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RESUMO

O desaguamento do lodo de esgoto é importante etapa do tratamento de efluentes, mas é
dificultada devido a presencga de particulas suspensas no meio e pela retencdo de dgua em
substancias poliméricas extracelulares. O uso de aditivos durante o condicionamento do lodo é
estratégia utilizada para promover a desestabilizacdo e agregacéo das particulas, favorecendo a
remocdo do excesso de dgua. Biofloculantes sintetizados por bactérias podem ser alternativas
aos aditivos comerciais por serem biodegradaveis e ndo-tdxicos. O presente estudo teve como
objetivo analisar o potencial das bactérias Sphingomonas paucimobilis, Serratia nematodiphila,
Kocuria sp. e Psychrobacter sp., previamente isoladas de painéis fotovoltaicos, na producéo de
biofloculantes. As quatro espécies bacterianas avaliadas apresentaram atividade floculante
quando aplicadas a suspensao caulim, mas a espécie Psychrobacter sp. foi selecionada para
testes mais detalhados devido ao elevado desempenho do biofloculante, com baixas variacdes
ao longo do tempo. A molécula produzida pela Psychrobacter sp. foi caracterizada quanto ao
contetdo de polissacarideos (24,64%), lipidios (18,10%) e proteinas (10,23%). A analise de
grupos funcionais evidenciou a presenca de aminas, hidroxilas e carboxilas, aos quais foram
atribuidos a capacidade floculante da molécula. O biofloculantes se mostrou efetivo no
condicionamento de amostras de lodo de esgoto aerdébio, proveniente de tanque de aeracgéo, e
de lodo de esgoto anaerdbio, proveniente de reator de fluxo ascendente. As eficiéncias de
floculagdo atingidas foram de 92,96% no lodo aerébio e 71,53% no lodo anaerébio. O
biofloculante também apresentou desempenho similar ao de polimero catiénico utilizado
comercialmente no tratamento de lodo de esgoto. Dessa forma, a macromolécula pode ser uma
alternativa aos aditivos sintéticos e inorganicos aplicados no tratamento de efluentes, porém

estudos econdmicos e fontes alternativas de substrato precisam ser determinadas.

Palavras-chave: Biofloculantes. Tratamento de esgoto sanitario. Bactérias extremofilas.



ABSTRACT

The dewatering process of sewage sludge is a fundamental part of wastewater treatment.
However, it is negatively affected due to the amount of suspended solid particles and water
content retained by extracellular polymeric substances. The usage of additives during sewage
sludge conditioning is an approach to promote the destabilization of the colloidal system and
the aggregation of particles, enhancing water removal. Bioflocculants synthesized by bacteria
may be a promising substitute for commercial flocculants because of their non-toxicity and
biodegradability. This current research investigated the production of biosurfactants
by Sphingomonas paucimobilis, Serratia nematodiphila, Kocuria sp.,
and Psychrobacter sp., previously isolated from solar panels, and their flocculant activity when
applied to sewage sludge conditioning process. Since extremophiles are evolutionarily adapted
to survive under harsh conditions, they may be a valuable source of biotechnological relevant
byproducts such as bioflocculants. All bacteria assessed in the current work presented
flocculant ability when applied to kaolin suspension, but Psychrobacter sp. was selected for
further analysis because of its high stability and efficiency. The bioflocculant was characterized
as being mainly composed of sugars (24.64%), lipids (18.10%), and proteins (10.23%). The
FTIR spectrum revealed the presence of amine, hydroxyl, and carboxyl functional groups,
which are responsible for the flocculant properties of the molecule. The bioflocculant was
applied in the conditioning process of aerobic sludge samples, collected from an aeration tank,
and anaerobic sludge samples, collected from an Upflow Anaerobic Sludge Blanket, reaching
92.96% and 71.53% of flocculation efficiency, respectively. Furthermore, the bioflocculant was
as effective as a commercial cationic polymer commonly used during wastewater treatment.
Hence, this molecule may be a promising substitute for commercial additives in wastewater
treatment. However, further economic analyses are needed, especially regarding alternative

carbon sources.

Keywords: Bioflocculants. Wastewater treatment. Extremophiles.
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1 INTRODUCAO

Parte do conjunto de servigos, infraestruturas e instalagdes operacionais que
compreendem o saneamento bésico, o tratamento de efluentes tem como objetivo a
transformacédo das fases liquida e solida dos esgotos, de forma que seus parametros fisico-
quimicos estejam adequados, conforme previsto na legislacdo, para possibilitar seu
aproveitamento ou disposicdo final sem causar impactos nocivos ao ambiente (GHERNAOUT
et al., 2019). A gestdo do lodo de esgotos, residuo do tratamento de efluentes e cuja geracdo
tende a aumentar de acordo com os processos de urbanizagdo e crescimento populacional
(ZHANG et al., 2022), caracteriza-se como desafio global, podendo atingir mais de 50% de
todos 0s custos operacionais de uma Estacdo de Tratamento de Esgotos (APPELS et al., 2008;
YANG et al., 2019).

Ainda que a origem da agua residuaria tenha influéncia sobre as propriedades do lodo,
este residuo pode ser compreendido como uma mistura de &gua, matéria organica,
microrganismos e contaminantes inorganicos e organicos, como hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos e metais potencialmente toxicos (KACPRZAK et al., 2017). O volume, contetdo
de &gua e presenca de contaminantes no lodo sdo os principais obstaculos acerca do seu manejo,
ja que aumentam os custos de transporte e restringem as possibilidades de destinacdo (ANJUM
etal., 2016; GHERGHEL et al., 2019; GENG et al., 2020). Dessa forma, a remocéo de agua €
etapa essencial para reducdo de custos relacionados ao gerenciamento do lodo, ampliando as
possibilidades de aproveitamento do residuo tratado e diminuindo os riscos potenciais quanto
a sua disposicao final (WONG et al., 2016).

O desaguamento mecanico do lodo é um dos métodos mais adotados para viabilizar a
remoc&o do conteudo de agua no residuo, mas apresenta limitagdes, pois pode resultar em lodo
com até 80% de umidade (KURADE et al., 2014; ZHANG et al., 2018). A fim de aumentar a
eficiéncia do desaguamento, o residuo pode ser submetido a etapa prévia de condicionamento,
que visa a alteracdo de suas propriedades fisico-quimicas, favorecendo a remocéo de dgua. Os
processos de coagulacdo e floculacdo se destacam entre os diferentes metodos de
condicionamento e consistem no uso de aditivos que atuam na desestabilizacdo e aglutinacao
de particulas finas e coloidais em flocos, facilitando a separacao entre os solidos suspensos e a
agua (MOWLA et al., 2013; WEI et al., 2018).

Comercialmente, o uso de coagulantes e floculantes sintéticos ou inorganicos no
tratamento de efluentes € pratica comum devido a sua eficiéncia, disponibilidade e baixo custo

(SURESH et al., 2018). Contudo, a aplicacdo destes compostos ndo esta livre de impactos
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ambientais e a saude, dado que podem se caracterizar como fontes de poluicdo secundaria
(BEZAWADA et al., 2013; LIU et al., 2016) e estdo associados ao desenvolvimento de doencas
neurodegenerativas (EXLEY, 2017; MIRZA et al., 2017). Em raz&o dos riscos potenciais do
emprego destes aditivos e da crescente busca por alternativas de baixo impacto ambiental, os
biofloculantes tém ganhado destaque como possiveis alternativas (MU et al., 2019).

Biofloculantes sdo um dos diferentes metabolitos sintetizados por microrganismos em
razdo de vantagens adaptativas adquiridas por esses individuos (PANDE e KOST, 2017
FOUILLAUD e DUFOSSE, 2022). Além de estar associada a aspectos genéticos, a producio
dessas macromoléculas também é condicionada pelas condi¢c@es ambientais. Dessa forma, estas
macromoléculas desempenham fungdes fundamentais na garantia da sobrevivéncia dos
organismos, auxiliando por exemplo, na comunicacdo celular, protecdo contra substancias
nocivas presentes no meio e favorecendo a obtencdo de nutrientes (SANTOS et al., 2018).

Devido ao seu carater ndo toxico e biodegradavel, os biofloculantes se tornaram
macromoléculas de grande interesse biotecnoldgico e seu uso passou a ser investigado visando
a aplicacdo tanto no tratamento de agua, quanto no de efluentes gerados a partir de diferentes
atividades. A busca por artigos cientificos utilizando o termo “Bioflocculant” na base de dados
Scopus, por exemplo, evidencia a evolugdo na producdo cientifica acerca do tema nas ultimas
décadas (Apéndice A). Nesse sentido, o primeiro artigo cientifico sobre o tema foi publicado
em 1984, mas foi s a partir da década de 90 que a producéo cientifica sobre biofloculantes
passou a ser mais expressiva, com uma média de 3,2 artigos publicados por ano. A partir de
2010, é observado um aumento no nimero de publicacgdes, atingindo um pico de 57 artigos em
2015. De 2020 até 2022, foram encontrados 137 artigos com foco nestas biomoléculas.

Apesar do aumento das publicacdes acerca dos biofloculantes, os elevados custos de
producdo dificultam sua ampla utilizacdo e competitividades frente aos aditivos comerciais
(SALEEM e BACHMANN et al., 2018; KURNIAWAN et al., 2022). Esse aspecto impulsiona
a busca pela otimizacdo de parametros operacionais do cultivo de microrganismos e por
individuos capazes de secretar macromoléculas mais eficientes a partir de substratos de baixo
custo (DRAKONTIS e AMIN, 2020; VIEIRA et al., 2021). Nesse sentido, o0 isolamento de
extremofilos é uma das possiveis estratégias implementadas.

Extremofilos séo individuos capazes de sobreviver e se reproduzir sob condi¢fes
ambientais que sdo limitantes a maioria dos organismos. Devido as caracteristicas dos meios
que colonizam, esses individuos desenvolveram mecanismos e estratégias de adaptacdo que 0s
tornaram fontes de compostos bioativos altamente estaveis e com propriedades Unicas
(SCHULTZ e ROSADO, 2019; SAYED et al., 2020), permitindo sua aplicacdo em diferentes
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atividades. Nos ultimos anos, a investigacdo acerca de extremdfilos isolados a partir dos mais
diferentes ambientes foi responsavel pela identificagdo de novas espécies e no estabelecimento
de novos bioprocessos (BABU et al., 2015; YANEZ-YAZLLE et al., 2021).

