos mais precisamente, resultam no
comportamento das moléculas incapazes de interagir eletrostaticamente ou apresentarem
estabilidade através de pontes de hidrogénio com a 4gua e, por esta razdo desenham esta
conformagio de flocos coesos quando imersos em fase aquosa.

As evidencias gue as interagOes hidrofdbicas determinam a organizacdc e coesdo do

agregado bacteriano enconfrada no lodo ativada € dada pelas seguintes observagdes:

i Pela presenga de células hidrofébicas no lodo ativado, pela variagdo da
hidrofobicidade na superficie celular no estado fisiolégico da célula (JORAND
et. al., 1994) e pela concentragio de oxigénio dissolvido.

il Pela adesdo preferencial de bactérias hidrofébicas no floco.

1l Segundo GANAYE etal (1998), foram observadas pronunciadas zonas
hidrofébicas dentro do floco do lodo através de espectroscopia.

v, O aumento na floculagdo quando curtas cadeias alcalis s8o Inseridas em
polimeros sintéticos (CHAUSSET, 1989).
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5 Material e Método

3.1 Introducio

O estudo do tratamento de 4gua residuaria de inddistria de processamento de 6leos pelo
sistema de lodos ativado de recirculagio com a adi¢do de microrganismo produtor de
biossurfactante foi realizado através de trés experimentos simultineos, que foram: o
experimento controle designado pelo numeral 2, o experimento com a adicio do
microrganismo diretamente no tratamento designado pelo numeral 3 e o experimento
realizaldo com a 4gua residudria fermentada pelo microrganismo produtor de
biossurfactante designado pelo numeral 4. O isolamento, selecdo e identificagio do

microrganismo foram designados pelo numeral 1.

3.2 Isolamento e Selecio de Microrganismo Produtor de Biossurfactante a

partir de Agua Residudria - Experimento 1

5.2.1 Isolamento de microrganismos a partir de agua residuaria de abatedouro de

aves e de indistria de processamento de éleos assim como do solo desta.
Microrganismo: Isolamento e Meio de Cultura

Foram tomadas amostras de 4gua residudria em frascos estéreis e posteriormente
diluidas a 1% em placa de Petri em meio GPY (glicose 6%, extrato de levedura, peptona),
com o fim de isolar Bactérias produtoras de biossurfactante. As cepas isoladas foram
repicadas em tubos de ensaio contendo meio GYP. Os ensaios experimentais para avaliar a
capacidade em produzir biossurfactante foram realizados conforme metodologia descrita
por FERRAREZO (1998).

25



Meio de Manutengdo

As cepas que apresentaram maior capacidade de produgio de biossurfactante foram

conservadas em meio GPY em tubos de ensaio a 4°C e repicadas com freqiiéncia minima
de 20 dias.

Fermentacdo Secunddria

Novas fermentacdes foram conduzidas em meio composto da agua residudria da
industria de processamento de dleos suplementadas com sais (0,05% MgS0, .7H,0; 0,1%
KH;POq4; 0,3% NaNO;; 0,1% extrato de levedura e 0,03% peptona) e utilizadas como

inéculo da agua residudria bruta sem esterilizacdo, esterilizada e estéril acrescida de sais.

5.2.2 Metodologia Analitica
Determinacdo de DQO.

A determiacdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) foi realizada conforme
metodologia da ampola descrita em Standard Methods for Examination of Water and
Wastewater (1987).

Atividade de Biossurfactante.

Amostras do caldo de cultura tiveram sua atividade emulsificante determinada por
metodologia modificada 4 descrita por FERRAREZO (1998). Aliquotas de 10ml da
fermentacdo primdria e secundéria foram retiradas ap6s 24 h e 48h de fermentacio.
Com 15min de centrifugacdo a 2.500rpm, foram coletadas em duplicatas 4ml do
sobrenadante em tubos rosqueados de 10ml, sendo que uma amostra equivale ao
“branco”, e & outra foi adicionado 0,5m! de vaselina liquida. Ambos os tubos foram
agitados em agitador de tubos por lmin. Apés 30 min de repousc foram medidas
absorbédncias em espectrofuidmetro a 600nm. (JONHSON et al, 1992;CARVALHO &

26



DURRANT, 1996;FERRAREZO, 1998). O indice de atividade Emulsificante teve a AE

do Bacillus sp de cada meio fermentativo como razio.

Determinagdo de Massa Celular Seca.

Amostras dos caldos em fermentagio foram centrifugadas a 22.000rpm por 15
minutos. O sobrenadante foi separado para determinacdo de atividade biossurfactante e
concentracdo de DQO, conforme itens a e b. As células descartadas foram suspensas
novamente em agua destilada e novamente centrifugadas nas mesmas condicGes anteriores,
por duas vezes. Os tubos de centrifuga serfo secos em estufa a vacuo a 65°C até peso
constante para determinar a massa celular seca pela diferenca de pesos do tubo limpo e com

a massa celular seca.

Checagem de pureza ¢ andlise macro e micro-mérfica

A checagem de pureza de andlise macro e micro-mérfica foi realizada por

esgotamento em placa com meio GYP, com amostras incubadas por 24 e 48 horas.

Andlise filogenética de segiiéncias parciais de DNA ribossomal 165

A metodologia consiste na extragio de DNA gendmico da bactéria, segundo Pitcher
et. al. (1989), e amplificacio do DNA ribossomal 16S através da metodologia de PCR. O
par de “primers” (oligonucleotideos sintéticos) utilizado foi p271 e p1525r, homdlogos a
regifes conservadas do gene RNAr 16S de bactérias. Os fragmentos de DNAr 168
amplificados foram a seguir purificados ¢ submetidos diretamente ao seqiiénciamento em
seqlienciador automatico (ALFexpress II, Amershm Pharmacia). Os "primers" internos ao
gene para 0 RNAx 168 utilizados para o seqiiénciamento foram o p10f (forward) e 0 p1100r
reverso.

As seqiiéncias parciais de DNAr 16S obtidas foram comparadas com as seqiiéncias
de DNAr 168 de organismos representados nas bases de dados RDP (Ribosomal Database
Project, Wisconsin, USA); http://www.cme.msu.edw/RDP/html/index.html) ¢ Genbank
(http://www.ncbinim.nih.gov). As matrizes de distAncia foram caleuladas com o modelo de
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Jukes-Cantor (Junkes & Cantor, 1969) e a construgio da arvore filogenética a partir das
distancias evolutivas foi feita pelo método de Neighbor-Joining (SAITOU & NEI, 1987).

Obs. Essas analises foram realizadas pela Fundag@o André Tosello.

53 Tratamento de Agua Residuiria Originada de Indidstria de
Processamento de Oleos por Sistema de Lodos Ativados em Batelada

Unica - Experimento 2

Ao grupo controle foi adicionado dgua residudria ao lodo ativado na proporgdo de 1:1
em para o tratamento da 4gua residuéria pelo sistema de lodo ativado em batelada tnica.
Em frasco Erlenmeyer com capacidade total para 6 L foram adicionados 2 1. de agua
residuaria em 2 L de lodo ativado acrescida de sais e pH ajustado em 7,0 resultando em 4 L
de volume total em reator com capacidade para 6,0 L. Foram coletadas 10 mL de amostra

com freqiiéncia de 2h do inicio e final do tratamento.

5.4 Tratamento de Agua Residuiria Originada de Inddstria de
Processamento de Oleos por Sistema de Lodo Ativado com Adicdo de

Bactéria Produtora de Biossurfactante - Experimento 3
5.4.1 Fermentacio Primaria

A bactéria produtora de biossurfactante foi cultivada em meio GYP {6%) com pH

inicial 7,5, a 30°C e agitagdo de 200 rpm por 24h.
5.4.2 Fermentacio Secundaria
A fermentacdio secundéria foi feita em 4gua residudria (AR) ndo estéril, acrescida de

0,4025g/L de (NH;)2P0O4 e 2,31 g/L de (NH.);SO4, com posterior ajuste do pH para 7,0,
mantida sob agitago de 200rpm ¢ 30°C em 24h.
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5.4.3 Estudo do Tratamente

O estudo do tratamento foi feito adicionando-se 2%, 2,5%, 2,75% e 3% do volume
da fermentacio secundéria adicionada ao tratamento de 4gua residuaria pelo lodo ativado.
Para este experimento utilizou-se o numeral 3 (trés) como identificador do experimento e
de seus resultados. A variagdo do volume da fermentagfo secundiria adicionada ao
tratamento esta especificada nos grupos A com 2,5%, grupo B com 2%, grupo C com

2,75% e Grupo D com 3% conforme mostrado no Quadro a seguir.

Tabela 1 - Com adicio de cultura de bactéria predutora de biossurfactante no
tratamento da Agua residudria de inddstria de processamento de éleos por ledo
ativado, em 4.0 L de volume total em reator batelada com capacidade para 6,0 L.

Grupo Fermentacfo secundaria Agua residuiria Lodo ativado
Grupo A 50 mL 1,950 L 2,0L
Grupo B 40 mL 1,860 L 20L
Grupoe C 55mL 1,945 1 20L
Grupo D 60mL 1,940 L 2,0L

Obs: Foram coletadas 10 mL de amostra com freqiiéncia de 2h no inicio e final do
tratamento.

Os experimentos 2 e 3 foram realizados no mesmo dia com a 4gua residudria e lodo
ativado coletados no mesmo dia. Exceto o Experimento 4 que teve a Agua residuaria
coletada 30h antes, porém os tratamentos foram desenvolvidos todos com o lodo ativado

coletado no mesmo dia.

5.5 Agua Residuiria Originada de Inddstria de Processamento de Oleos Pré-
Tratada Através da Fermentacio por Bactéria Produtora de
Biossurfactante e Posteriormente Tratada por Sistema de Lodo Ativado -

Experimento 4

O estudo do tratamento foi realizado pela fermentacio da dgua residuaria com 0,5%,
1%, 1,5% e 2% do inoculo da fermentagdo primaria para a fermentagfo secundaria que

depois de centrifugada foi adicionada a0 tratamento de dgua residudria pelo lodo ativado. A
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este experimento foi utilizado o numeral 4 (quatro) para identificacdo dos resultados. A

variacdo do inoculo estd representada pelas letras A, B, C e D do experimento 4.

Tabela 2 - Agua residudria de inddstria de processamento de oleos fermentada por
bactéria produtora de biossurfactante e posteriormente tratada por lodo ativado.
Volume total de 4,0 L em reator batelada com capacidade para 6,0 L.

Indculo da

Grupo fermentacio secundéria Agua residudria Lodo ativado
realizada com dgua residudria fermentada
Grupo A 0,25 mL 20L 2,0L
Grupo B 0,50 Ml 2,0L 2,0L
Grupo C 0,75 mL 2,0L 2,01
Grupo D 1,00 mL 20L 2,01

5.5.1 Metodologia Analitica

Determinagdo da DQO
A metodologia analitica empregada para a determinagio da DQO seguiu o Standard
Methods for Examination of Water and Wastewater, 17°. edition, 1987, New York.

Determinacdo Massa Celular Seca
Para determinac@io da massa celular seca (MCS), cada amostra foi centrifugada a
3000 rpm, e o precipitado foi lavado com 4gua destilada e novamente centrifugado e seco

em estufa a vacuo a 65°C até peso constante.
p

Determinacdo do pH
O pH foi verificado por meio de peagimetro em todas as coletas das amostras do

tratamento previamente ajustado para pH 7,5.

Pontos de Coleta da Agua Residudria e Lodo Ativado

A amostra de dgua residuaria foi proveniente do ponto de saida do efluente do
decantador do tratamento primirio da inddstria, onde s3o adicionados floculantes e
Ca(OH), para promover a floculagdo e sedimentagio dos residuos sélidos. O lodo ativado

foi coletado na linha de reciclo do lodo ativado ao tanque de aeragéo.
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Ca(OLH), para promover a floculagio e sedimentacdo dos residuos sélidos. O lodo ativado

foi coletado na linha de reciclo do lodo ativado ao tanque de aeragio.

Reator
O estudo do tratamento da 4gua residuaria foi realizado em Erlenmayer com
capacidade de 6 L, sendo a aeragio realizada através de pedras de aeracdo e a agitagdo

realizada atraves de ar emitido por mangueira de silicone com grandes bolhas de ar.

Micrografias

As amostras dos experimentos 2, 3 e 4 foram observadas mo ato da coleta em
microscépio 6ptico Optech — Optical Biostar B-4, para acompanhamento da evolugio da
estrutura do lodo ativado no periodo de tratamento e avaliar as modificagdes sofridas nos
diferentes experimentos. O aumento da lente ocular era de 10 vezes, e das lentes objetivas
de 4, 10 e 40 vezes.
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6 Resultados e Discussao

6.1 Isolamento e¢ Selecdo de Microrganismo Produtor de Biossurfactante -

Experimento 1.
6.1.1 Isolamento dos microrganismeos

Foram isolados 16 microrganismos da agua residudria de abatedouro de aves, 14
microrganismos de dgua residudria de industria de beneficiamento de processamento de
6leos, e 14 microrganismos provenientes de solo rico em rejeitos oleosos, sendo que o
Bacillus sp é proveniente de 4gua residudria de inddstria de margarina e sabdo e tem sido
utilizado como padro para avaliar a atividade emulsificante determinada nas demais cepas
(FERRAREZO, 1998).

6.1.2 Selecio dos microrganismos

As fermentacdes foram avaliadas em periodos de 24h, sendo que fermentagdes em
meio OYP, GYP ¢ VYP, apresentaram as maiores atividades emulsificantes lidas em
espectrofotdmetro a 600nm. O A foi determinado apds varredura realizada com o
sobrenadante emuilsionado. Qs valores de AE, determinadas em 600nm, obtidos em
fermentac@o estdo representados na tabela 3,4 e 5.

Foram selecionados os 12 microrganismos, estes foram submetidos a fermentagio
de 24 e 48h em 4gua residudria estéril com adi¢do de nutrientes (AR1, AR2, ARn), dgua
residudria estéril sem adi¢fio de nutrientes (ARe) e dgua residuaria bruta (ARD). Os valores
da AE nas ARn, ARe e ARb s3o mostrados na figura 3. A figura-4 representa os valores da
AE, obtidas na fermentacdo em meios AR.1 e AR2, sendo que a tabela 4 apresenta os

valores das massas celulares e valores de pH medidos apds a fermentagfo.
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Tabela 3 - Atividade emulsificante (AE) em relaciio 4 AE de Bacillus sp do produto da
fermentacéo por microorganismos selecionados pela producfio de biossurfactante em
24h. Fermentacio em meio OYP, VYP e GYP microrganismos isolados a partir de

agua residuéria de abatedouro de aves.

Microrganismos
Isolados de Meios de Fermentacio
Abatedouro de

Aves OYP vYP GYP
LPBO1 1 4,75 0,25
LPB02 4,75 13,125 0,25
LPBO03 4,5 0,925 0,75
LPBO6 1,25 0,925 0,75
LPBO7 0.25 0,0645 1,25
LPB0O9 5,75 3 0,5
LPB10 0,5 4 0,0625
LPB12 3,5 5,625 0,5
1PB13 2,5 12,125 0,25
LPB14 6,5 6 1,5

Tabela 4 - Atividade emulsificante (AE) em relagiio & AE de Bacillus sp do produto da
fermentacio por microorganismos selecionados pela produgio de biossurfactante em 24h.
Fermentag&o em meio OYP, VYP e GYP microrganismos isolados a partir de solo de

indistria de processamento de Gleos.

Microrg. Isolados do

solo de Ind. de Meios de Fermentacio

Processo de Oleos OYP VYP GYP
CS01 3,25
CS02 0
CS03 0,125
CS04 0,75 1,3 0,6
CS05 0,25
CS06 3,75 14 0.4
CS07 0,5
CS08 5,0 1,1 0,35
CS09 0,125
CSil 0,25 0.7 1,1
CS12 0,125
CS13 3,925
CSl4 0,5 1,0 0,95
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Tabela 5 - Atividade emulsificante (AE) em relaciio a AE de Bacillus sp do produto da
fermentacio por microorganismos selecionados pela producio de biossurfactante em
24h. Fermentacio em meio OYP, VYP e GYP microrganismos isolados a partir de

Agua residudria de indistria de processamento de éleos.

Microrg. Isolados

do selo de Ind. de Meios de Fermentacao
Processo de Oleos OYP VYP GYP
1AM 1,125 0.195
2BR 0,125 4,625 0,585
3LC 0,425 2,8 0,29
4BR 3,625 4,625 1,125
SAPPS 0,5 0,375
6MCC 3,75 7.38 0,28
7ABB 0,65 0,875
8ABR 0,75 1,1 0,325
9 2,75 1,125
10BO 0,25 0,7 0,325
11IMVR 1 1,75
130RP 1,55
14TCR 0,25 1,0 0,05

Tabela 6 - Fermentaciio em agua residuaria AR1 e AR2 do Experimento 1.

Microrganismos AR1 AR2
pH final MCS (g/1) pH final MCS (g/L)
LPB-1 8,37 4,43 5,24 0,66
LPB-2 7,85 4,11 5,19 0,66
1.PB-3 7.71 2,93 - -
LPB-6 8,31 3,52 5,19 0,57
LPB-9 7.51 0,12 5.24 0,95
1LPB-12 7,73 0,97 5,16 0,238
LPB-14 4,70 0,61 5,22 0,06
Cera solo 04 5,16 0,5 5,34 0,312
Cera solo 06 7.15 3,63 5,21 0,414
Cera solo 08 5,19 0,58 5,19 0,1
Cera 1IMVR 4,82 8,75 5,17 5,33
Cera 14TCR 7,95 0,45 5,14 0,21
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Figura 1 - Atividade emulsificante de microorganismos em diferentes meios de cultura

Os resultados indicam que a produgfio dos biossurfactantes por um tipo de
microrganismo pode ser muito eficiente para 6leos, por exemplo, e bastante deficiente para
a familia dos hidrocarbonetos, ou vice-e-versa, sugerindo microrganismos especificos para
diferentes tipos de fonte de carbono.

A 4gua residudria suplementada com nutrientes apresentou menor producido de
biossurfactantes. A variagio entre a producfio de biossurfactante em dgua residudria estéril
(ARe} e dgua residudria nfo estéril (ARD) é pequena, com excecdo de LPB3, LPB14 e
11IMVR.

6.1.3 Analise e Identificacio do Microrganismo Denominado LPB14 Isolado de Agna
Residudria de Abatedouro de aves e Selecionado pela Producio de
Biossurfactante,

Foram isoladas e selecionadas vérias cepas de microrganismos pela producdo de
biossurfactantes, provenientes da 4gua residudria de abatedouro de aves situado no
municipio de Jaguaritina no Estado de S#o Paulo, de inddstria de processamento de dleos e

do solo desta mesma indistria situada no municipio de Campinas do Estado de Sio Paulo.
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Foram isoladas e selecionadas vérias cepas de microrganismos pela producdo de
biossurfactantes, provenientes da agua residuédria de abatedouro de aves situado no
municipio de Jaguaritina no Estado de S3o Paulo, de industria de processamento de dleos e
do solo desta mesma industria situada no municipio de Campinas do Estado de Sdo Paulo.

Apbs o isolamento e selegio de microrganismos produtores de biossurfactantes,
optou-se em trabalhar com a linhagem que apresentou estar mais bem adaptado as
condigdes de trabalho e melhor AE em 4gua residudria. O microrganismo foi identificado
como Kokuria rhisophila kovacs. Esta identificacgo foi realizada pela técnica molecular do
DNAT 168, pela Fundagio Tropical “André Tosello” (FTPT). Durante este trabalho poucos
foram os registros encontrados na literatura desta espécie, assim como do género, contudo a
descricdo realizada por Kovacs da Kokuria rhisophila sp vem reforcar alguns dos

resultados obtidos em laboratdrio e realizados pela analise do DNAr 16S.

Andlise macro e micromorfologica

Em cultivo em GYP a 30°C por 48h, as col6nias apresentaram coloracdo amarela,
forma circular, convexa baixa com margem interna, superficie lisa com pouco brilho e
didimetro de 1 a 2 mm. As células apresentaram-se em forma de cocos pouco alongados
com coloragdo Gram positivo. Foram observados arranjos predominantes em pares, com
células isoladas, cadeias curtas e agrupamentos celulares. A coloracdo Gram mostrou-se
contraditéria em seus resultados, pois foram obtidos tanto Gram positivo quanto Gram
negativo. Neste trabalho considerou-se a coloragdo Gram negativa conforme descrita na

literatura e os ultimos resultados obtidos em laboratério.

Identificacdo

A seqiiéncia parcial do DNAr 168 da amostra intitulada LPB14 apresentou entre 97
¢ 98% de similaridade com seqiiéncias de DNAr 16S de linhagens de Kokuria rhizophila.
Apresentou também entre 96 ¢ 97% de similaridade com seqiiéncias de DNAr 16S com
outras espécies de Kokuria como K. rosea e K. varians. A analise filogenética agrupou a
amostra LPB14 juntamente com 2 linhagens de Kokuria rhizophila, incluindo a linhagem
tipo da espécie (DSM 11926). Portanto, a amostra LPB14 foi identificada como Kokuria
rhizophila kovacs ( Kovacs et. al., 1999),
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__[— EKoluria rhzophila DSM 119267(Y 16264)
Kolapiarhizophita likhagern JPL-0 (A Y030315)
LFB 14

Kolaria varians DSM 20033787754

Kok ia rhizophila linhagem KL-057 (AY 03034 1)

Kok ia patustris DSM 119257(Y 16263

Eokurig lristivee DSM 200327(X8(0749)

Eolrig roseq DSV 20447758 1756)

Ardrobacier globiornis DEN 201 24T(X80736)

Figura 2 - Arvore filogenética baseada na anilise de seqiiéncias parciais de RNAr 168
da amostra LPB14 e linhagens de Kokuria kristinae, Kokuria palustris, Kokuria
rhizophila, Kokuria varians e Arthrobacter globiformis, sendo que esta dltima foi
utilizada como “outgroup”.