E neste contexto que, visando o potencial biotecnolégico de microrganismos
originarios de ambientes extremos, Moura et al., (2021) isolaram quinze espécies bacterianas a
partir de painéis fotovoltaicos, meio caracterizado pela escassez hidrica, altas temperaturas e
exposicdo a radiacdo, instalados nos municipios de Sorocaba e Itatiba. As bactérias foram
cultivadas, identificadas e adicionadas a colecdo de microrganismos do Laboratorio de
Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Sdo Carlos (LMA — UFSCar). O presente
estudo se insere nesta mesma perspectiva a medida em que se propde a investigar o potencial
de quatro das espécies isoladas, Kocuria sp., Psychrobacter sp., Sphingomonas paucimobilis e
Serratia nematodiphila, na sintese de biofloculantes a serem aplicados no condicionamento do
lodo de esgoto.

A selecdo das espécies investigadas neste estudo é motivada pela escassez de producéao
cientifica recente acerca da sintese de biofloculantes por essas bactérias, ainda que ja tenham
sido investigados acerca de outras aplicacdes. A busca por artigos de pesquisa publicados no
periodo entre 2013 e 2023 nas bases de dados Web of Science, Scopus e Science Direct em abril
de 2023, utilizando as palavras-chave (“Kocuria” AND “Bioflocculant”), (“Sphingomonas
paucimobilis” AND “Bioflocculant”), (“Serratia nematodiphila” AND “Bioflocculant”), e
(“Psychrobacter” AND “Bioflocculant™), possibilitou a selecdo de apenas 4 artigos que se
propuseram a analisar a atividade floculante de espécies de Kocuria e Psychrobacter
(CHOUCHANE et al., 2019; MU et al., 2019; HASSAN et al., 2021; FENG et al., 2023); Para
Sphingomonas paucimobilis e Serratia nematodiphila, ndo foram encontrados trabalhos
similares publicados no periodo de anéalise. Esses resultados evidenciam o ineditismo e 0
potencial de inovagédo desta proposta.

Dessa forma, em vista do aumento na geracdo de residuos provenientes do tratamento
de efluentes, dos riscos e limitagdes associados aos aditivos comercialmente utilizados no
tratamento do lodo de esgotos e da crescente demanda por tecnologias eficientes e mais
ambientalmente adequadas, o presente estudo se propde a avaliar o potencial de bactérias
isoladas de painéis fotovoltaicos na producdo de biofloculantes visando sua utilizacdo no
condicionamento do lodo de esgotos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Investigar o potencial de bactérias isoladas de painéis fotovoltaicos na producdo de
biofloculantes.

2.2. Objetivos especificos

. Determinar e selecionar o biofloculante de maior eficiéncia em termos de
floculacéo.
. Investigar a influéncia das condi¢6es de cultivo sobre a capacidade de floculacéo

do biofloculante selecionado.

. Caracterizar o biofloculante selecionado em termos de proteinas, lipidios e
carboidratos.

. Avaliar a eficiéncia de floculacédo do biofloculante seleciona quando aplicado as
amostras de lodo de esgotos sanitarios e;

. Comparar a eficiéncia de floculacdo do biofloculante selecionado com a de um

floculante comercial quanto aplicados ao lodo de esgoto.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Lodo de esgoto: caracteristicas e os desafios sobre os sistemas de tratamento de

efluentes

O lodo de esgoto € um residuo gerado ao longo de diferentes fases do tratamento de
efluentes e pode ser compreendido como uma mistura de &gua, matéria organica,
microrganismos e contaminantes organicos e inorganicos (KACPRZAK et al., 2017). Apesar
de sua composicao poder tornar o lodo uma importante fonte de polui¢éo secundaria (LU et al.,
2018), o residuo devidamente tratado pode ser aproveitado como biossélido na agricultura
devido ao seu teor de macronutrientes (CAI et al., 2021). Nesse contexto, a adogdo de
tratamentos eficientes € necessaria para possibilitar a utilizacdo do lodo ou permitir sua
disposicdo final sem causar impactos nocivos ao ambiente e a salde.

O gerenciamento e a disposicdo do lodo sdo desafios enfrentados em EstacOes de
Tratamento de Esgotos (ETES). Os processos de industrializacdo e urbanizagdo impulsionam a
geracdo de maiores volumes de esgoto, e consequentemente, implicam em maiores quantidades
de lodo a serem tratadas (WU et al., 2020). Para além do volume crescente e em excesso, 0
conteddo de &gua, que pode chegar a 99% de todo o residuo (WONG et al.,, 2016), é
caracteristica critica para as etapas de tratamento e manejo. Dessa forma, a diminuicdo do
conteddo de agua se faz essencial para reducéo de custos operacionais e de transporte (MOWLA
et al., 2013). Apds removida a agua, o lodo adquire caracteristicas de um residuo solido ou
semissolido, comumente chamado de torta de lodo (ZAVALA et al., 2016).

O desaguamento, nome dado ao processo de remocao de dgua do lodo, pode ser feito a
partir de diferentes métodos, incluindo o uso de sistemas mecanizados, como filtros-prensa,
prensas desaguadoras, filtracdo a vacuo e centrifugas; e sistemas naturais, como lagoas de lodo
e leitos de secagem (SINCERO e SINCERO, 2002; SILVEIRA et al., 2015). No entanto, a
aplicacdo direta do lodo ao desaguamento mecanizado apresenta baixa eficiéncia, de forma que
ao final do processo, o residuo ainda pode conter entre 80% e 98% de umidade (WEI et al.,
2018).

No lodo, a presenca de agua pode ser estratificada de acordo com a dificuldade de
remocao. A fracdo denominada agua livre representa cerca de 70% do total de agua no residuo
e ndo se encontra ligada as particulas, facilitando sua separacdo da fase solida (WEI et al.,
2018). A fracdo retida no interior dos flocos s6 pode ser removida a partir de seu rompimento
e é chamada agua intersticial. A agua superficial é a encontrada aderida a superficie das
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particulas e a agua de hidratacdo € a fracdo caracterizada por estar fortemente ligada as
particulas. As fragdes de aguas intersticial, superficial e de hidratac&o formam juntas o conteido
de agua ligada, que implica em maior dificuldade de remocéo, pois sua separacdo da fase sélida
demanda grandes quantidades de energia (MOWLA et al., 2013). Embora a quantidade de agua
possivel de ser removida tenha relagdo com o mecanismo de desaguamento adotado (WU et al.,
2020), as dificuldades de desaguamento sdo principalmente atribuidas a concentragdo de
substancias poliméricas extracelulares (SPE).

As SPE sdo macromoléculas organicas de elevada massa molecular, compostas
principalmente por polissacarideos, proteinas, cidos nucléicos, lipidios e substancias himicas.
Essas moléculas sdo secretadas por animais, plantas, fungos, bactérias e algas (SALEEM e
BACHMANN, 2018; ANG e MOHAMMAD, 2020) como medida de protecdo as condi¢des
adversas do meio e podem ser encontradas tanto no interior das células, quanto na superficie
celular (WINGENDER et al., 1999; WU et al., 2018). No lodo, as SPE também s&o aspecto-
chave para manutencédo da integridade funcional e estrutural dos flocos (NIU et al., 2013) que
sdo agregados de microrganismos e particulas coloidais organicas e/ou inorganicas aderidas a
estas substancias (WILEN et al., 2003; CAl et al., 2020).

A presenca das SPE na formacao dos flocos também pode ser compreendida a partir de
sua divisdo em diferentes camadas (Figura 1). A camada limosa é mais externa e soltvel, se
mantendo disponivel no sobrenadante apds a sedimentacdo do lodo. Em seguida, a camada
fracamente ligada forma uma cobertura dispersa e pouco aderida aos flocos, apresentando
limites menos definidos e podendo ser extraida por processo de centrifugacdo leve. Em
contraste, a camada mais interna é fortemente ligada a superficie das particulas, apresentando
formato bem definido e s6 pode ser extraida a partir de intensa centrifugacdo. As células
residuais obtidas ap0s a extracdo das camadas de SPE é dado o nome de pellet (WANG et al.,
2015; GUO et al., 2015).
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Figura 1 — Camadas de substancias poliméricas extracelulares ao redor de particula no lodo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ao redor das particulas, as camadas fortemente e fracamente ligadas formam uma dupla
camada que se caracteriza como uma matriz dindmica, altamente hidratada, carregada
negativamente e similar a um gel, sendo capaz de se unir as moléculas de agua por meio de
ligacGes de hidrogénio ou interacdes eletrostaticas (FLEMMING e WINGENDER, 2001;
NEYENS et al., 2004). Na superficie das particulas, essa matriz retém agua e impede a saida
da 4gua ligada ao interior dos flocos. Ainda, considerando a carga superficial dessas
substancias, quanto maior sua concentracdo no meio, maiores serdo os efeitos das forcas
repulsivas entre as células, dificultando a formacdo de flocos e, consequentemente, a
sedimentacdo dos sélidos (MOWLA et al., 2013).

A concentracdo das SPE esta diretamente associada ao tamanho e a distribuicdo das
particulas e suas cargas superficiais. O excesso de solidos finos e particulas coloidais suspensas
no esgoto é que configura o maior obstaculo para o desaguamento. Durante a remog¢do mecanica
de &gua, particulas de menores dimensdes podem obstruir tanto os poros dos filtros quanto do
proprio lodo, aumentando a resisténcia a filtracdo e diminuindo a permeabilidade (WU et al.,
2020). Assim, a aglutinacdo dessas particulas em flocos € necessaria para formacéo da torta de
lodo. Ainda, o tamanho reduzido das particulas implica em maior disponibilidade de area
superficial na qual as moléculas de 4gua podem estar adsorvidas (ZHANG et al., 2022).

As propriedades dos flocos que irdo condicionar as caracteristicas da torta do lodo e a
eficiéncia do processo de remocao de agua (WEI et al., 2018), a medida em que a formagéo de
maiores flocos favorece a separacdo entre as fases solida e liquida e diminui problemas
associados a obstrucdo dos meios filtrantes, auxiliando na formacao de tortas mais permeaveis

e de estruturas mais abertas (HOGG, 2005; QI et al., 2011). A repulsividade mutua entre as
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particulas suspensas no lodo devido as suas cargas superficiais, no entanto, impede a formacéo
dos flocos de maneira espontanea.

Apesar de terem sido elucidados aspectos estruturais das SPE que contribuem para a
retencdo de agua nas particulas do lodo, a influéncia que suas fracGes e substancias nelas
presentes desempenham sobre o desaguamento ainda é controversa e passou a ser o foco da
pesquisa nas Ultimas décadas (ZHANG et al., 2018; WU et al., 2018). A concentracdo total de
SPE, por exemplo, ja foi reportada como fator que dificulta 0 desaguamento do lodo de esgoto
pela maior retencdo de &gua (MURUGESAN et al., 2016). No entanto, a maior concentracao
de fragOes especificas foi associada a melhoria do desaguamento em diferentes tipos de lodo
(HOUGHTON et al., 2001). Esse fendmeno ocorre, pois 0 aumento na concentracdo do
contetido de SPE até dado limite diminui a sensibilidade dos flocos ao cisalhamento, resultando
em menor grau de dispersdo das particulas no lodo. Por outro lado, quando em excesso, essas
moléculas promovem uma maior retencéo de agua (WU et al., 2020).

Além de abordar o papel do conteudo total das SPE sobre o desaguamento, a literatura
concentra diferentes analises sobre a relacdo entre as fracbes e componentes das SPE e a
capacidade de remocdo de agua. Por exemplo, nos estudos conduzidos por To et al., (2020), a
reducdo no conteldo total da camada fortemente ligada foi apontada como fator decisivo para
0 aumento da capacidade de desaguamento, pois essa fracdo foi a que mais contribuiu para o
processo de gelificacdo e imobilizacdo a dgua a redor dos flocos. Ainda nessa camada, Li et al.,
(2021) verificaram que a diminuicdo do contetdo de proteinas foi mais relevante para o
processo de desaguamento do que o conteldo de polissacarideos, dado que o primeiro
apresentou maior capacidade de retencdo da agua.

Por outro lado, a degradacgdo do conteido de SPE na camada fracamente ligada também
ja foi associada a melhorias no desaguamento. Ao analisarem o conteldo de dgua na torta de
lodo apos fase de desaguamento, Yu et al., (2017) verificaram que o teor residual de agua foi
significativamente relacionado ao conteddo desta fracdo. Os autores ainda destacam que a
estrutura porosa e dispersa da camada fracamente ligada favorece sua capacidade de retencao
de agua. Apesar das diferentes conclusdes acerca do papel das SPE sobre o desaguamento, a
influéncia destas moléculas sobre a retengdo da 4gua no lodo é amplamente aceita (WU et al.,
2020).

Considerando os aspectos associados as dificuldades de desaguamento do lodo, o
residuo ndo raro é submetido ao pré-tratamento em etapa denominada condicionamento, em
gue processos de natureza fisica e/ou quimica sdo utilizados com o objetivo de alterar

propriedades do lodo, favorecendo a remocao de agua. Essas alteragcdes ocorrem, em geral, pela
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atuacdo sobre a capacidade de sedimentacdo das particulas, reducdo da compressibilidade dos
solidos e favorecimento da ruptura das camadas das SPE que envolvem os flocos (MOWLA et
al., 2013; PRAHARAJ et al., 2022).

Os processos de coagulacdo e floculacdo se destacam entre os métodos de
condicionamento devido sua eficiéncia, simplicidade operacional e baixos custos
(ALMUBADDAL et al., 2009; AGUNBIADE et al., 2018), e ttm sido empregados com
sucesso na reducdo da turbidez, matéria organica e de outros poluentes organicos e inorganicos
sollveis presentes no lodo (TEH et al., 2016; NAYERI e MOUSAVI, 2022).

3.2. Processos de coagulacgéo e floculagdo no condicionamento do lodo de esgoto

Os processos de coagulacdo-floculagdo, comumente implementados nos estagios
iniciais do tratamento de esgoto, sdo importantes etapas nas ETES, a medida em que a presenca
de particulas coloidais e solidos finos no esgoto limita a eficiéncia das fases subsequentes do
tratamento. Devido as pequenas dimens@es dessas particulas, as forcas atrativas entre elas sdo
menos significativas do que as forcas repulsivas geradas por suas cargas superficiais
(SINCERO e SINCERO, 2002). Essa condi¢do configura um cenéario de estabilidade no qual
as particulas repelem umas as outras, fazendo com que se mantenham suspensas e dispersas no
meio (TEH et al., 2016).

E neste contexto que sdo empregados, de forma conjunta ou sequencial, os agentes
coagulantes e floculantes. Enquanto os coagulantes atuam na desestabilizacdo das particulas
coloidais pela neutralizacdo de suas cargas superficiais, reduzindo as forcas repulsivas que
predominam no sistema, os floculantes favorecem o contato e a formacéo de ligacOes entre as
particulas ja desestabilizadas (GREGORY, 2006; RENAULT et al., 2009; TETTEH e
RATHILAL, 2020; FARD et al., 2021; KURNIAWAN et al., 2022), permitindo a formacao de
flocos mais facilmente sedimentaveis.

Nos esgotos sanitarios, a carga superficial dos coloides, também chamada de carga
priméria, tem carater geralmente negativo devido a influéncia do pH do meio sobre a
dissociacdo dos grupos funcionais polares que se encontram na superficie das particulas, como
aminas, hidroxilas e carboxilas (TEH et al., 2016; KURNIAWAN et al., 2022). A aplicagéo de
aditivos com cargas contrarias as cargas primarias € o fator condicionante da desestabilizacdo
do sistema (SINCERO e SINCERO, 2002). Esse processo pode acontecer por meio de quatro

mecanismos distintos: compressdo da dupla camada, adsor¢do e neutralizacdo de cargas,
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varredura ou adsor¢do e formacdo de ligacGes entre particulas (BARTIKO e JULIO, 2015;
AMRAN et al., 2018).

Todavia, a desestabilizacdo do sistema consiste apenas em uma fase intermediaria do
processo de coagulacdo-floculacdo, ndo resultando automaticamente na formacdo de flocos
(SINCERO e SINCERO, 2002). Para tal, € necessario que o agente floculante seja efetivamente
disperso no meio e sobre as particulas desestabilizadas (HYRYCZ et al., 2022). O floculante
se conecta as particulas, por meio de interacGes eletrostaticas, hidrofobicas ou pela formacéo
de ligacOes de hidrogénio (BOLTO e GREGORY, 2007; TEH et al., 2016), promovendo nédo
sO a dessorcdo das moléculas de agua previamente aderidas a superficie do coloide, mas
também auxiliando na aproximagcdo e aglomeracao das particulas (AMRAN, 2018; TETTEH e
RATHILAL, 2020).

Por apresentarem diferentes caracteristicas estruturais, grupos funcionais, propriedades
ibnicas, massas moleculares e mecanismos de acdo (WEI et al., 2018), os aditivos utilizados
como coagulantes e floculantes podem ser categorizados de diferentes formas. Uma das
possiveis classificacbes € acerca de sua natureza organica ou inorganica (KURNIAWAN et al.,
2020) (Figura 2). Os inorganicos compreendem os coagulantes de base metéalica e solGveis em
agua, como sulfato de aluminio, sulfato ferroso e cloreto de ferro, e os organicos englobam os
floculantes poliméricos, que podem ser subdivididos entre sintéticos, como polietilenoimina e
derivados de poliacrilamida, e naturais, incluindo aqueles sintetizados por animais, plantas e
microrganismos (GREGORY, 2006; LIU et al., 2016; AGUNBIADE et al., 2018).
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Figura 2 — Tipos de coagulantes e floculantes utilizados no tratamento de esgoto.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A eficiéncia da coagulacéo e da floculacdo depende de mdaltiplos parametros (FARD et
al., 2021), tais como a velocidade agitagdo que possibilita a dispersdo do floculante e seu
contato com as particulas, e o tempo de tratamento, que condicionam a formacédo dos flocos.
Quando em excesso, esses parametros podem resultar no rompimento dos aglomerados e
consequentemente, na diminuicdo na taxa de sedimentacdo, mas quando insuficientes, podem
aumentar o tempo necessario para formacao dos flocos (KURNIAWAN et al., 2020). A ndo
otimizacdo da concentracdo do aditivo a ser utilizada durante o tratamento pode resultar em
mecanismos de aglutinacdo ineficientes, na reversdo do estado de desestabilizacdo do sistema
ou até mesmo aumentar a viscosidade do lodo, deteriorando as condi¢fes de desaguamento
(WEI et al., 2018).

A performance dos aditivos também é afetada pelo pH do sistema devido a influéncia
exercida sobre a alteracdo das cargas superficiais das particulas, dificultando sua neutralizagdo
(ZHU et al., 2016). Ainda, a temperatura é fator decisivo, pois influencia na taxa de flocos
formados, bem como sua estabilidade e tamanho, além de condicionar os processos de
reestruturagdo em casos de rompimento (FITZPATRICK et al., 2004). Apesar de dependerem
de diferentes fatores, a efetividade, alta disponibilidade e o0s baixos custos dos aditivos
sintéticos e inorgénicos impulsionam sua comercializag&o e aplicacao.

Contudo, o uso dos coagulantes e floculantes comerciais ndo esta dissociado de

potenciais impactos ao ambiente e a saude. Além de resultar na geracdo de grandes quantidades
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de lodo toxico (DOTTO et al., 2019), demandando etapas adicionais de tratamento e reduzindo
possibilidades de aproveitamento e disposicéo final do residuo (IMRON et al., 2020), o uso de
sais inorganicos pode aumentar a concentracdo de ions metalicos na agua tratada, implicando
riscos decorrentes de seu consumo (RENAULT et al., 2009). Nesse contexto, o carater
neurotoxico do aluminio € frequentemente ressaltado, em especial com relacdo a intoxicacdo
cronica pelo consumo prolongado de 4gua contaminada com o metal, pratica que foi associada
ao desenvolvimento da doenca de Alzheimer (TOMLJENOVIC, 2011; EXLEY, 2017; MIRZA
etal., 2017).

Outros impactos negativos acerca dos aditivos empregados no tratamento de agua e
efluentes dizem respeito aos derivados de poliacrilamida, que compreendem extenso grupo de
floculantes comercialmente em uso. A decomposicao de poliacrilamida, por exemplo, € tida
como processo nocivo ao ambiente, pois libera mondmeros toxicos e de dificil
biodegradabilidade, considerados carcinogénicos e potencialmente danosos ao sistema nervoso
(ZHU et al., 2016; ZHAO et al., 2020; XIA et al., 2022).

Dessa forma, tendo em vista 0s riscos ambientais e em termos de salde publica
associados aos aditivos sintéticos e metalicos (XIA et al., 2022), os custos adicionais
decorrentes de seu uso devido a maior geracao de residuos toxicos que carecem de tratamento
(ZAVALA et al., 2016) e o aumento da demanda por tecnologias mais ambientalmente
adequadas (FARD et al., 2021), os floculantes e coagulantes de origem bioldgica tém ganhado
destague como possiveis alternativas dado seu carater biodegradavel, ndo toxico e pela ndo
geracdo de subprodutos tdxicos, possibilitando o aproveitamento do residuo em outras
atividades (LIU et al., 2010; GUO et al., 2015; ZHU et al., 2016; KURNIAWAN et al., 2020).