Os ntmeros entre parénteses correspondem ao acronimo de acesso na base de dados
Genbank, DSM: Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkuturen GmbH —

(Colegdo de culturas de microrganismos e células, Braunschweig, Alemanha).
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GCGTGCTTAACACATGCAAGTCGAACGCTIGAAGCTT
GETGCTITGCACTGEETGFATEAGTEGECGAACGEGTE
AGTAATACGTGAGTAACCTECCCTTGACTCTGGGAT
ARGCCTGEGAAACTGEGTCTAATACTGGATACGACGE
GCECATCGCATGETEIGTTGIGGAARGGGTTTTACT
GETTTTECATGEGCTCACCECCTATCAGUITGTTCGE
TEEGETAATEGCTCACCAAGECGACGACCCCTAGCC
GECOTGACAGGETGACCEGCCACACTEGRACTGAGA
CACGGECCCAGACTCCTACEGRAGGCAGCACTGEGEA
ATATTGCACAATGGCCEGAAGCCTCATGCAGCGACE
CCGCGTEAGGCATCACCGECCTTCERGTTETAAACCT
CTTTCAGCACGEGAAGAACGCCAGAGTGACGGTACGTG
CAGAAGAAGCECCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCG
CGEETAATACGTAGGGCGCAAGCGTTETCCGGAATTA
TTEGEECCTAAAGAGCTGEIAGGCGETTIGTCGCGTC
TECTETGAAAGCCCCEGGGCTTAACCCCTEEGTRTE
CAGTEGETACCCECAGACTTEGAGTGCAGTAGCGGCAG
ACTGEAATTCCTEGTETAGCCETEGAALTGCGCAGAT
ATCAGGAGCGAACACCGATGGCGAAGGCAGETCECTE
GGECTETTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGEGGEA
GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGT
ABACGTTGEGCACTAGETGTGCEEGAACATTCCACET
TTTCCGCGCCETAGCTARCCGCATTATGTIGCCCCECT
TCEGGAGTACGGCCEGCAMACGECTAAAACTCAAAGGAR
TPEACGEGECCCGCACAAGCGECEEAGCATEUGEAT
TAATTCCATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTT
GACATACACCGGACCGGECCAGAGATGETCTTTICCC

CCTTETGEEECTGETETACAGETGETGCATGGCTCT
CGTCAGCTCGTOTCGTGAGATGTT

Figura 3 - Sequenciamento parcial do DNAr 16S da amostra analisada.

6.2 Estudo do tratamento de dgua residuaria tratada pelo sistema de lodos

ativados

Durante a fase de experimentos optou-se por realizar os experimentos AB,C e D de
forma aleatéria, pois as varia¢des da dgua residudria ¢ da qualidade do lodo tinham grande
amplitude, o que dificultou e inviabilizou muito dos experimentos ¢ resultados. Desta forma
as seqiiéncias dos grupos A, B, C ¢ D nfo estdo apresentadas em ordem cronoldgicas, mas
os grupos sio correspondentes nos experimentos 2, 3 ¢ 4. Sendo o sistema de lodos
ativados (SLA) um sistema bioldgico, as variagdes ambientais interferem diretamente no
equilibrio do ecossistema formado pelo SLA. Houve modificagdes na estrutura e
composicio do lodo ativado (LA) foi evidente tanto macroscopicamente como

microscopicamente, modificagdes da microfauna e amanjo no periodo em que foram
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desenvolvidos os experimentos. Um dos fatores que influenciou os resultados foi a variagdo
da DQO da dgua residudria proveniente do tratamento primério. A variacdo da DQO desde
3000 até 12000 ou mais. E estas variagdes ocorriam conforme a matéria prima que estava
sendo processada no periodo.

Outro fator que influenciou diretamente a composicio e estabilidade do lodo ativado
foi o periodo de racionamento de energia estabelecido pelo governo durante a fase de
experimentacdo. A industria manteve apenas 50% dos aeradores em funcionamento, isto
gerou reducdo das espécies dos microrganismos chegando a morte do lodo ativado em
alguns sitios da lagoa de aeragio. A coloragdo do lodo variou de caramelo, negro e
acinzentado e formagio de mau cheiro. Desta forma os resultados nio apresentaram uwm

padrdo de comportamento nos valores e nas curvas tragadas.

6.2.1 Tratamento de Agua Residusria Originada de Indistria de Processamento de

Oleos pelo Processo de Lodos Ativados - Grupo Controle 2

Aspecto Macroscopico do Lodo Ativado

O aspecto do LLA variou a cada dia, de acordo com o efluente recebido e o grau de
agita¢do e aeragdo efetuado na lagoa de aeragio. Durante o procedimento dos experimentos
0 tratamento ndo apresentou formacio de espuma, nem mesmo o LA decantou num periodo
de 24h. O tratamento da AR desenvolvido em reator de escala laboratorial o lodo mostrou-

se homogéneo.

Aspecto Microscopico do Sistema de Lodo Ativado

Através de microscopia Optica foi observada a estrutura do LA 2 medida que o
tratamento decorria. Foram analisados em trés aumentos, sendo que O menor aumento
revelou arranjo dos flocos do lodo. J4 os dois maiores aumentos (100x e 400x) mostravam
a estrutura do lodo, podendo ser observados filamentos, substincia com viscosidade e
arranjos do LA.

A figura 8 mostra o lodo como foi coletado no ponto de recirculagdo na estagdo de
tratamento, i.e., na sua forma concentrada. Pode-se observar a distribuicio dos flocos
bastante esparsa, sem que houvesse formagdo de aglomerados dos flocos, cujo tamanho

estimado variou de 100 a 1500 pm.
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As figuras 9, 10 e 11 sio micrografias do lodo no tempo igual a Ch dos
experimentos do grupo D, estas imagens mostram diferengas entre a estrutura do LA em
dias diferentes. Os experimentos 3 e 4 mostram a influéncia da bactéria adicionada e do
efluente fermentado sobre o LA.

Apds 2 h do inicio do tratamento foram observadas poucas variagdes sofridas no
LA, conforme fig. 12, no entanto, apds 24h as mudangas sofridas pelo LA, na estrutura e no
tamanho do floco foram bastante significativas e evidentes como mostrado na figura 13. O
periodo de melhor eficiéncia do tratamento foi avaliado em 6 h. No entanto para o
experimento foi observado por 24h para ser avaliado o desenvolvimento do LA nos

experimentos.
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6.2.2 Avaliaciie da Eficiéncia do Tratamento da Agua Residuaria pelo Sistema de

Lodos Ativados - Experimento 2

Medidas e andlise da concentracio da DQO

As variagoes dos valores da concentragdo da DQO apresentaram grandes amplitudes nos
diferentes experimentos dentro do mesmo grupo, de tal forma que nio se pode tragar um
perfil de comportamento através de seus valores absolutos. No entanto pode-se determinar
a constante de velocidade de remogio da DQO (k) dado pelo coeficiente angular das curvas
de Ln DQO em func¢do do tempo, conforme mostra a tabela § e figuras 10 a 16. Com os
dados dos experimentos 2.A-2, 2.A-3, 2.A-4, 2.B-2 ¢ 2.C-1 nfo foi possivel determinar o
valor da constante de remogdo da DQO dadas as condicdes do LA na planta industrial, que
entrou em processo de autélise, o que causou aumento do valor da DQO. Os experimentos
2.A-1,2.B-3, 2.C-3 e 2.D-3 apresentaram os maiores valores da constante de velocidade
da remogdo da DQO (tabela 8). O comportamento da variagio da DQO assumido por cada
um dos grupos, A, B, C e D, pode ser observado nos graficos da figura 17 a 23. Nota-se que
apenas os experimentos do Grupo C descreveram curvas da variacio da DQO semelhantes

entre s1. Enquanto os Grupos A, B e D nfio apresentaram essa semelhanca.

Tabela 7 - Valores Medidos da DQO ne Periodo de 24h do Experimento 2

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento

2.A-1 2399 1333 1511 886 800 257 267
2.A-2 1600 960 1920 1280 1600 1440 1335
2.A3 1120 805 960 1600 2080 1458 1285
2.A-4 2400 2080 2880 3200 2560 2720 2193
2.B-1 1380 650 920 740 610 670 480
2.B-2 1760 2080 2400 3040 3840 1440 1180
2.B-3 3467 3467 2934 800 267 - -

2.C-1 1030 870 820 830 750 840 150
2.C-2 2400 1867 800 770 1334 1257 800
2.C-3 1480 1640 1580 1220 1001 500 210
2.D-1 1290 1310 1030 1000 610 480 210
2.D-2 9.696 9696 9373 9696 9373 9373 9050
2.D-3 2600 2020 1540 1490 1340 810 110
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Tabela 8 - Valores dos Coeficientes da Curva Descrita pelo Ln DQO do Experimento
2

Experimento a b R’
2.A-1 -0,087 + 7,5438 0,9584
2.B-1 -0,0384 +7,1207 0,9436
2.B-3 -0,1363 + 8,3538 0,9834
2.C-2 -0,0251 + 7,6879 0,926
2.C-3 -0,0551 + 74524 0,9537
2.D-1 -0,0425 +7,1782 0,9707
2.D-2 -0,0017 + 9181 0,9901
2.D-3 -0,0971 +7,8213 0,9247

Obs: Sendo a =k, constante da velocidade de remogio da DQO por hora™

LNDGO

Teppe (1)

Figura 10 - Ln DQO em funcéio do tempo do Experimento 2.A -1.
k=-0,087, R*=0,9584.
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Figura 11 - Ln DQO em funcfio do tempo do Experimento 2.B -1.
k=0,0384, R* = 0,9436
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Figura 12 - Ln DQO em func¢io do tempo do Experimento 2.B-3.
k=-0,1363, R*= 0,9834.
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Figura 13 - Ln DQO em funcio do tempo do Experimento 2.C-2.
k= -0,0251, R*>=0,926.
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Figura 14 - Ln DQO em funcio do tempo do Experimento 2.C -3.
k= -0,0551, R® = 0,9537.
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Figura 16 - Ln DQO em funcfo do tempo do Experimento 2.D -3,
k=-0,0971, R®=0,9247.