3.3. Biofloculantes: sintese e aplicacdes

Microrganismos secretam substancias na forma de metabdlitos primarios e secundarios
(SEYEDSAYAMDOST, 2019). Enquanto o0s metabdlitos primarios sdo sintetizados
ininterruptamente, pois estdo associados a processos essenciais, como crescimento e
reproducdo, os metabolitos secundarios estdo relacionados a vantagens adaptativas adquiridas
pelos individuos (PANDE e KOST, 2017; FOUILLAUD e DUFOSSE, 2022). Além dos
aspectos genéticos, a sintese de metabolitos secundarios € influenciada também por
caracteristicas ambientais. Nesse sentido, os metabdlitos podem ser produzidos em diferentes

contextos, como em resposta a aspectos nocivos do meio ou para auxiliar na prevencgéo da perda
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de agua, favorecer a comunicacgdo celular e facilitar a obtencdo de nutrientes (LIU et al., 2003;
VAN HAMME et al., 2006; SANTOS et al., 2018).

Em razdo de sua diversidade, baixa toxicidade e biodegradabilidade, os metabdlitos
secundarios se tornaram foco de pesquisa nas ultimas décadas (AYANGBENRO et al., 2019).
Como resultado, muitos j& foram identificados como tendo propriedades que possibilitam seus
usos como antibidticos, pigmentos, toxinas e/ou inibidores enziméaticos (FOUILLAUD e
DUFOSSE, 2022), com potencial de aplicabilidade em diferentes atividades e setores. No
tratamento de &guas residuarias, um dos metabolitos secundarios de destaque sdo 0s
biofloculantes, polimeros extracelulares liberados durante processos de lise celular ou
secretados diretamente por diferentes organismos, incluindo algas, fungos, leveduras e bactérias
(AGUNBIADE et al., 2022; ALIAS et al., 2022).

Ainda que na literatura a sintese de biofloculantes seja principalmente associada ao
crescimento celular, ocorrendo em fases distintas de acordo com o microrganismo produtor,
existem excegdes como a sintese independente da fase do crescimento (MORE et al., 2014).
Por exemplo, os biofloculantes produzidos por Serratia ficaria (GONG et al., 2008), Bacillus
spp. (GOUVEIA et al., 2019) e Pseudomonas sp. (FENG et al., 2022) apresentaram picos de
floculacdo nas fases iniciais do crescimento estacionario, permitindo afirmar que essas
moléculas foram originadas por biossintese e ndo por processos de autélise ou pela reducdo da
atividade enzimética. No entanto, a taxa de floculacdo do metabodlito sintetizado por
Chryseobacterium daeguense (LI1U et al., 2010) s apresentou elevada eficiéncia durante a fase
de morte celular, indicando a néo relacdo entre crescimento e eficiéncia do processo.

A neutralizacdo de cargas e a formacao de ligacdo entre particulas sdo os dois principais
mecanismos de acdo observados quando do uso dos biofloculantes (KURNIAWAN et al.,
2022). A neutralizacéo de cargas consiste no processo de adsorg¢éo entre coloide e biofloculante
de cargas superficiais contrarias, processo possibilitado pela hidrélise da molécula, formando
cations que se ligam as superficies das particulas, estabilizando-as; e a formacdo de ligacédo
entre particulas ocorre quando algumas partes do biofloculante, caracterizado por longa cadeia
polimérica, atua como uma ponte entre diferentes particulas dispersas no meio, formando
estruturas complexas (AMRAN et al., 2018; KOUL et al., 2022).

Os mecanismos de funcionamento dos biofloculantes estdo condicionados a
componentes estruturais e grupos funcionais presentes no polimero. Apesar de serem moléculas
extremamente diversas, carboidratos, proteinas, acidos nucléicos, lipidios e substancias
himicas sdo os principais constituintes reportados (MORE et al., 2014), bem como 0s grupos

funcionais aminas, carboxilas e hidroxilas (KURNIAWAN et al., 2020). Nos estudos recentes
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acerca das propriedades dos biofloculantes, a identificacdo de grupos funcionais a partir de
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) € o método mais
utilizado.

Atualmente, a aplicacdo dos biofloculantes ja se mostrou eficiente no tratamento de
diferentes tipos de residuos, como efluentes de mineracdo (FAJAR et al., 2020; LIU et al.,
2023) e esgotos sanitarios (TSILO et al., 2022; XIA et al., 2022), no tratamento de &gua para
abastecimento domestico (LI et al., 2009; NIE et al., 2021), na remocdo de metais
potencialmente toxicos (AYANGBENRO et al., 2019; TAWILA et al., 2019; HUA et al.,
2021), corantes (LI et al., 2014; ZHANG et al., 2015; CHEN et al., 2017) e na diminuicéo de
solidos suspensos (GUO et al., 2015; AHMAD et al., 2021).

Apesar dos avancos acerca do potencial biotecnologico dos biofloculantes, existem
limitacGes no seu uso comercial, principalmente com relacdo a producdo em escala, dados 0s
altos custos e os baixos rendimentos se comparados aos aditivos sintéticos e metalicos (LI1U et
al., 2016; ANG e MOHAMMAD, 2020). Dessa forma, estratégias como o isolamento de novas
cepas a partir de ambientes extremos, busca por substratos economicamente acessiveis,
otimizacdo das condicBes de cultivo, expansdo das areas de aplicacdo e o uso de engenharia
genética para a obtengdo cepas mais eficientes vém sendo explorados a fim de melhorar o custo-
beneficio da producéo dos biofloculantes e tornd-los economicamente competitivos frente aos
aditivos comercialmente consolidados (LIU et al., 2010; SALEHIZADEH e YAN, 2014; LIU
etal., 2016).

3.4. Isolamento de microrganismos de interesse biotecnolégico

O isolamento de novos microrganismos produtores de biofloculantes ¢ uma das
estratégias adotadas para aumentar a competitividade dos aditivos naturais frente as alternativas
de natureza quimica e sintética. O objetivo dessa abordagem € a identificacdo de individuos que
apresentem alta atividade e sejam capazes de sintetizar biofloculantes eficientes, estaveis e ndo
toxicos a partir do uso de substratos de baixo custo (GIRI et al., 2015). Ainda que a maior parte
das pesquisas sobre o tema estejam orientadas para producgéo de biofloculantes usando culturas
puras, eficiéncia igual ou superior pode ser atingida a partir do uso de consoércio de
microrganismos (REBAH et al., 2018).

Neste contexto, o estudo dos extremofilos se consolidou como campo promissor na
identificacdo de novos bioprocessos e aplicacfes (BABU et al., 2015). Extremdfilos séo

microrganismos evolutivamente adaptados para sobreviver em ambientes cujas caracteristicas
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fisico-quimicas séo limitantes ou letais para a maioria dos organismos vivos, tais como altas ou
baixas temperaturas, condi¢fes de acidez ou alcalinidade, exposicdo a elevados indices de
radiacdo, escassez de agua e nutrientes, alta salinidade e até mesmo a presenca de elementos
toxicos (URBIETA et al., 2015; BASAK et al., 2020).

Existem diferentes categorias de extremdfilos em funcéo das condigdes as quais estdo
adaptados para sobreviver. De acordo com a forma como respondem a essas condigdes, 0s
extremofilos podem ainda ser distinguidos entre aqueles que necessitam de uma ou mais
condicdes extremas para viabilizar seu crescimento, e aqueles que apesar de tolerarem a
exposicdo a essas condigdes, apresentam crescimento 6timo em circunstancias tidas como
normais (SALWAN e SHARMA, 2020).

Em razdo das caracteristicas extremas dos meios que colonizam, esses microrganismos
desenvolveram mecanismos e estratégias para se manterem metabolicamente ativos, tornando-
os fisiologicamente diversos e como fontes de compostos bioativos altamente especializados,
estaveis e com propriedades Unicas (SCHULTZ e ROSADO, 2019; SAYED et al., 2020).
Ainda, a elevada capacidade de adaptacdo desses individuos permite com que eles tenham
melhor eficiéncia quando comparados a outros microrganismos submetidos a condi¢bes
extremas (SALWAN e SHARMA, 2020).

Um exemplo dessa diferenca é a aplicacdo de enzimas como biocatalisadoras. Ainda
que as enzimas sintetizadas por microrganismos ndo-extremofilos possam ser eficientemente
utilizadas com essa finalidade em processos industriais, ndo raro apresentam baixa estabilidade
guando submetidas a altas temperaturas e condicdes extremas de pH. Contudo, quando
provenientes de extremofilos, essas enzimas, também chamadas extremoenzimas, ndo s
apresentam elevada estabilidade quando submetidas a esses mesmos fatores, mas também na
presenca de solventes organicos, metais potencialmente téxicos e quando submetidas a ataques
proteoliticos (CABRERA e BLAMEY, 2018).

Nas ultimas décadas, diferentes estudos se propuseram a investigar a presenca de
microrganismos extremofilos nos mais diversos ambientes, identificando novas espécies e
biomoléculas (VIJAY et al., 2018; WOLELLA e TILAHUN, 2020; BERMANEC et al., 2021;
YANEZ-YAZLLE et al., 2021). Esses individuos foram identificados em ambientes naturais,
como geleiras, vulcdes, lagos salinos, fontes termais, desertos e até mesmo em areas
contaminadas, mas também em ambientes artificiais, como é o caso dos painéis fotovoltaicos.
Nestes, a diversidade microbioldgica foi apontada como similar a observada em locais nos quais
a disponibilidade de &agua, temperatura e a exposicdo a radiacdo sdo fatores limitantes
(DORADO-MORALES et al., 2016; MOURA et al., 2021).
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Considerando o potencial biotecnolédgico dos extremofilos e visando a investigacao de
possiveis aplicacdes para os metabolitos sintetizados por esses microrganismos, Moura et al.,
(2021) isolaram quinze cepas de painéis fotovoltaicos instalados nos municipios de Sorocaba e
Itatiba, ambos localizados no estado de S&o Paulo. As bactérias foram cultivadas em meio
propicio para seu crescimento, identificadas e adicionadas a colegdo de microrganismos do
Laboratdério de Microbiologia Aplicada da Universidade Federal de Sdo Carlos (LMA —
UFSCar).