BE ~

is

Tempa {1y



Tabela 9 - Razdo DQOn/DQOi em Funcio do Tempo no Experimento 2

Tempo (h) O 2 4 6 20 22 24
Experimento

2.A-1 1 0,556 0,630 0,369 0,333 0,107 0,111
2.B-1 1 0,471 0,667 0,536 0,442 (0,486 0,348
2.B-3 1 1,000 0,846 0,231 0,333 - -

2.C-2 1 0,778 0,333 0,321 0,555 0,524 0,333
2.C3 1 1,181 1,068 0,824 0,676 0,338 0,142
2.D-1 I 0,985 0,799 0,775 0,473 0,372 0,163
2.D-2 1 0,967 0,967 1,000 0,967 0,967 0,933
2,D-3 1 0,777 0,592 0,573 0,515 0,312 0,042

O desempenho de remogdo da DQO pelo sistema de LA é apresentado na tabela 9 e

representado através dos graficos das figuras 17 a 23 considerando o tempo de 6 horas e os

experimentos observados anteriormente. No experimento 2.A-1 inicialmente, 2h, o

tratamento teve 44% de remogdo da carga poluidora, sendo que houve um pequeno

aumento desta em 4h de tratamento, pois neste periodo a remogio foi de 37% em relacdio a

DQO inicial. Neste periodo a MCS teve o valor diminuido em 2,77%, assim como o pH.

Em 6h de tratamento a eficiéncia da diminui¢do da DQO foi de 63% e a MCS teve reducio

em 65,64%. No grupo A houve reducio efetiva da MCS apenas a partir de 4h de

tratamento. Entre 0 ¢ 4h a MCS teve aumento ou se manteve proxima ao valor inicial em 2.

A-le2 A-4.
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Figura 17 - Razdo de concentraciio de DQOn/DQOi de 4gua residudria de indtistria de
processamento de 6leos tratada por lodo ativado em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funciio do tempo — Experimento
2.A-1.

Em 2.B-1 os valores da remogdo da DQO foram de 53%, 33% e 46% nos tempos de 2, 4 ¢
6h respectivamente, e a MCS teve um aumento de 51% em 2 h de tratamento, reduzindo
em 43,44% do valor inicial em 6h, Este aumento da MCS pressupde que se deve a um
crescimento do lodo. Em 2.B-3 nas primeiras duas horas do tratamento nio houve
alteragdo da DQO, no entanto 15% da remogio da carga poluidora foram atingidos em 4h e
77% em 6h de tratamento, no entanto houve um aumento significativo da MCS nas
primeiras duas horas do tratamento, de 259%, sendo que em 6h a massa havia sido

reduzida, mas ainda estava muito acima do valor inicial, 114,6%. No entanto e 2.B-2 nio

houve aumento da MCS.
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Figura 19 - Raziio de concentrag¢io de DQOn/DQOi de dgua residudria de indistria de
processamento de éleos tratada por lodo ativado em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em fun¢io do tempo —~ Experimento
2.B-3.



No experimento 2.C-2 também houve aumento da MCS, no entanto de 14,4% e 37,78% as
primeiras 4 h do tratamento. Em 2h, no experimento 2.C-2, a diminui¢do da DQO foi de
22%, depois houve certa estabilidade com valores 67% e 68% da remogdo da DQO nos
periodos de 4 e 6h respectivamente sendo que o lodo foi reduzido em quase 100% de 4h
para 6h e 37,8% do valor inicial da MCS. J4 o experimento 2.C-3 apresentou aumento
micial da DQO tanto em 2h como em 4h do tratamento com 18% e 7% respectivamente, e
apenas redugdo dos valores de MCS, em 43,78; 39,5 ¢ 69,25 % nos periodos de 2, 4 e 6h de
tratamento. A redugio do valor da DQO ocorre em 6h de tratamento com 18% de
diminui¢@o em relagdo ao valor inicial. A MCS apresentou redugdo significativa apenas

apés 4h de tratamento.
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Figura 20 - Razdo de concentracio de DQOn/DQOi de agua residuaria de inddstria de
processamento de éleos tratada por lode ativado em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca - MCS (g/L) em funcide do tempo — Experimento
2.C-2.
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Figura 21 - Raziio de concentracio de DQON/DQOi de dgua residuaria de indistria de
processamento de 6leos tratada por lodo ativado em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca - MCS (g/L) em funcio do tempo — Experimento
2.C-3.

O experimento 2.D-1 apresentou 2% de diminui¢&o do valor da DQO em 2 h e um pequeno
aumento na MCS, 16,8%. Em 4h foram 20% de diminui¢io do valor da DQO e 23% em 6h
com 26,8% de diminuicdo do valor inicial da MCS. A diminuic@o da carga poluidora no
experimento 2.D-2 foi de 3% em 2 e 4h, voltando ao valor inicial apés 6h de tratamento.
Apés 2h de tratamento do experimento 2.D-3 houve 22% de remogio da DQO, em 4h de
tratamento com 16,13% de reducio da MCS. Em 6ha MCS foi reduzida em 16,77%.e a
remogio da DQO foi de 43% em 6h de tratamento. Neste grupo houve redug¢io dos valores
de MCS apés 2 h de tratamento com aumento apés 4 h, mas nfo maiores que os valores

iniciais.
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Figura 22 - Razdo de concentragio de DQOn/DQOi de dgua residudria de indistria de
processamento de éleos tratada por lodo ativade em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funciio do tempo — Experimento
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Figura 23 - Razio de concentragiio de DQOnDQOi de dgua residudria de indvistria de
processamento de 0leos tratada por lodo ativado em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcioe do tempo — Experimento
2.D-3.
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Q tratamento dos grupos controle que apresentaram valores de remogio da DQO igual ou
acima de 50% em seis horas de tratamento foram 2.B-3 com 77%, 2.C-2 com 68% e 2.A-1
com 63%. A curva dos experimentos descrita pelas variacdes da DQO, dada através da
raziio DQOn/DQO4, do pH e da MCS em fungio do tempo do tratamento estdo
representadas nos graficos das figuras 25 a 31. Nestas figuras pode-se observar que a
variagdo do pH € minima, obedecendo a um comportamento linear, porém as variagoes da
massa celular seca, assim como da DQO néio obedecem a um padrio, tendo variagdes

positivas e negativas no decorrer do tratamento.

Medidas e andlise da MCS

A variacdo da massa do LA, medido através da massa celular seca € observada
através dos graficos da Figura 2.9. O crescimento médio nas 2 horas iniciais do tratamento
foi de 5%, sendo que apds quatro horas foi observado aumento da massa celular seca dos
experimentos 2.A e 2.C em média de 10%. No tempo igual a 6h, houve decréscimo em
todos os experimentos com varia¢es médias entre 10% a 40% de massa celular seca, ja nos
tempos 20, 22 e 24h houve aumento da massa celular seca em todos os experimentos

conforme tabela 7.

Tabela 10 - Medidas de Massa Celular Seca (g/L) do Experimento 2

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimenio

2.A-1 6,14 6,06 5,97 2,11 9,59 2,68 4,07
2.A-2 1146 1337 1568 1381 1256 10,65 9,83
2.A-3 12,1 1426 16,53 12,08 10,99 14,51 15,18
2.A-4 1944 1882 1938 12,75 1325 11,63 13,33
2.B-1 11,21 16,93 1106 6,34 6,71 9.6 13,98
2.B-2 6,46 5,64 5,47 5,98 544 5913 6,54
2.B-3 574 20,63 1428 12,32 1096 9,579 8,22
2.C-1 6,02 5,32 6,32 5,96 5,19 5,12 6,42
2.C-2 11,22 1284 1538 6,98 6,64 7,89 3,18
2.C-3 227 12,76 13,73 7,84 10,3 2,95 6,73
2.D-1 8,21 9,59 8,34 6,01 6,98 5,68 7,23
2.D-2 1,795 0,92 0,01 1,99 448 0,168 2,5
2.D-3 948 11,01 802 7,89 8,35 7,01 6,56
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Medidas e andlise do pH |

No Experimento Controle, i.e, no Experimento 2 os valores medidos do pH no
decorrer do ftratamento tiveram pouca variagio, permanecendo valores proximos a
neutralidade (tabela 8), indicando que o tratamento pelo LA ndo alterou significativamente
o pH da 4gua residuaria tratada (figuras de 26 a 31).

Tabela 11 -Valores Medidos do pH no Experimento 2

Tempo 0 2 4 6 20 22 24
Experimento

2.A-1 7,56 7,64 7,72 7,58 7,41 7,69 7,82
2.A-2 7,41 7,32 7,66 7,15 7,57 7,35 7,56
2.A-3 7,66 7,94 7,86 7,54 7,21 7,24 7,68
2.A-4 7,18 7,22 7,86 7,51 7,47 7,53 7,71
2.B-1 7,71 7,63 7,83 7,64 7,48 7,53 7,59
2.B-2 7,7 7,77 7,12 7,49 7,51 7,54 7,49
2.B-3 7.4 7.9 7,98 7,68 7,37 7,49 7,68
2.C-1 7,89 7,83 7,74 7,54 7,58 7,55 7.37
2.C-2 7,58 7,62 7,99 7,24 7,36 7,51 7,59
2.C-3 6,96 7 7,36 7.41 7,49 7,26 7,52
2.D-1 7,92 7,99 7,77 7,62 7,78 7,74 7,59
2.D-2 7,61 7,89 7,62 7,45 7,38 7,54 7,69
2.D-3 7,5 8,22 8,24 8,11 8,03 8,1 8.8
2.E-1 7.2 7,19 7,23 7,42 7,46 7,24 7,52
2.E-2 7.5 8,03 7,86 7,65 7.4 7,37 7,6
2.E-3 6,13 5,5 5,96 6,21 6,78 7,49 7,59
2.E-4 5,9 5,48 5,49 5,53 6,24 7.48 7,84
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6.2.3 Estudo do tratamento de dgua residudria tratada pelo sistema de lodos ativados
com a adicio da bactéria produtora de biossurfactante Kokuria rhizophila

kovacs do Experimento 3
Aspecto Macroscépico do Sistema de Lodo Ativado

Conforme foi visto anteriormente no capitulo que descreve caracteristicas do LA,
visualmente o lodo possui um aspecto homogéneo, com coloragio marrom claro, ¢ possui
viscosidade considerada normal. No experimento conduzido com a adigio de Kokuria
rizofila kovdcs foi observado, a olho nu, grande mudanga no aspecto do lodo imediatamente
apés a adigiio da cultura desta bactéria no sistema de tratamento. O LA imediatamente
apresentava-se coalescido, sem formag8o de espuma nem mesmo sedimentag@o. Os flocos
aumentavam de tamanho, e permaneciam em suspensio e dispersos na dgua residudria.

A forma homogénea apresentada anteriormente foi alterada, se tornaram distintas
duas fases, uma constituida de flocos e outra uma fase com maior concentragdo de agua
residuaria. e células menores ndo ligadas a matriz do floco, que apresentaram crescimento a
medida que o tempo de tratamento ia ftranscorrendo. Através de observagdo por
microscopia 6tica foram observadas variagbes na estrutura do floco.

Os resultados da adicio da cultura de Kokuria rhizophila kovacs ao LA no periodo
de tratamento da Agua residudria fez despertar outros interesses a serem posteriormente
investigados, pois no ato da adigo da cultura, instantaneamente o lodo sofren agregagdo,

tornando o seu aspecto coalescido.

Aspecto Microscdpico do Sistema de Lodo Ativado

Segundo foi visto anteriormente, JORAND et al. (1998) relataram estudo sobre as
interacdes hidrofébicas no sistema de LA e a conseqtiente formagio de flocos, formado por
uma matriz polimérica e bactérias que se associam a ela.

No estudo realizado com a Agua residudria de indistria de processamento de
processamento de 6leos tratados pelo sistema de lodos ativados em batelada no periodo de

6h, foi observado a mudanca na estrutura dos flocos do LA, quando foi adicionado ac LA
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60ml da cultura de Kokuria rizofila kovacs. Apesar da modificacio observada
macroscopicamente, as micrografias ndo permitem fazer indagacdes além da agregacdo do
LA no tempo Ch. Por outro Jado, no tempo igual a 2h o lodo é totalmente caracteristico no
experimento 3, com flocos menores e mais coesos, além de apresentarem maior
concentracio e espalhamento mais homogéneo e em 24h foram observados diminuni¢do do

LA, sugerindo morte do LA.

No aumento menor do microscopio observa-se de forma bastante definida a
variagio do lodo quanto a sua concentragdo, em alguns casos mostrando o declinio da
cultura do LA talvez gerada pela adi¢io de cultura de Koduria sp. Pode-se também
observar maiores distanciamentos entre os flocos. Esta estrutura observada através do
aumento panordmico remete aos resultados observados macroscopicamente no reator, onde

foi observada a coalescéncia do LA.

A figura 36 mostra o lodo antes e depois da adicio da cultura. A diferenca entre as
fotos do Experimento 2 e Experimento 3 pode ser atribuida a algum fator produzido pela
bactéria que produziu variagdo na formagdo dos flocos do LA. Também se nota menor
viscosidade presente no lodo apés a adigio da Kokuria rhizophila kovacs, conduzindo a

hipétese de alteragdo nas substincias exopoliméricas (SEP).
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6.2.4 Estudo do tratamento de agna residuaria tratada pelo sistema de lodos ativados
com a adicdo da bactéria produtora de biossurfactante Kokuria rhizophila

kovacs

Medidas e andlise da DQO

As vaniagbes dos valores de concentragio de DQO apresentaram grandes amplitudes nos
diferentes experimentos dentro do mesmo grupo, como visto anteriormente, conforme

mostra a Tabela 12.

Tabela 12 - Valores Medidos da Concentracio de DQO do Experimento 3

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento

3.A-1 7733 6133 6267 6400 5880 3467 4800
3.A-2 1600 640 480 1654 1440 800 1120 5
3.A-3 3245 640 485 1120 1760 1600 2560 |
3.A-4 2080 1760 2240 1120 3200 2240 2080
3.B-1 1475 730 1130 760 1180 660 440
3.B-2 1600 2080 2400 1120 2880 1230 1120
3.B-3 5067 3467 3467 1867 300
3.C-1 1500 1880 320 320 254 220 280
3.C-2 1667 833 467 650 233 250 267
3.C-3 1440 1200 1190 1070 1007 820 9380
3.D-1 3000 960 1020 810 710 870 130
3.Db-2 8.080 10019 9373 9696 7757 7110 8403
3.D-3 1790 1720 1420 1430 1310 600 110

Através do Ln DQO n#o se pdde determinar a constante de velocidade de remogdo da DQO
(k), dada pelos coeficientes angulares das equagdes de retas tragadas pelo Ln em funcdo do
tempo, pois estes tratarnentos ndo apresentaram cinética de primeira ordem. O modelo de
cinética de primeira ordem para remoc¢io de DQO ndo mostrou bom ajuste, indicando que
este modelo ndo ¢ adequado, provavelmente ocorrendo por altas concentragdes de DQO ou

por efeito da adicdo da cultura de Kokuria rhizophila kovacs.
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A analise do desempenho de remog¢iio da DQO pelo sistema de LA enfre os experimentos
foi realizada pela razio da DQOm, isto €, nos periodos igual 2 0, 2, 4, 6, 20, 22 ¢ 24 h, pelo
valor da DQO inicial (IDQO1), conforme apresentados na Tabela 10; apesar do tratamento
total ter ocorrido em 24h, conforme a Figura 41 a 45 o tratamento mostrou ter melhor
eficiéncia de remogio das concentragdes de DQO ocorreu no tempo de 6h, mas do decorrer
do tratamento foram intermitentes ganhos e perdas de DQO, e no periodo de 20h a 24h do
tratamento foram observadas perda da massa do LA e modificacdes da composicdo e

estrutura do LA através das micrografias.

Tabela 13 — Valores da Raziao DQOn/DQOi do Experimento 3

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento

3.A-1 1 1,261 0,810 0,828 0,760 0.448 0,62
3.A-2 1 0,4 0,75 0345 0871 0,556 1.4
3.A-3 i 0,197 0,149 0,345 0,542 0,493 0,789
3.B-1 1 0,495 0,766 0,515 0,8 0,448 0,298
3.B-3 1 0,684 0,684 0368 0,158
3.C-1 1 1,253 0,213 0,213 0,169 0,147 0,1867
3.C-2 1 0,500 0,2800 0,390 0,1400 0,150 0,160
3.C-3 1 0,833 0,826 0,743 0,699 0,569 0,681
3.D-1 i 0,32 0,34 0,27 0237 0,29
3.D-2 1 1,24 1,16 1,2 0,96 0,88 1,04
3.D-3 1 0,961 0,793 0,799 0,732 0,335 0,062

As figuras 45 a 59 mostram o comportamento relativo a reducio da DQO no perfodo dos
experimentos e a eficiéncia do tratamento através das medidas obtidas da DQOn/DQO1i
presentes na Tabela 10.

Os experimentos do Grupo A, inoculados com 50ml da cultura de Kokuria rhizophila
kovacs tiveram a variagdo da concentragio de DQO apresentando grande amplitude. Nas
primeiras 2 h de tratamento foram observadas as seguintes percentagens de remogdo da
carga poluidora: No experimento 3.A-1 houve aumento da carga poluidora em 20% nas
primeiras 2h, com aumento da MCS de 14,74 %; em 4h a DQQ apresentou maior valor,
foram 25% de aumento. em relacdo a DQO inicial e em 6h a diminuigfio da DQO foi de
17% havendo reducio da MCS para 3,35% do valor inicial. No experimento 3.A-2 a
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A andlise do desempenho de remogio da DQO pelo sistema de LA entre os experimentos
foi realizada pela razdo da DQOn, isto &, nos periodos igual a 0, 2, 4, 6, 20,22 e 24 1, pelo
valor da DQO inicial (DQOi), conforme apresentados na Tabela 13: apesar do tratamento
total ter ocorrido em 24h, conforme a Figura 28 a 40 o tratamento mostrou ter melhor
eficiéncia de remogdo das concentragdes de DQO ocorreu no tempo de 6h, mas do decorrer
do tratamento foram intermitentes ganhos e perdas de DQO, e no periodo de 20h a 24h do
tratamento foram observadas perda da massa do LA e modificacdes da composigio e

estrutura do LA através das micrografias.

Tabela 13 — Valores da Razio DQOn/DQQi do Experimento 3

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento

3.A-1 1 1,261 0,810 0,828 0,760 0,448 0,62
3.A-2 1 0.4 0,75 0,345 0,871 0,556 14
3.A-3 1 0,197 0,149 0,345 0,542 0,493 0,789
3.B-1 1 0,495 0,766 0,515 0,8 0,448 0,298
3.B-3 1 0,684 0,684 0,368 0,158
3.C-1 1 1,253 0,213 0213 0,169 0,147 0,1867
3.C-2 1 0,500 0,2800 0,390  0,1400 0,150 0,160
3.C-3 1 0,833 0,826 0,743 0,699 0,569 0,681
3.D-1 1 0,32 0,34 0,27 0,237 0729
3.D-2 1 1,24 1,16 1,2 0,96 0,88 1,04
3.D-3 1 0,961 0,793 0,799 0,732 0,335 0,062

As figuras 28 a 40 mostram o comportamento relativo a redugio da IDQO no periodo dos
experimentos ¢ a eficiéncia do tratamento através das medidas obtidas da DQOn/DQOI
presentes na Tabela 13.

Os experimentos do Grupo A, inoculados com 50ml da cultura de Kokuria rhizophila
kovacs tiveram a variagdo da concentragio de DQO apresentando grande amplitude. Nas
primeiras 2 h de tratamento foram observadas as seguintes percentagens de remocgio da
carga poluidora: No experimento 3.A-1 houve aumento da carga poluidora em 20% nas
primeiras 2h, com aumento da MCS de 14,74 %; em 4h a DQO apresentou maior valor,
foram 25% de aumento em relagfo a DQO inicial ¢ em 6h a diminui¢do da DQO foi de

17% havendo redugfio da MCS para 3,35% do valor inicial. No experimento 3.A-2 a
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Figura 29 - Razio da concentracio de DQOn/DQOi de dgua residudria de indistria
de processamento de oOleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em fun¢io do tempo.
Tratamento com adicdo de 2,5% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47,5% de agua residuaria. Experimento

3.A-2.
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Figura 30 - Raziio da concentracio de DQOn/DQO1i de Agua residudria de indistria
de processamento de oleos tratada por lodo ativade em reator batelada com

respectives valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em fun¢io do tempo —
Tratamento com adiciio de 2,5% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
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rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47,5% de dgua residudria. Experimento

3.A-3.
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Figura 31 - Razio da concentracio de DQOn/DQOi de dgua residuaria de indiistria
de processamento de dleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcio do tempo -
Tratamento com adi¢do de 2,5% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47,5% de dgua residuaria. Experimento
3.A4.

Os experimentos do Grupo B foram inoculados com 40ml da cultura de Kokuria rhizophila
kovacs e apresentaram diminui¢do dos valores de concentragdo de DQO no experimento
3.B-1 de 50%, 23% e 48% nos tempos de 2, 4 e 6h de tratamento, apresentando grande
aumento da MCS, sendo de 92,5%, 110,8% e 163,8% respectivamente, sugerindo também
o aumento do microrganismo adicionado, a Kokuria sp € a morte de outros microrganismos

préprios do LA.
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Figura 32 - Raziio da concentragiio de DQOn/DQOI de 4gna residudria de inddstria
de processamento de éleos tratada por lodo ativade em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcfo do tempo -
Tratamento com adicio de 2,0% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 48% de dgua residudria. Experimento
3.B-1.
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Figura 33 - Raziio da concentracio de DQOn/DQOi de 4gua residuaria de inddstria
de processamento de Oleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcio do tempo -
Tratamento com adiciio de 2,0% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 48% de Agua residuiria. Experimento
3.B-2.
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Figura 34 - Razdo da concentracio de DQOn/DQOi de dgua residudria de inddstria
de processamento de oOleos tratada por lode ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em fun¢do do tempo -
Tratamento com adi¢io de 2,0% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 48% de dgua residudria. Experimento
3.B-3.