No contexto deste estudo, quatro das cepas isoladas dos painéis fotovoltaicos,
identificadas como Kocuria sp., Psychrobacter sp., Serratia nematodiphila e Sphingomonas
paucimobilis, foram selecionadas para avaliacdo da capacidade de sintese de biofloculantes
visando sua aplicacdo no condicionamento do lodo de esgoto. A selecdo destas bactérias como
foco de analise foi motivada pela escassa producédo cientifica quanto a investigacdo de seus
potenciais floculantes.

A espécie S. nematodiphila foi isolada pela primeira vez por Zhang et al., (2009) a partir
de intestino do nematoide Heterorhabditidoides chongmingensis, sendo identificada como
aerobia, gram-negativa, de formato bacilar, coloracdo avermelhada e dotada de um dnico
flagelo para permitir sua mobilidade. Investigada na agricultura devido a sua acgdo
antimicrobiana (KHOA et al., 2016; FIRDU et al., 2022) e pela capacidade de colonizar raizes
de plantas, favorecendo o crescimento vegetal (KHANG et al., 2015; JAGTAP et al., 2023), a
espécie também foi utilizada em estudos voltados a biossintese de nanoparticulas
(MALARKODI et al., 2013). S. nematodiphila também foi identificada como capaz de produzir
biossurfactantes, outra categoria de metabdlito secundario com propriedades emulsificantes e
antimicrobianas (PANJIAR et al., 2020).

Apesar de o isolamento de S. nematodiphila a partir de ambientes extremos ainda nédo
ter sido amplamente reportado na literatura cientifica, Serratia spp. isoladas na Antartica foram
apontadas como resistentes a baixas temperaturas e a exposic¢do a UV-C (MONSALVES et al.,
2020). Especificamente sobre a espécie em anélise neste estudo, ainda que seu crescimento
Otimo ocorra em faixa de temperatura entre 30 e 37°C (ZHANG et al., 2009), nos estudos
conduzidos por Khang et al., (2015), a bactéria apresentou crescimento satisfatdrio a 5°C.

As bactérias da espécie S. paucimobilis sdo descritas como de formato bacilar, gram-
negativas e aerobias e sdo conhecidas como um agente infeccioso (RYAN e ADLEY, 2010;
BEAINO et al., 2018). A capacidade de colonizar ndo s6 ambientes naturais, mas também
instrumentos hospitalares, como respiradores e equipamentos de dialise, faz com que esse

microrganismo seja visto como um risco especialmente para pessoas portadoras de doencas
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cronicas. Nesse contexto, a espécie ja foi relacionada a diferentes tipos de infecgdes, como
sepse, endoftalmite, embolia pulmonar séptica e até mesmo meningite (GOKER et al., 2017).

Todavia, a patogenicidade de S. paucimobilis ndo é entrave para a investigacdo e
aplicacdo de seus metabdlitos em processos biotecnologicos. Nicolaus et al., (2010) ressaltam
que em escala industrial, produtos de origem microbioldgica ja consolidados, como as gomas
xantana, dextrana, gelana e curdlana, sao sintetizadas por espécies dos géneros Xanthomonas,
Leuconostoc, Pseudomonas e Alcaligenes, respectivamente, tidas como patdgenas. Nas ultimas
décadas, foram atribuidos a alguns metabdlitos de S. paucimobilis, propriedades emulsificantes,
sendo capazes de emulsionar diferentes 6leos e hidrocarbonetos (ASHTAPUTRE e SHAH,
1995); floculantes, com alta eficiéncia quando aplicado a suspensdo caulim e na remocéo de
corantes em efluentes (SANAYEI et al., 2010) e; gelificantes, pela producdo de goma gelana,
muito utilizada na inddstria farmacéutica e alimenticia devido sua elevada resisténcia a acidez
e ao calor (PRAJAPATI et al., 2013).

O género Psychrobacter compreende diferentes espécies de bactérias gram-negativas,
estritamente aerobias, de formato esférico ou bacilar e incapazes de se mover livremente,
isoladas a partir dos mais diferentes ambientes, incluindo oceanos, geleiras, solos e sedimentos
(BOWMAN, 2006). Apesar de comuns nesses ambientes, Psychrobacter spp. ja foram
encontradas em aerossois de fezes de pombos (KAMPFER et al., 2002), em pulmdes de ovelhas
(VELA et al., 2003) e em sangue humano (WIRTH et al., 2012). Em alguns casos, dadas
espécies apresentam patogenicidade; por exemplo, Psychrobacter arenosus e Psychrobacter
sanguinis foram apontadas como causadoras de bacteremia e meningite, respectivamente, em
ambiente hospitalar (CASPAR et al., 2013; LE GUERN et al., 2014) e Psychrobacter
glacincola foi associada a infeccdo e mortalidade de peixes da espécie Rhabdosargus haffara
(EL-SAYED et al., 2023).

As Psychrobacter spp. ndo s6 séo reportadas por sua adaptacao as baixas temperaturas
e altas pressdes (STALOCH et al., 2022), mas também por suportarem exposicao a elevadas
concentragOes de sais (CIOK e DZIEWIT, 2018). Tais caracteristicas impulsionam os estudos
acerca dessas espécies, de forma que algumas ja foram identificadas como produtoras de
enzimas de relevante interesse biotecnolégico (LINEHAN et al., 2021; STALOCH et al.,
2022), pigmentos (ROMANENKQO et al., 2009), resistentes a presenca de determinados metais
potencialmente toxicos (LASEK et al., 2017), eficientes em processos de biorremediacao
(ABD-ELNABY et al., 2016), além de serem consideradas cepas modelo na investigacdo de
bactérias adaptadas a condic6es extremas (CIOK e DZIEWIT, 2018)
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As bactérias do género Kocuria séo descritas como sendo de formato esférico, incapazes
de movimentagdo livre, gram-positivas e em sua maioria, aerébias (PARK et al., 2010).
Podendo ser resistentes a acdo de antimicrobianos (RAMOS et al., 2021), colonizam as
mucosas e a pele de animais, bem como equipamentos hospitalares, causando diferentes tipos
de infeccdo e tornando-se um risco para pessoas com sistema imunoldgico debilitado (PURTY
etal., 2013; MOREIRA et al., 2015). Em ambientes naturais, condi¢do na qual geralmente néo
caracterizam riscos a saude (KANDI et al., 2016), podem ser isoladas a partir de sedimentos e
solos, inclusive quando contaminados com metais potencialmente toxicos, além de ambientes
aquaticos, salinos, desérticos, e em quais a exposicao a baixas temperaturas, escassez de dgua
e elevados indices de radiagdo ionizante sdo as condi¢des limitantes (SAVINI et al., 2010;
TIMKINA et al., 2022).

Em termos de aplicacdo, Timkina et al., (2022) destacam que algumas espécies do
género ainda sdo subaproveitadas, como K. marina e K. varians. Ainda assim, Kocuria spp. ja
foram apontadas como produtoras de biossurfactantes e pigmentos (AKBARI et al., 2021;
LOPEZ et al., 2022), fontes de enzimas de interesse para a industria alimenticia (RAMOS et
al., 2021) e como capazes de promover o crescimento vegetal em condicGes extremas (AFRIDI
et al., 2021). Recentemente, atividade floculante foi verificada em algumas espécies de
Kocuria, possibilitando a remocao de corantes em efluentes, além de seu potencial aplicacdo
em processos de biorremediacdo (CHEN et al., 2017; CHOUCHANE et al., 2018).

3.4.1. Influéncia das condicGes de cultivo sobre a sintese de biofloculantes

Em laboratdrio, as condigdes de cultivo influenciam diretamente na producdo de
biofloculantes e por isso, varidveis como tamanho do in6culo, pH, fontes de carbono e
nitrogénio e temperatura precisam ser otimizados (SALEHIZADEH e SHOJAOSADATI,
2001).

Durante a fermentacdo, o tamanho do inoculo desempenha papel-chave a medida em
que menores valores podem prolongar a fase estacionaria de crescimento dos microrganismos,
enquanto maiores valores podem inibir a producdo de metabolitos secundarios devido a
escassez de nutrientes (AWOLUSI et al., 2020). Por exemplo, quando avaliada a eficiéncia de
biofloculante secretado por Bacillus salmalaya, o uso de 5% (v/v) de inoculo resultou em
atividade floculante de 83,6% quando aplicado em suspensdo caulim, mas a aplicacdo de
indculos de 0,1% (v/v) e 10% (v/v) resultaram em menores indices, de 53,2% e 72,4%,
respectivamente (TAWILA et al., 2018).
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A correlagdo entre a producdo de biofloculantes e a fase do crescimento bacteriano é
aspecto comumente investigado, dado que o momento no qual ocorre a sintese dessas
biomoléculas varia entre as espécies. Nesse sentido, enquanto foi observado aumento na
producdo de biofloculantes por Microbacterium esteraromaticum nas primeiras 8 horas de
fermentacdo (LIU et al., 2016), a producéo de biofloculantes por Chryseobacterium daeguense
foi verificada apenas ap6s 54 horas de fermentacdo (LIU et al., 2010). Essa diferenca é
indicativa de que o biofloculante de M. esteraromaticum é sintetizado ao longo do crescimento
bacteriano, mas o de C. daeguense tem origem intracelular e sua concentracéo s6 é aumentada
a partir do rompimento das células durante a fase de morte celular.

As condicdes ideais de temperatura e pH também variam entre as espécies. Para Bacillus
licheniformis, o estabelecimento de temperatura em 37 °C e pH igual a 7 resultou na melhor
eficiéncia de atividade floculante quando submetido a suspensdo caulim, atingindo 98,5% (LI
et al., 2009). Para Streptomyces platenis, no entanto, a maior eficiéncia foi observada a partir
de temperatura igual a 50 °C e pH igual a 7,0, resultando em atividade floculante de 90%
(AGUNBIADE et al., 2018).

O tipo e a quantidade das fontes de Carbono e Nitrogénio também foram associados a
producdo de biofloculantes a medida em que exercem influéncias sobre o crescimento
microbioldgico e a producao de enzimas, proteinas e acidos nucleicos (AWOLUSI et al., 2020).
Chen et al., (2017) compararam a influéncia de diferentes concentragdes de glicose, sacarose,
frutose, amido, glicerol, lactose e citrato de sédio como fontes de Carbono para viabilizar a
producdo de biofloculante sintetizado por Alteromonas sp., bem como extrato de levedura,
triptona, extrato de carne, farinha de soja, farinha de trigo, ureia, NaNO3z e NH4CI como fontes
inorganicas e organicas de Nitrogénio. A combinacdo de 30 g/L de glicose e 1,5 g/L de farinha
de trigo foi associada a condigdo 6tima para a obtengdo da biomolécula.

O uso de ions metalicos em conjunto com os biofloculantes é recorrentemente reportado
na literatura. Cétions divalentes, como Ni%*, Mn?*, Ba®*, Cu?*, Fe?* e Ca?* (NI et al., 2011),
favorecem a floculagdo ao neutralizar e estabilizar as cargas residuais negativas dos grupos
funcionais dos biofloculantes, permitindo a formacdo de ligacGes entre os polimeros e as
particulas suspensas no meio (HIGGINS e NOVAK, 1997; YIM et al., 2007). Ainda, os cations
aumentam a capacidade de adsorcdo dos biofloculantes as superficies dos solidos ao
minimizarem as cargas negativas tanto dos polimeros quanto das particulas (AGUNBIADE et
al., 2018). Os efeitos positivos da adi¢do de cations sdo ressaltados por Awolusi et al., (2020),

ao ressaltarem, por exemplo, que quando aplicados a suspensdo caulim, a presenca desses
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aditivos resultou na formagéo de flocos com maiores dimensdes e, consequentemente, na
melhoria da taxa de sedimentacédo das particulas.

Apesar das vantagens decorrentes do uso de ions metalicos, a adicdo de ions metéalicos,
além de representar custos adicionais, também pode ser fonte de poluicdo secundaria, aspecto
que motiva a busca por cepas produtoras de moléculas cuja eficiéncia seja independente do uso
destes aditivos (LIU et al.,, 2016). Enterobacter gergoviae (TANG et al., 2014),
Microbacterium esteraromaticum (LIU et al., 2016) e Bacillus megaterium (PU et al., 2020)
sdo algumas espécies ja destacadas como cation-independentes. Ainda, quando adicionados
durante a fermentagdo, determinadas espécies metélicas podem ter efeito inibitorio sobre a
sintese de biofloculantes. Sousa et al., (1992), por exemplo, observaram que a adi¢do de Ca®*,
Co?*, Sr¥*, Mg®*, Mn?** e AI®* favoreceu a producio de biofloculantes produzidos por
Kluyveromyces marxianus. No entanto, eficiéncias reduzidas foram obtidas quando Fe?* e Sn?*

foram utilizados.
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4 MATERIAIS E METODOS

As etapas e procedimentos experimentais adotados ao longo desta pesquisa séo

apresentados no fluxograma da Figura 3.

Figura 3 — Fluxograma simplificado do percurso experimental adotado.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.1. Isolamento e identificacdo de microrganismos

A determinacdo da atividade floculante de bactérias foi realizada com quatro espécies
previamente isoladas de painéis fotovoltaicos em estudo conduzido por Moura et al., (2021).
Apobs identificadas a partir da analise de sequenciamento do gene 16S rRNA, as bactérias foram
adicionadas a colecdo de microrganismos do Laboratorio de Microbiologia Aplicada da
Universidade Federal de Sdo Carlos — Campus Sorocaba.

As bactérias das espécies Sphingomonas paucimobilis, Kocuria sp., Serratia
nematodiphila e Psychrobacter sp. foram isoladas a partir de dois painéis fotovoltaicos
instalados nos municipios de Sorocaba (-23°28°55” S, -47°22°19.9” W) e Itatiba (-22°59°36.3”

S, -46°50°48” W). O painel instalado em Sorocaba estava em operacdo ha dois anos no
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momento da amostragem e nunca havia sido limpo, enquanto o painel de Itatiba estava em
funcionamento h&a um ano e foi limpo seis meses antes da data de coleta.

A amostragem foi realizada com base nos procedimentos de Dorado-Morales et al.,
(2016) e Porcar et al., (2018). A superficie dos painéis foi esfregada utilizando gaze umidificada
com solucdo tampdo fosfato-salina estéril com pH = 7,6. A poeira retirada dos painéis foi
armazenada em frasco de vido contendo 150 mL de solugdo tampéo fosfato-salina estéril e
transferida para laboratorio. As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 30 minutos,
0 sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 5 mL de solucdo tampao
fosfato-salina estéril.

O isolamento foi feito por semeadura de espalhamento ao inocular 100 pL da suspensao
em placas de Petri contendo Luria Bertani Agar e R2A Agar. As placas foram mantidas a
temperatura ambiente e incubadas nas temperaturas de 3°C, 35°C e 50°C até que colbnias

pudessem ser observadas.

4.2. Condicdes de cultivo e preparo dos indculos

O preparo dos inéculos foi realizado de acordo com procedimento descrito por
Agunbiade et al., (2018) com adaptacGes. Com auxilio de alca de inoculagdo (10 uL), os
isolados foram transferidos das placas de Petri para frascos e Erlenmeyer de 500 mL contendo
150 mL de meio de triagem composto por (g/L): glicose (2,0), ureia (0,5), extrato de levedura
(0,5), (NH4)2S04 (0,2), NaCl (0,1), MgS04.7H20 (0,2), K2HPO4 (5,0) e KH2PO4 (2,0).

As culturas foram mantidas em incubadora Solab SL 223 a 30°C sob agitacdo de 150
rpm durante 48 horas. O método da absorbancia adotado por Kurniawan et al., (2021) foi
utilizado para padronizacdo dos indculos. Dessa forma, o caldo de fermentacédo foi diluido em
solugdo salina (0,9%) até atingir absorbancia (DOeoo) igual a 1 e foi utilizado como in6culo
padronizado nos ensaios subsequentes.

Em frascos de Erlenmeyer de 500 mL, foram adicionados 30 mL de inoculo e 270 mL
de meio de producdo composto por (g/L): glicose (10,0), peptona (1,0), MgSO4.7H.0 (0,3),
K2HPO4 (5,0) e KH2PO4 (2,0). O pH foi ajustado para 7,0 utilizando NaOH e HCI 0,1 M. As
culturas foram novamente transferidas para incubadora a 150 rpm e 30 °C durante 120 horas.
Aliquotas de 6 mL foram coletadas a cada 24 horas a fim de verificar o potencial floculante,
conforme procedimento descrito por Nwodo et al., (2012). As aliquotas foram transferidas para

tubos Falcon de 15 mL e centrifugadas (Eppendorf 5430R) a 10.000 rpm durante 15 minutos
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para separar sobrenadante e biomassa. Os sobrenadantes foram utilizados para a analise do

potencial floculante das cepas.

4.3. Determinacao da atividade floculante

A determinacdo do potencial floculante das bactérias foi analisado de acordo com
procedimento descrito por Mu et al., (2018), utilizando suspensdo de silicato de aluminio,
também conhecido como caulim. O caulim micronizado (Apéndice B) € amplamente utilizado
em estudos de floculacdo como material teste, pois quando em suspensao, permite simular um
sistema coloidal. Em béquer de 1 Litro, 4 g de caulim foram homogeneizados com 1 Litro de
agua destilada. Antes do uso, a suspensdo foi homogeneizada e mantida em repouso durante 10
minutos para sedimentacdo natural das particulas mais densas.

Em frasco de Erlenmeyer de 125 mL, foram adicionados 2,5 mL de CaCl; (10 g/L), 1
mL do sobrenadante livre de células e 46,5 mL de suspensdo caulim (4 g/L). O frasco foi
transferido para incubadora e submetido a agitacdo de 180 rpm por 1 minuto, seguido de
agitacdo de 60 rpm por 2 minutos. A suspensdo foi mantida em repouso durante 5 minutos e,
em seguida, 3 mL da camada clarificada foram coletados para analise de absorbancia (DOsso)
em espectrofotdmetro UV-Vis Hach DR 5000. Como amostra controle, o procedimento foi
repetido utilizando &gua destilada no lugar do sobrenadante. A atividade floculante foi

calculada a partir da Equacéo (1).

AF =2 % 100% 1)

Em que: A é a medida da absorbancia da amostra controle e B é a medida da absorbancia da
amostra de interesse. Os resultados das atividades floculantes foram comparados e a espécie

que apresentou a maior eficiéncia foi selecionada para as etapas subsequentes.

4.4. Influéncia das condicGes de cultivo sobre a atividade floculante

A fim de avaliar a influéncia das condigdes de cultivo sobre a atividade floculante e
crescimento bacteriano, foi elaborado a partir do software Minitab Statistical (20.3.0), um
planejamento experimental por Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) com trés

fatores (pH inicial do meio, temperatura e tamanho do indculo), cada um com dois niveis,
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caracterizando um design fatorial 23 com 6 pontos axiais e 3 pontos centrais, totalizando 17
experimentos (Tabela 1). Dada a escassez de informacgdes prévias acerca dos efeitos dos
parametros avaliados sobre a producéo do biofloculante da espécie investigada, bem como a
influéncia dessas condi¢des de cultivo sobre a capacidade de floculacdo da molécula, os niveis
adotados foram definidos de forma a constituir um intervalo abrangente de analise. Dessa
forma, foram definidos no planejamento experimental, os niveis de pH entre 4,0 e 10,0, de

temperatura entre 15°C e 45°C e de tamanho de inoculo, entre 5% e 15%.

Tabela 1 — Quadro de ensaios determinados a partir do Delineamento Composto Central
Rotacional: valores codificados e decodificados.

Variaveis codificadas Variaveis decodificadas
Ensaios Temperatura In6culo
pH  Temperatura Inéculo | pH
(°C) (%)

1 -1 -1 -1 4 15 5
2 1 -1 -1 10 15 )
3 -1 1 -1 4 45 5
4 1 1 -1 10 45 5
5 -1 -1 1 4 15 15
6 1 -1 1 10 15 15
7 -1 1 1 4 45 15
8 1 1 1 10 45 15
9 -1,681 0 0 1,95 30 10
10 1,681 0 0 12,05 30 10
11 0 -1,681 0 7 4,77 10
12 0 1,681 0 7 55,23 10
13 0 0 -1,681 7 30 1,59
14 0 0 1,681 7 30 18,41
15 0 0 0 7 30 10
16 0 0 0 7 30 10
17 0 0 0 7 30 10

Fonte: Elaborada pela autora.
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4.5. Extracgéo e rendimento do biofloculante

A extracdo do biofloculante foi realizada de acordo com o procedimento modificado
descrito por Xia et al., (2022). Ap6s 48 horas de incubacdo, o caldo do cultivo foi coletado e
centrifugado a 7.000 rpm e 4°C por 15 minutos para separagdo entre sobrenadante e biomassa
celular. O sobrenadante foi misturado com alcool etilico absoluto (C2HeO) a 4°C em uma
propor¢do de 1:2 (v/v) e foi mantido a -15°C durante 16 horas para precipitagdo do
biofloculante. O precipitado foi separado do sobrenadante apos ser centrifugado a 7.000 rpm e
4°C por 15 minutos e lavado uma vez com alcool etilico. A suspensao foi vertida em cadinho e
levado a estufa para secar a 45°C durante 24 horas. Apos esse periodo, o biofloculante extraido
foi triturado com auxilio de um pistilo. O p6 foi armazenado para utilizacdo nos ensaios e
caracterizagdes subsequentes. O rendimento do biofloculante foi calculado por balango de
massa, considerando o volume total de sobrenadante utilizado durante o processo de extracao

e a massa do biofloculante obtida apds secagem.