Nos ensaios do Grupo C com 55mli da cultura de Kokuria sp. o expeﬁmento 3.C-1 houve
aumento do valor da DQO em 25% inicialmente, apds 4 e 6h a DQO teve o valor diminuido
em 78% em relacdo ao valor inicial. Ji nas primeiras duas horas de tratamento o
experimento 3.C-2 a eficiéncia do tratamento foi de 51%, sendo este valor aumentado e
mantido em 61% nos tempos iguais a 4 € 6h. No experimento 3.C-3 17% foi a remocio da
DQO nos tempos 2 e 4h, e em 6h a diminui¢do da DQO foi de 26%. Os experimentos deste
grupo foram os que apresentaram maior uniformidade no comportamento das curvas dadas
pelos valores da MCS, sendo que todas apresentaram um aumento de MCS e ap0s 4 h de
tratamento houve diminuic@o destes valores e apresentado ao final do tratamento 10,8% de
aumento em 3.C-1, 5,4% em 3.C-2 € 17,4% em 3.C-3.
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Figura 35 - Raziio da concentracio de DQOn/DQOi de agua residuiria de inddstria
de processamento de oleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcgioe do tempo —
Tratamento com adicio de 2,75% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47,25% de agua residudria. Experimento

3.C-1.
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Figura 36 - Razdo da concentracio de DQOn/DQOi de agua residuaria de indidstria
de processamento de 6leos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em fungio do tempo —
Tratamento com adigdo de 2,75% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
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rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47,25% de Agua residudria. Experimento

3.C-2.
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Figura 37 - Razio da concentracio de DQOn/DQOi de agua residusria de indistria
de processamento de Odleos tratada por lodo ativade em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em fangio do tempo —
Tratamento com adi¢fio de 2,75% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47,25% de 4gua residudria. Experimento
3.C-3.

Nos ensaios do Grupo D, com 60ml de inoculo da cultura de Kokuria rhizophila kovacs. Os
valores de remogio da DQO foram de 68%, 66% e 73% em 2, 4 e 6h de tratamento, com
redugio de 45,6% no valor de MCS, 3.D-1. Ja o experimento 3.D-2 teve aumento na
concentraco de DQO em 24% em 2h, 16% em 4h e 20% em 6h e e 64,3% de aumento da
MCS em 6h. As micrografias do grupo D mostram a evolugio do ILA durante o tratamento,
onde ha mudanga estrutural dos flocos, ocorrendo sua diminui¢io de tamanho e posterior
desagregaco e morte, com exce¢do de 3.D-2 que o lodo manteve-se estavel durante parte

do tratamento.
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Figura 38 - Razio da concentracio de DQOWDQOIi de dgua residudria de indastria
de processamento de dleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcio do tempo —
Tratamento com adicio de 3,0% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47% de dgua residudria. Experimento

3.D-1.
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Figura 39 - Razdo da concentraciio de DQOn/DQOi de agua residuaria de indistria
de processamento de oleos tratada por lodo ativado em reator batelada com

respectives valores de pH e massa celalar seca — MCS (g/L) em func¢ido do tempo —
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Tratamento com adicio de 3,0% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria
rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado ¢ 47% de 4gua residuiria. Experimento
3.D-2,
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Figura 40 - Raziio da concentragio de DQOn/DQOi de dgua residusria de inddstria
de processamento de dleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funciio do tempo —
Tratamento com adi¢do de 3,0% de bactéria produtora de biossurfactante Kokuria

rhizophila kovacs em 50% de lodo ativado e 47% de 4gua residusria. Experimento
3.9'3-

Nos tratamentos realizados com lodo ativado, 4gua residudria e adicfo de cultura de
Kokuria rhizophila kovacs, apés seis horas de tratamento, alcangaram reducdo do valor
inicial da DQO igual ou superior a 50% os experimentos 3.A-1 com 65%, 3.A-2 com 65%,
3.B-3 com 63%, 3.C-1 com 78%, 3.C-2 com 61% e 3.D-1 com 73% , conforme as figuras
28,29,34,36 ¢ 38.

Medidas e andlise da MCS
A Tabela 14 mostra as medidas da massa celular seca (MCS) do LA que estio

representadas nos graficos da Figura 28 a 40, as varia¢des do instante inicial ao final (0 a
24h) ocorrem de forma discreta. No entanto nos periodos de 2, 4 e 6h o LA apresenta

significativo aumento de sua massa € nos instantes seguintes mas em 20, 22 ¢ 24 h tornam a
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diminuir. A partir do periodo inicial a massa apresentou crescimento médio de 50% em 2h,

¢ tendeu para os valores iniciais no tempo igual a 4h, porém houve
crescimento no Grupo C. Nos Grupos A e C a MCS no tempo igual a 6h medida era

equivalente a massa celular seca inicial, em B apresentou-se aumentada em média de 25%

e em D, em média 25% menor que o valor inicial.

Nos tempos 20, 22 e 24h, as concentragdes de MCS apresentaram diminuicdes médias de
até 50% do valor inicial. Apenas o experimento do Grupo C apresentou, crescimento e

declinio esperado do lodo. Nos Grupos A e B a concentragdo de MCS nio apresentou

um discreto

grandes oscilagdes, exceto no experimento 3.A-4 em que a concentracio de MCS decresceu

continuarmente.

Tabela 14 - Valores de Massa Celular Seca (g/l) do Experimento 3

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento
3.A-1 5,97 6,85 6,19 5,77 1,73 3,73 483
3.A-2 5,62 10,78 11,73 14,62 797 8,03 5,74
3.A-3 6.23 9,12 8,54 7,98 5,01 6,32 4,82
3.A-4 9,83 9,67 7.46 6,35 3,01 6,06 4,41
3.B-1 5,83 11,22 1229 1538  7.89 8.43 5,22
3.B-2 9,64 9,06 8,78 6,61 9,19 10,11 10,08
3.B-3 11,21 1693 634 1232 6,71 9,79 8,22
3.C-1 11,38 1325 1487 12,62 6,57 8,94 7,59
3.C-2 6,62 11,84 12,84 6,98 8,66 6,64 3,18
3.C-3 6,97 9.35 9,13 8,18 5,12 7,69 5,21
3.D-1 16,11 1824 1575 8,76 5,26 10,66 7,88
3.D-2 0,87 2,28 6,12 1,43 1,26 4,74 2,49
3.D-3 6,01 9,28 8,56 8,37 5,52 7,06 4,87
Medidas e andlise do pH

No decorrer destes experimentos houve pouca varia¢io no pH, permanecendo em valores

préximos a neutralidade (Tabela 15) semelhante aos experimentos do grupo controle, o que

mostra que a adicdo da cultura nfo causou redugdo do pH a ponto de inibir os

microrganismos do LA.
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Tabela 15 - Valores Medidos do pH do Experimento 3

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento ‘
3.A-1 7,18 731 762 745 754 7,6 7,73
3.A-2 6,52 698 721 7,59 768 754 787
3.A-3 7,03 7.3 7,34 721 752 755 771
3.A4 708 733 775 721 752 156 7.69
3.B-1 7,13 728 7,64 7,7 7,61 7,69 7,7
3.B-2 5,17 554 612 683 754 737 772
3.B-3 762 7,73 781 775 792 801 8,13
3.C-1 7,88 761 761 713 726 731 7,69
3.C-2 7,21 7.3 7,65 756 762 165 773
3.C-3 7,24 799 767 756 7,6 7,29 7,55
3.D-1 532 548 625 689 748 743 759
3.D-2 722 734 759 762 758 762 778
3.D-3 7,5 812 824 812 803 812 798

6.2.5 Estudo do tratamento de dgua residudria de indastria de processamento de
dleos com adigdo do sobrenadante da dgua residudria fermentada pela bactéria
produtora de biossurfactante Kekurig_rhizophila kovacs ao sistema de lodo

ativado - Experimento 4

Aspecto Macroscdpico do Sistema de Lodo Ativado

A fermentagdio da 4gua residudria de industria de processamento de 6leos pela
Kokuria rhizophila kovacs e posterior tratamento do sobrenadante desta fermentacgdo pelo
lodo ativado (LA) teve resultados diferentes do observado com o tratamento feito com &
adi¢do da cultura diretamente no LA assim como do experimento controle. Nio sofreu
agregacdo do LA, pois tornou o aspecto do tratamento homogéneo e com a coloracio mais
clara, tendo aspecto mais diluido, embora o volume de dgua residuéria fosse idéntico ao
controle ¢ ao adicionado por Kokuria rhizophila kovacs. Aparentemente o sobrenadante da
dgua residuaria fermentada nio favoreceu o crescimento e a estabilidade do LA, pois
ocorreu declinio nas medidas de massa celular seca e o aspecto menos viscoso do LA

sugeriu alterac@o das substancias extrapoliméricas.
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Aspecto Microscdpico do Sistema de Lodo Ativado

A distribuicdo dos flocos do LA pdde ser visualizada através da microscopia Optica, assim
como sua estrutura € composigio; apos a adigdo da agua residudria fermentada pela
Kokuria rhizophila kovacs, Figura 41, o aspecto da distribuicio do LA apresentou-se
esparso, diluido e com estrutura dos flocos pouco coesa. Ja as Figura 42 e 43 apresentam
flocos bem concentrados, no entanto pouco coeso, com aspecto mucilaginoso, sem presenca
de estruturas filamentosas, contudo as amostras do tratamento apresentaram baixa
viscosidade e certa coalescéncia nas imagens microscopicas. Nio foi observada presenca de

protozoarios nestes experimentos.
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Os valores da concentraciio de DQO apresentaram grandes variag@es nos diferentes

experimentos dentro do mesmo grupo (Tabela 16). Contudo pelo Ln DQO pode-se
determinar a constante de velocidade de remogéo da DQO (k) dado pelo coeficiente angular
dado pelas equagdes de reta tragada pelo Ln em fungiio do tempo como mostram os
graficos da Tabela 17.