4.6. Validacao das condicdes de otimizagao

Para validagéo das condicOes otimizadas obtidas a partir das respostas do DCCR, novo
cultivo foi realizado estabelecendo pH inicial do meio igual a 12, temperatura de incubacéo
igual 23,2°C e tamanho do indculo fixado em 5%. Apds 48 horas de incubacéo, o biofloculante
foi extraido e secado conforme procedimento descrito no tépico 4.5. O biofloculante em p6 foi
solubilizado em &gua destilada nas concentragdes de 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL e 0,4 mg/mL e
aplicados em suspensdo caulim a fim de verificar a relacdo entre a concentracdo e a eficiéncia
da floculacdo. Os ensaios de floculacdo foram realizados em suspensdo caulim conforme
procedimento descrito no item 4.3, substituindo o sobrenadante do caldo de cultivo pelo
biofloculante extraido. A concentracdo associada a maior eficiéncia de atividade floculante foi

utilizada nos testes de floculagédo do lodo de esgoto.

4.7. Caracterizacao do biofloculante

O biofloculante extraido foi caracterizado quanto ao contetido de proteinas totais a partir
do método de Bradford, utilizando Albumina de Soro Bovino (BSA) como padrdo
(BRADFORD, 1976). A andlise foi realizada no Laboratério de Biomarcadores da
Universidade Federal de Sdo Carlos, utilizando o espectrofotdmetro Synergy HTX em um

comprimento de onda de 595 nm. O contetdo de carboidratos foi determinado a partir do
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método fenol-&cido sulfurico, utilizando glicose como padrdo (CHAPLIN e KENNEDY, 2003).
A andlise foi realizada utilizando o espectrofotémetro UV-Vis Hach DR 5000 em um
comprimento de onda de 490 nm. A quantificacdo de acUcares redutores totais foi feita a partir
do método &cido dinitro-3,5-salicilico (DNS) (MILLER, 1959). A determinac&o dos lipidios foi
feita a partir do método Bligh-Dyer (1959).

Espectroscopia de Infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) foi utilizada na
identificacdo dos grupos funcionais presentes no biofloculante e foi realizada no Laboratorio
de Plasmas Tecnologicos da Universidade Estadual de Sdo Paulo — Campus Sorocaba,
utilizando o espectrémetro Agilent, modelo Cary 630 FTIR, com um cristal de diamante e
acessorio de refletancia total atenuada (ATR). A anélise espectral foi realizada na faixa de
nimero de ondas de 400 a 4.000 cm? (KIRAN et al., 2009; SHARMA et al., 2014). O
biofloculante ainda foi submetido a analise quimica dos elementos e de morfologia superficial

a partir do uso de Microscopio Eletrénico de Varredura JEOL — JSM 610.

4.8. Analises no lodo do esgoto
4.8.1. Coleta e caracterizacdo do lodo do esgoto

Amostras de lodo aerébio provenientes da linha de recirculagdo de decantador
secundario e amostras de lodo anaerdbio provenientes de reator anaerébio de fluxo ascendente
foram coletadas em uma Estacdo de Tratamento de Esgotos localizada em um municipio no
interior de Sdo Paulo, transportadas para laboratorio e armazenadas sob refrigeracdo a 4°C.

O pH das amostras foi determinado com auxilio de um pHmetro de bancada (LUCA-
210). As concentracdes de sélidos totais, sélidos fixos, solidos volateis e sélidos sedimentaveis
foram determinadas de acordo com o método 2540 G (APHA, 2005). A caracterizacdo dos
contetdos de carboidratos e proteinas nas SPE foi realizada pelo método de fenol-acido-
sulfurico utilizando glicose como padrdo (CHAPLIN e KENNEDY, 1994) e pelo método de
Bradford utilizando BSA como padrdo (BRADFORD, 1976), respectivamente. O teor de
umidade foi determinado a partir da diferenca de massa apds secar as amostras em estufa
durante 24 horas a 105°C (CHERIFI e ZIATI, 2009).

As camadas das SPE no lodo foram extraidas conforme procedimento adaptado de Zhou
et al., (2014). Em tubo Falcon, 40 mL de lodo foram centrifugados a 2000 rpm durante 15
minutos. O sobrenadante obtido foi classificado como camada limosa. Os pellets foram lavados
duas vezes com solucdo de NaCl 0,05% (m/m) e foram ressuspendidos para seu volume
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original. A amostra foi submetida a banho de ultrassom por 2 minutos e em seguida, disposta
em shaker Solab SL 223 a 180 rpm e 28°C durante 10 minutos. A amostra foi novamente
submetida a ultrassom por 2 minutos, sendo obtida a camada fracamente ligada apds
centrifugacdo do sobrenadante a 7000 rpm por 15 minutos. Os pellets foram novamente
ressuspendidos para seu volume original com NaCl 0,05% e levados a shaker a 180 rpm e 28°C
durante 10 minutos. A amostra foi aquecida em banho maria a 70°C durante 30 minutos. Por
fim, a amostra foi centrifugada a 10.000 rpm durante 20 minutos e o sobrenadante classificado
como camada fortemente ligada. Todas as fracdes foram filtradas com membrana de acetato de
celulose de 0,45 um para remocéo de particulas e metabdlitos de baixa massa molecular que
pudessem estar presente nos materiais extraidos.

Por fim, as amostras de lodo ndo condicionadas foram avaliadas quanto ao potencial de
desaguamento a partir da avaliacdo do Tempo de Filtracdo. De acordo com os procedimentos
descritos por Wong et al., (2016). Em Funil de Bichner contendo papel filtro (Whatman
namero 1), foram adicionados 30 mL. O sistema foi mantido sob acdo da gravidade durante 2
minutos. Em seguida, a amostra foi submetida a pressao constante de 50 kPa com uso de bomba
a vacuo (Prismatec 131). O Tempo de Filtracdo foi caracterizado pela determinacdo do tempo
necessario para filtrar 15 mL da amostra. Considerando as limitacfes do processo de filtracdo
de amostras de lodo ndo condicionadas, o tempo limite do ensaio sera de 30 minutos.

4.8.2. Ensaios de floculacdo no lodo de esgoto

As amostras de lodo foram submetidas a ensaios de floculagao utilizando o biofloculante
conforme procedimento descrito por Tsilo et al., (2022). Inicialmente, as amostras de lodo
foram diluidas com &gua destilada na proporcdo de 1:4 (v/v) para possibilitar a leitura no
espectrofotdbmetro. Em frasco de Erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 46,5 mL de lodo,
2,5 mL de CaCl; e 1 mL de biofloculante em concentracdo determinada conforme descrito no
item 3.6. A suspensao foi inicialmente agitada a 180 rpm durante 1 minuto, seguida por agitacéo
a 60 rpm durante 2 minutos e mantida em repouso durante 5 minutos antes de ser submetida a
andlise de absorbancia (DOsso) da camada clarificada. O célculo da atividade floculante foi
realizado conforme Equacéo (1) descrita no item 3.2. O ensaio foi repetido utilizando somente
lodo, sem qualquer presenca de aditivos, e 0 sobrenadante foi utilizado como condi¢éo controle.
Por fim, para estabelecer comparativo entre eficiéncia do biofloculante e floculante comercial,

0 ensaio foi repetido substituindo CaCl. e o biofloculante pelo floculante Praestol 851 BC,
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caracterizado como polimero catidnico, atualmente utilizado na Estacdo de Tratamento de

Esgotos na qual foram coletadas as amostras do lodo.
4.9. Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e foram submetidos a Analise de
Variancia (ANOVA) paramétrica, utilizando o software Minitab Statistical Software verséo
20.3, adotando o intervalo de confianca de 95%. Antes de serem submetidos 8 ANOVA, todos
os dados foram verificados quanto a distribuicdo normal e a homogeneidade de variancia
usando Teste de Levene. Os dados sdo apresentados como média das medidas individuais +

desvio padréo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Determinacgéo da atividade floculante

A analise da sintese de metabolitos por Sphingomonas paucimobilis, Serratia
nematodiphila, Kocuria sp. e Psychrobacter sp. durante 120 horas de incubacdo indicou que
todas as espécies bacterianas apresentaram atividade floculante quando aplicadas a suspenséo
caulim (Apéndice C). No entanto, a eficiéncia dos biofloculantes variou entre as espécies ao

longo do tempo (Figura 4).

Figura 4 — Comparativo da atividade floculante da Sphingomonas paucimobilis, Serratia
nematodiphila, Kocuria sp. e Psychrobacter sp. em funcdo do tempo de incubacao.
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Diferentes letras representam diferencas significativas quanto a atividade floculante (p < 0,05) dentro
de cada um dos intervalos de tempo analisados. Fonte: Elaborada pela autora.

Durante o cultivo da Sphingomonas paucimobilis foi observado um aumento da
eficiéncia do biofloculante nas primeiras 24 horas, variando de 38,74% para 60,32%, sendo este
0 pico de eficiéncia para esta bactéria sob condi¢cdes ndo otimizadas de cultivo. Apos esse
periodo, foi observada reducdo acentuada na eficiéncia, atingindo 12,81% no tempo de 48
horas, ndo tendo sido verificadas diferencas significativas entre as eficiéncias até o final do
ensaio (p > 0,05).
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O cultivo da Serratia nematodiphila foi marcado pelo aumento da eficiéncia de
floculagdo nas primeiras 24 horas, variando de 25,24% para 32,23%. O pico de atividade
floculante foi as 48 horas, com floculacdo de 39,91%. Nao foram verificadas diferencas
significativas (p > 0,05) entre as eficiéncias observadas até o final do periodo de incubacéo.
Nesse sentido, Serratia nematodiphila se destaca, pois foi a Unica espécie a manter indice de
floculagdo acima de 30% até o fim das 120 horas de incubag&o, o que néo foi verificado para
as outras cepas cujas eficiéncias, ao final do processo, estabilizaram na faixa de 14%.