Tabela 16 - Valores Medidos das Concentracées da DQO do Experimento 4

Tempo 0 2 4 6 20 22 24
Experimento

4.A-1 2933 1034 970 970 1034 1099 323
4.A-2 1863 1352 1120 1601 800 1120 928
4.A-3 960 1280 300 1920 1600 1100 1340
4.A-4 2720 2720 2880 3200 2400 2560 2613
4.B-1 1360 640 660 535 155 153 170
4.B-2 1440 2400 2400 2400 3520 2880 2623
4.B-3 4533 3467 2933 1333 289
4.C-1 1535 1230 970 650 630 130 240
4.C-2 1333 1866 266 800 267 284 284
4.C-3 800 748 490 358 420 160 190
4.D-1 1300 780 200 90 40 80 130
4.D-2 7733 5879 6133 769 6133 719 613
4.D-3 890 1100 830 820 130 150 100
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Tabela 17 - Valores dos coeficientes da curva descrita pelo Ln DQO do Experimento 4

a b R2
Experimentos

4.A-1 -0,0477 7,9765 (,9821
4.A-2 -(0,0436 7,5752 0,9838
4.A-3 -0,0182 7,6821 0,9113
4.A-4 -0,0022 7,9099 0,8825
4.B-1 0,0817 6,8618 0,9388
4.B-2 -0,0735 9,6191 0,9576
4.B-3 -0,0775 7,3395 0,9343
4,C-1 -0,0738 7,1888 0,9514
4.C-2 -0,0682 7,1348 0,9713
4.C-3 -0,0616 6,5454 0,9128
4.D-1 -0,1421 7,038 0,417
4.D-2 -0,113 8,989 0,9799
4.D-3 -0,1012 7,0865 0,968

Sendo a = k, constante da velocidade de remocio da DQO.

O ajuste do modelo de cinética de primeira ordem para remog¢do de DQO mostrou melhor
ajuste nestes experimentos que nos anteriores. No entanto as altas concentracdes e

variagbes da DQO no inicio dos experimentos, provavelmente impediram resultados mais

coesos dentro do mesmo experimento.

Figura 44 - Ln DQO em funcio do tempo —~ Experimento 4.A-1.

k=-0,0477, R® =0,9821.
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Figura 45 - Ln DQO em fungfo do tempo — Experimento 4.A-2.
k=-0,0436, R’ = 0,9838.
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Figura 46 - Ln DQO em funcéo do tempo — Experimento 4.B-1.
k=-0,0817, R’ = 0,9388.
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Figura 47 - Ln DQO em funcio do tempo — Experimento 4.C-2.

k = -0,0682, R* =0,9713.
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Figura 48 - Ln DQO em funcio do tempo — Experimento 4.C-3.

k=-0,0616, R® =0,9128.
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Figura 49 - Ln DQO em funcie do tempo — Experimento 4.D-1.
k=-0,1421, R® =0,9417.

Figura 50 - Ln DQO em fun¢iio do tempo — Experimento 4.D-3.
k=-0,1012, R* =0,968.

A andlise da eficiéncia de remog¢io da DQO pelo sistema de lodo ativado entre os
experimentos foi realizada pela razio da DQO, nos tempos t =0, 2, 4, 6, 20, 22 e 24 h
denominada DQOn, pelo valor da DQO inicial (DQOI), conforme apresentados na Tabela
15; o tempo de tratamento foi considerado de 6h, apesar dos valores nos tempos 20, 22 e

24h terem sido medidos e analisados. Este periodo foi determinado pelo desempenho do
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tratamento que estd descrito através dos grificos da Figuras 51 a 57. Os valores dos

perfodos 20, 22 e 24h permite o estudo das alteragdes da composicdo € estrutura do lodo

ativado.

Tabela 18 - Razio DQOn/DQOi em func¢io do tempo do Experimento 4

Tempo 0 2 4 6 20 22 24
Experimento
4.A-1 1 0,353 0,331 0,331 0,353 0,375 0,110
4.A-2 1 0,726 0,601 0,859 0,429 0,601 0,498
4.A-3 1 1,333 0,833 2,000 1,667 1,146 1,396
4.A-4 1 1,000 1,056 1,176 0,882 0,941 0,961
4.8B-1 1 0,471 0,485 0,393 0,114 0,113 0,125
4.B-2 1 1,667 1,667 1,667 2,444 2,000 1,822
4.B-3 1 0,765 0,647 0,294 0,064
4.C-1 1 0,801 0,632 0,424 0,410 0.085 0,156
4.C-2 1 1,400 0,200 0,600 0,200 0,213 0,213
4.C-3 1 0,935 0,613 0,448 0,525 0,200 0,238
4.D-1 1 0,600 0,154 0,069 0,031 0,062 0,100
4.D-2 1 0,760 0,793 0,103 0,080 0,093 0,079
4.D-3 1 1,236 0,933 0,921 0,146 0,169 0,112
Tabela 19 - Massa Celular Seca — MCS - (g/L) do Experimento 4
Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento
4.A-1 8,19 6,08 7,33 3.9 9,16 8,32 6,64
4.A-2 14,17 11,4 7,88 5,51 6,54 6,62 5,4
4,A-3 11,46 9,38 8,22 5,72 7.44 6,46 5,36
4.A-4 8,94 8,35 8,22 6,37 6,41 5,67 5,41
4.B-1 16,23 13,28 9,65 6,64 5,19 4,13 2,98
4.B-2 10,66 8,22 7,79 4,69 6,78 5,73 4,25
4.B-3 9,56 8,83 7,65 4,68 6,41 5,82 4,63
4.C-1 17,54 14,16 11,2 7,03 9,65 8,82 6,9
4.C-2 16,01 12,91 10,34 6,53 8,96 8,09 6,35
4.C-3 16,42 13,38 10,22 6,72 8,44 7.46 5,36
4.D-1 17,43 14,58 15,2 13,27 11,14 9,26 10,16
4.D-2 1,43 1,26 1,57 1,82 2,48 1,33 1,48
4.D-3 15,66 10,23 9,31 7,45 9,77 7,63 6,25
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O Grupo A apresentou no experimento 4.A-1 65% de remo¢ao da DQO em 2h de

tratamento e 67% apds 4 e 6h. Também em 6h de tratamento houve redugdo de 52% da
MCS. Em 4.A-2 a eficiéncia do tratamento foi de 27%, 40% e 14% ap6s 2, 4 ¢ 6h de
tratamento respectivamente, com redugdo de 19,5%, 44% e 61% da massa celular seca em
periodos respectivos. Os experimentos 4.A-3 teve os valores da concentragdo de DQO
aumentados, sendo eles de 33% em duas horas de tratamento e 1% apos 6h de tratamento
com diminui¢do de 50% do valor da MCS, sendo que em 4h houve reducio do valor da
DQO em 17% referente ao valor inicial. Em 4.A-4 nio houve variagdo apos 2h de
tratamento e posteriormente a DQO teve a concentragio aumentada em 5% e 18% nos
tempos respectivos de 4 ¢ 6h com redugio da MCS quase a metade, sendo de 40,5% e 59%
também em 4h e 6h respectivamente. Todos os experimentos do Grupo A apresentaram

diminui¢do da MCS, tendo os valores seguindo padrdes muito semelhantes.
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Figura 51 - Razédo da concentragio de DQOn/DQOi de agua residuaria de indistria
de processamento de dleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em fungio do tempo —
Tratamento com prévia fermentagio da sgua residudria por Kokuria rhizophila
kovacs. Experimento 4.A-1.
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Figura 52 - Razdo da concentracio de DQOn/DQO1 de dgua residuaria de industria
de processamento de oleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/I.) em func¢iio do tempo —

Tratamento com prévia fermentacio da dgua residuiaria por Kokuria rhizophila
kovacs. Experimento 4.A-2.
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O Grupo B apresentou no experimento 4.B-1 diminuicéo da concentragdo de DQO

em 53% nas primeiras 2 h do tratamento, seguido de 51% durante 4h de tratamento e 61%
ap0s completar as 6 h do tratamento pelo LA, com a reducdo da MCS de 18%, 40,5% e
59% em 6h de tratamento. No entanto o experimento 4.B-2 nio apresentou remocio da
DQO, pelo contrdrio, houve aumento deste valor em 67% desde o inicio até o final do
tratamento no entanto a MCS teve reducio de 56%. Os valores de .24%, 35% e 71% foram
apresentados no experimento 4.B-3 como os valores de remocao da carga poluidora em 2, 4
e 6h respectivamente apos o inicio do tratamento com 7%, 19% e 51% de reducdo dos
valores de MCS.
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Figura 53 - Razio da concentracio de DQOn/DQOi de dgua residudria de industria
de processamento de 6leos tratada por lodo ativade em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca - MCS (g/L) em fungZo do tempo —
Tratamento com prévia fermentacio da 4agua residudria por Kokuria rhizophila
kovacs. Experimento 4.B-1.

O Grupo C apresentou no experimento 4.C-1 a remogio da DQO em 20%, 37% e
58% nos periodos respectivos de 2, 4 e 6h e teve diminuicio dos valores da MCS em 19% ,
36% e 60% nestes periodos . No experimento 4.C-2 houve aumento da DQO inicialmente
em 40%, no tempo igual a 2h, posteriormente houve dimminui¢do da DQO em 80% e em 6h
de tratamento a DQO teve novo aumento, mas em relagdo ao valor anterior, pois na
finalizacdo do tratamento a remogio da DQO foi de 40%. Em 4.C-3 também houve

diminui¢fo da MCS, obedecendo o mesmo padrio dos outros experimentos, sendo esta
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reducdo de 18,5%, 37,8% ¢ 59%. A remog¢io da DQO foi progressiva, sendo seu valor em

duas horas de tratamento de 7%, em quatro horas de tratamento 39% e com 6h de

tratamento a remocao foi de 55%.
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Figura 54 - Razio da concentracio de DQOR/DQOi de dgua residuaria de indastria
de processamento de oOleos tratada por lodo ativado em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca ~ MCS (g/L)) em funcio do tempo —
Tratamento com prévia fermentacio da dgua residuaria por Kokuria rhizophila
kovacs. Experimento 4.C-2,
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Figura 55 - Razido da concentracio de DQOn/DQOi de dgua residudria de indistria
de processamento de dleos fratada por lodo ativade em reator batelada com
respectivos valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funciie do tempo —
Tratamento com prévia fermentacio da dgua residuiria por Kokuria rhizophila
kovacs. Experimento 4.C-3.
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O Grupo D teve no experimento 4.D-1 teve 40%, 85% e 93% de diminuicdo dos

valores da carga poluidora em 2h, 4h ¢ 6h e a MCS apresentou diminui¢do, um pequeno
aumento e nova diminuigo, sendo de 16,4%, 12,8% e 23,9% respectivos a 2h, 4h e 6h. O
experimento 4.D-2, nos tempos iguais a 2h e 4h teve remogio da DQO em 24% ¢ 21%
respectivamente, € ao completar 6h de tratamento a diminuig¢do do valor da carga poluidora
foi de 90% e a MCS teve um aumento de 27%. No entanto, houve aumento do valor da
DQO em 4.D-3 de 24% nas duas primeiras horas do tratamento, posteriormente os valores
da BQO foram reduzidos em 7% ap6s quatro horas de tratamento e 8% depois de passadas
seis horas de tratamento.Neste tratamento a MCS teve uma grande reducdo no inicio do

tratamento, com 34,7% e posteriormente com 40,5% ¢ 50,4% de diminui¢do da MCS.
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Figura 56 - Razdo da concentragio de DQOn/DQOi de agua residusria de indistria e
processamento de odleos tratada por lode ativado em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcio do tempo — Tratamento
com prévia fermentacio da dgua residudria por Kokuria rhizophila kovacs.
Experimento 4.D-1.
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Figura 37 - Razio da concentracio de DQOn/DQOI de sgua residusria de industria e
processamento de Oleos tratada por lodo ativado em reator batelada com respectivos
valores de pH e massa celular seca — MCS (g/L) em funcio do tempo — Tratamento
com prévia fermentacdo da 4gua residuiria por Kokuria rhizophila kovacs.
Experimento 4.D-3,

Dos tratamentos realizados com lodo ativado e 4gua residuaria fermentada com

Kokuria rhizophila kovacs os experimentos que tiveram remogdo da DQO acima de 50%
ap6s 6h de tratamento foram 4.D-1, 93%, 4.D-2 com 90%, 4.B-3 com 71%, 4.A-1 com
67%, 4.B-1 com 61%, 4.C-1 com 58% e 4.C-3 com 55%. E todos os experimentos tiveram
reducio da MCS em média de 45,2% em 6h de tratamento.

Nesta série de experimentos com adigio de agua residudria fermentada no instante
final, 6h, os experimentos 4.A-1, 4.B-1, 4.B-3, 4.C-2, 4.C-3,4.D-1 e 4.D-2 tiveram taxas de
remog¢do da DQO maiores que 50%, sendo que o experimento 4.D-2 apresentou 89% de

remogdo da DQO ¢ o experimento 4.D-1, 93%, conforme as figuras a seguir.

Muassa Celular Seca

O LA avaliado através das medidas de massa celular seca (MCS), em relagio ao LA
inicial demonstrou em quase todos os experimentos diminui¢cdo da sua massa, com excecio

do experimento 4.D-2 conforme os valores apresentados na Tabela 19.
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Medidas e Andlise do pH

A variagdo do pH foi pequena, conforme mostram os graficos da Figura 51 a 57,
com valores proximos da neutralidade tendendo a valores de caréter alcalino, apresentados

na Tabela 20, semelhante aos experimentos 2 (controle) e 3.

Tabela 20 - Valores Medidos do pH do Experimento 4

Tempo (h) 0 2 4 6 20 22 24
Experimento
4.A-1 7,56 764 772 721 761 7,89 8,14
4.A-2 7,81 8,37 832 8,04 8 7,99 3,19
4.A-3 7,43 737 764 768 768 7,65 7,87
4.A-4 7.5 8,13 827 B68 8,5 8,3 8,44
4.B-1 7,47 739 745 7,15 735 748 7,71
4.B-2 7,48 7,82 78% 772 17 7,65 8,08
4.B-3 7,46 756 763 747 762 765 7,93
4.C-1 7,34 744 751 749 751 7,54 7,76
4.C-2 7,46 7,78 179 724 756 7,85 8,04
4.C-3 7.46 778 779 732 764 785 8,04
4.D-1 7.4 7,37 745 741 738 731 7,96
4.D-2 7,51 7,55 763 733 759 784 8,01
4.D-3 7,5 8,16 816 7,74 801 825 7,88

6.2.6 Resultados e discussio entre os Experimentos 2, 3 e 4:

Durante o tempo em que os experimentos foram realizados houve grande variagio
nas caracteristicas da dgua residudria que apresentou equalizagio insuficiente na planta de
tratamento e conseqiientemente os valores da concentraciio da DQO oscilaram muito. A
composi¢do da 4gua residudria apresentou mudanga conforme a matéria prima processada
na planta industrial, desta forma néo sendo possivel desenvolver os experimentos com a
composi¢ao da 4gua residudria padronizada. O lodo ativado teve modificacio em sua
composi¢do e qualidade, principalmente no periodo de racionamento e energia realizado no
pais, pois 50% dos aeradores da planta de tratamento permaneceram inativos. Também
durante este periodo a planta de tratamento foi operada inadequadamente com recirculagéio

do LA e aumento de sua concentra¢o, ao invés de haver diminuicio de sua concentrag¢io
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para que houvesse adequada relagio entre o LA e o substrato, o que induziu sua morte.
Nestas condigdes 0s experimentos foram desenvolvidos apresentando grandes variagdes em
seus resultados, dificultando analise dos dados.

Atraves das tabelas 18, 19, 20 e 21 que apresentam os resultados da eficiéncia do
tratamento obtida em laboratério, observou-se que o Experimento 4 por ter tido a prévia
fermentagio da 4gua residudria foi o inico experimento a ter os resultados bem ajustados a
curva do LN DQO contra tempo. Nos quadros abaixo os experimentos referidos com as
letras A, B, C e D, além de indicarem as variagles de indculo da bactéria produtora de
biossurfactante tambem indicam, seguidos dos numerais, que sdo relativos ao mesmo dia do
tratamento, 1sto €, todos A-1 foram realizados no mesmo dia com a agua residudria e lodo
ativado coletados no mesmo dia. Exceto o Experimento 4 que teve a dgua residudria
coletada 30h antes, porém os tratamentos foram desenvolvidos todos com o lodo ativado

coletado no mesmo dia.

O grupo A ndo apresentou similaridade entre os resultados obtidos na remogio da
DQO dos grupos controle, adigdo da Kokuria sp. ¢ dgua residuaria fermentada. Exceto no
experimento A-4 em que ocorreu aumento da concentracio de DQO nos trés experimentos.
Apresentaram eficiéncia da remogfio da DQO maior ou igual a 50% em seis horas de
tratamento 33% do experimento do grupo A, 8% do grupo controle, 8% do experimento
realizado com agua residuaria fermentada e 17% obtidos pelos experimentos em que foi
adicionada a bactéria produtora de biossurfactante ao lodo ativado (tabela 18).

O Grupo B, tabela 19, apresentou menores variagdes entre os resultados da
diminuicdo da carga poluidora entre: o grupo controle, o experimento com adicio da
bactéria Kokuria rhizophila kovacs, no lodo, e 0 experimento em que a agua residudria foi
adicionada ao tratamento. O experimento B-2 apresenton aumento da carga poluidora, com
excecdo do experimento 3.B-2 apbs seis horas de tratamento. O experimento B-3
apresentou diminui¢io da DQO com valores superiores a 50% nos trés experimentos. Apos
seis horas de tratamento 33% dos experimentos do Grupo B apresentaram remogdo da
DQO acima de 50%, sendo 17% dos experimentos realizados com agua fermentada, 8% do

grupo controle e 8% do tratamento realizado com a adicdo da bactéria Kokuria sp.
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Tabela 21 — Eficiéncia da remocio da DQO pelos experimentos do Grupo A

Tempo (h) 2 4 6
Experimento
2.A-1 44 37 63
3.A-1 -20 19 17
4.A-1 63 67 67
2.A-2 40 -20 20
3.A-2 60 25 65
4.A-2 27 40 14
2.A-3 28 14 -43
3.A-3 80 85 65
4.A-3 -33 17 -1
2.A-4 13 -20 -33
3.A-4 15 -7 46
4.A-4 0 -5 -18

Tabela 22 - Eficiéncia da remogio da DQO pelos experimentos do Grupo B

Tempo 2 4 6
Experimento

2.B-1 53 33 46
3.B-1 50 23 48
4.B-1 53 51 61
2.B-2 15 -36 -72
3.B-2 -30 -50 30
4.B-2 -67 -67 -67
2.B-3 0 15 77
3.B-3 32 32 63
4.B-3 24 35 71

Conforme tabela 20, o Grupo C apresentou 41% dos experimentos com remogio da
DQO acima de 50% apés seis horas de tratamento, sendo 16% dos experimentos realizados
com adigdo de cultura de Kokuria rhizophila kovacs, 16% com os experimentos realizados
com agua fermentada e 9% pelo grupo controle.

O Grupo D, tabela 21, apresentou apenas 25% dos experimentos com resultados
acima de 50% na remogéo da DQO apés seis horas de tratamento, no entanto 16% destes
resultados apresentaram a redugfo dos valores da DQO com eficiéncia igual e/ou superior a
90%. Estes resultados foram obtidos pelos experimentos realizados com o sobrenadante da

dgua residudria fermentada pela Kokuria rhizophila kovacs.
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Tabela 23 — Eficiéncia da remoc@o da DQO pelos experimentos do Grupo C

Tempo (h) 2 4 6
Experimento
2.C-1 15 20 19
3.C-1 -25 78 78
4.C-1 20 37 58
2.C-2 22 .67 68
3.C-2 51 61 61
4.C.2 -40 80 40
2.C-3 -18 -7 18
3.C-3 17 17 26
4.C-3 7 39 55

Tabela 24— Eficiéncia da remocio da DQO pelos experimentos do Grupo D

Tempo (h) 2 4 6
Experimento

2.D-1 2 20 23
3.D-1 68 66 73
4.D-1 40 85 93
2.D-2 3 3 0
3.D-2 -24 -16 -20
4.D-2 24 21 90
2.D-3 22 41 43
3.D-3 4 20 20
4.D-3 -24 7 8

Dos 39 experimentos realizados 28% apresentaram remocdo de carga poluidora
acima de 60% da DQO inicial e 6h de tratamento e 20% dos experimentos mostraram
desempenho da remogio da DQO acima de 60% em 4h.
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7 Conclusiao

Em fung@o dos resultados obtidos pode-se observar que:

Do total dos experimentos 28% apresentaram resultados, acima de 60% em 6h de
remo¢do da carga poluidora e 20% em 4h de tratamento. Indicando que ¢ possivel ter um
aumento significativo da redugo da DQO, no entanto exigindo melhores técnicas para a
avaliagdo do processo.

A melhor eficiéncia foi obtida por experimentos em que a 4gua residudria foi
previamente fermentada pela Kokuria rhizophila kovacs e foi adicionado o sobrenadante no
tratamento pelo lodo ativado tendo 93% da carga poluidora removida em 6h.

A adi¢3o da bactéria Kokuria rhizophila kovacs no lodo ativado induziu o aumento da
coesdo e diminuigdo do tamanho do floco do lodo ativado.

A agua residuaria fermentada pela Kokuria rhizophila kovacs, quando adicionada no
lodo ativado induziu a formaggo de flocos grandes e pouco coesos, apresentando aspecto

mucilaginoso.
8 Sugestdes para préximas pesquisas

Estudar a adi¢3o da Kokuria rhizophila no tratamento pelo sistema de lodo ativado
em 4gua residudria sintética de residuos hidrofobicos como oOleos vegetais €
hidrocarbonetos.

Estudar os efeitos da adicio de Kokuria rhizophila lodo ativado adaptado e bem
conhecido tanto em seus pardmetros operacionais como em sua microbiologia.

Estudar as potencialidades da Kokuria rhizophila na producdo de biossurfactantes e

em outras aplicagdes.
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