A variacgdo da atividade floculante da Kocuria sp. foi marcada por oscilacdes. Até 48
horas, a eficiéncia do biofloculante se manteve sem grandes variac@es, atingindo valor médio
de 34,00%. Foi verificada reducao na eficiéncia no periodo de 72 horas, mantendo valor médio
de 20,53% até 96 horas. O término da analise no tempo de 120 horas foi caracterizado por mais
uma reducdo na eficiéncia, atingindo valor final de 13,53%. Diferentemente das demais cepas,
a atividade floculante da Kocuria sp. ndo foi marcada por qualquer pico distinto de eficiéncia.

Para a Psychrobacter sp., a atividade floculante aumentou de inicias 41,35% para
51,96% nas primeiras 24 horas, atingido pico de 56,91% no tempo de 48 horas. No tempo de
72 horas, houve pequena diminuicdo na eficiéncia, estabilizando em valor médio 49,59% até
96 horas. O processo de incubagdo foi finalizado com eficiéncia de 16,00%. A elevada
eficiéncia com pequenas variagbes ao longo do ensaio destacou o biofloculante de
Psychrobacter sp. quando comparado aos sintetizados pelas demais bactérias.

Estabelecendo um comparativo entre as espécies bacterianas avaliadas, diferentes
aspectos podem estar relacionados as variacdes de eficiéncias de seus biofloculantes. A
natureza da molécula desempenha papel fundamental quanto a eficiéncia de floculacdo
(KURNIAWAN et al., 2020), pois pode resultar em caracteristicas estruturais especificas, como
determinados grupos funcionais e cargas superficiais (WEI et al., 2018). De acordo com Alias
et al., (2022), biofloculantes com elevadas massas moleculares sdo mais eficientes, pois
estabelecem ligacGes mais fortes e possuem maior capacidade de adsorcdo, permitindo
formacéo de flocos maiores. Dessa forma, € possivel que as espécies sintetizem moléculas com
caracteristicas e propriedades distintas, condicionando a eficiéncia do processo.

Ainda, a sintese dos biofloculantes pode ocorrer em momentos diferentes ao longo do
processo de incubacgéo. A principio, as melhores eficiéncias observadas nas primeiras 48 horas,
acompanhadas por reducdo nas taxas de floculacdo em funcdo do tempo, sugerem que as
moléculas séo originadas pela sintese direta e ndo em decorréncia de autdlise. Contudo, quando
em paralelo ao crescimento celular, a sintese do biofloculante pode ocorrer em fases distintas

para cada espécie. A sintese de biofloculante por Bacillus subtilis, por exemplo, foi paralela a
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fase de crescimento exponencial, tendo sido verificado aumento gradativo da eficiéncia de
floculacéo entre 36 e 72 horas, com pico de atividade em 60 horas, mas reducdo na taxa de
floculacdo durante a fase de morte celular (GIRI et al., 2015). Em contrapartida, a producdo do
biofloculante de Klebsiella pneumoniae s6 ocorreu ao final da fase de crescimento exponencial
em 18 horas de incubacéo, e apesar de oscilagdes em sua eficiéncia, novos picos de produgéo
puderam ser verificados ap6s 70 e 90 horas (NIE et al., 2011).

A reducdo na eficiéncia de floculacdo dos biofloculantes de Sphingomonas
paucimobilis, Kocuria sp. e Psychrobacter sp. no decorrer das 120 horas de incubacéo pode ser
associada a diminuicdo do contetdo dessas moléculas no meio, que foi utilizado pelas bactérias
para fins nutricionais. Nesse sentido, More et al., (2014) ressaltam que metabdlitos secundarios
podem ser degradados pelas bactérias como fontes de carbono e energia, em um cenario de
escassez de nutrientes. Contudo, essa reducdo de eficiéncia ndo foi verificada para o
biofloculante de Serratia nematodiphila, o que pode sugerir que o sistema ainda ndo havia
alcancado a fase de morte celular em 120 horas de incubacéo e/ou que essa espécie, diferente
das demais, ndo produz enzimas degradadoras de biofloculantes (MAKAPELA et al., 2016;
DING et al., 2021).

Desta forma, a partir das condic¢des de cultivo adotadas neste estudo, o biofloculante
produzido por Psychrobacter sp., com atividade maxima em 48 horas de incubacdo, apresentou
consideravel eficiéncia com menores varia¢des ao longo do tempo, motivando a selecdo desta
cepa para investigacdes mais detalhadas nos ensaios subsequentes. No entanto, cabe ressaltar
que existe potencial no uso dos biofloculantes sintetizados por Sphingomonas paucimobilis,
Serratia nematodiphila e Kocuria sp. se determinadas as condi¢bes mais favoraveis e

individualizadas de cultivo.

5.2. Relagéo entre condicgdes de cultivo e atividade floculante

Apbs definicao da cepa de maior atividade floculante, a Psychrobacter sp. foi submetida
a novo processo de incubacéo de 48 horas, periodo no qual foi observada eficiéncia maxima do
biofloculante sintetizado. A relagéo entre os diferentes tratamentos e a respectiva resposta da

atividade floculante esta apresentada na Figura 5.
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Figura 5 — Comparativo da atividade floculante da Psychrobacter sp. em fungéo dos diferentes
tratamentos adotados.
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tratamentos (p < 0,05). Fonte: Elaborada pela autora.

Analise estatistica dos resultados da atividade floculante da Psychrobacter sp. denotou
a existéncia de diferenca significativa (p < 0,05) na resposta de pelo menos um dos tratamentos
em relacdo aos demais (Apéndice D). Contudo, os parametros adotados nédo influenciaram
significativamente as respostas obtidas, relagdo ilustrada pelo Gréfico de Pareto dos Efeitos
Padronizados (Figura 6). O grafico de Pareto € uma ferramenta que pode ser utilizada na
determinacéo de qudo importantes séo os efeitos dos fatores para uma determinada resposta.
Considerando que nenhuma das barras azuis cruzou a linha vermelha e tracejada de referéncia,
é possivel afirmar que, de maneira conjunta, pH inicial do meio, temperatura de incubagédo e
tamanho do indéculo, nas faixas de valores adotadas, ndo foram os fatores que condicionaram
os resultados de floculacéo, sendo estes influenciados por outros fatores ndo mapeados neste
estudo.
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Figura 6 — Grafico de Pareto sobre os efeitos do pH inicial do meio, temperatura de incubagdo
e tamanho do inéculo na resposta da atividade floculante do biofloculante sintetizado por
Psychrobacter sp.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Ainda que os parametros investigados ndo tenham sido significativamente relevantes
para a atividade floculante, os graficos de superficie de resposta e de contorno (Figura 7) foram
analisados a fim de estabelecer as condi¢fes de otimizacdo dos parametros para maximizar a
eficiéncia de floculacdo do biofloculante. De acordo com os dados e fixando o tamanho do
indculo em 5%, foi estabelecido que pH menor ou igual a 7,0, combinado a faixa da temperatura
entre 30°C e 50°C resultaria em indices de floculagdo acima de 40%. Independente da
temperatura, no entanto, é esperado que valores de pH na faixa de 12,0 resultem em atividades
floculantes > 80%.
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Figura 7 — Resultados dos experimentos definidos no Delineamento Composto Central
Rotacional: grafico de superficie de resposta e grafico de condic¢des de contorno.
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AF: Atividade Floculante. Fonte: Elaborada pela autora.

O gréfico de otimizacdo de respostas também foi utilizado para avaliar como pH inicial
do meio, temperatura de incubacéo e tamanho do indculo influenciam nas respostas previstas,
visando definir qual combinacédo dos fatores resultaria na maximizacao da atividade floculante
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(Figura 8). Foram adotados como pontos superiores e inferiores, os valores extremos analisados

para cada parametro durante o planejamento experimental.

Figura 8 — Gréafico de otimizacéo de resposta para pH inicial do meio, temperatura de incubacéo
e tamanho do in6culo.
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Fonte: Elaborada pela autora.

No grafico de otimizacdo de respostas, a linha azul tracejada representa a resposta
méaxima possivel de ser obtida a partir dos ajustes ideais dos fatores analisados, representados
pelas linhas verticais vermelhas. Dessa forma, ajustando o pH inicial do meio em 12,0, a
temperatura de incubagdo em 23,18°C e fixando o tamanho do in6culo em 5%, é previsto que
seja atingida uma atividade floculante maxima de 93,16%. Ainda pelo grafico, as linhas pretas
sugerem que um aumento da temperatura e do tamanho do in6culo para além das faixas tidas

como ideais resultariam em uma diminui¢do da atividade floculante.

5.3. Validacao das condicdes de otimizagdo

Um novo cultivo de Psychrobacter sp. foi realizado adotando como parametros, os
valores de pH inicial do meio, temperatura de incubagéo e tamanho do indculo apontados como
condicdo ideal para a maximizacdo da atividade floculante. O rendimento médio do
biofloculante depois de seco e extraido (Figura 9) foi de 2,9 g/L, que é comparavel ao
rendimento de biofloculantes sintetizados por Bacillus salmalaya (TAWILA et al., 2018),
Pantoea sp. (AYANGBENRO et al., 2019), Bacillus pumilus (MALIEHE et al., 2020) e
Bacillus megaterium (SELEPE et al., 2022) com 2,7 ¢g/L' 2,9 ¢/L, 3,1 g/L e 3,01 g/L,
respectivamente. Ainda que o rendimento tenha sido satisfatorio, a otimizacdo das condigdes

de cultivo adotando fatores ndo considerados neste estudo, tais como aspectos nutricionais,
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velocidade de agitacdo e tempo de incubagdo, podem aumentar a quantidade de floculante
obtida.

Figura 9 — Biofloculante sintetizado por Psychrobacter sp. a partir das condi¢des otimizadas de
cultivo.

Fonte: Elaborada pela autora.

A aplicacdo do biofloculante em suspensdo caulim apds otimizacdo resultou em
floculacdo média de 82%, estando de acordo com a eficiéncia estimada a partir das ferramentas
de otimizacdo de resposta. Ndo foram verificadas diferencas significativas (p > 0,05) na
eficiéncia do processo ao aplicar o biofloculante nas concentrac6es de 0,2 mg/mL e 0,3 mg/mL.
No entanto, foi observada reducédo da eficiéncia na concentragéo de 0,4 mg/mL (Tabela 2).

Tabela 2 — Validacdo das condi¢bes de otimizacdo: resultados das atividades floculantes
utilizando diferentes concentracdes do biofloculante.
Concentragao (mg/mL)  Atividade Floculante (%)

0,2 87,19% *+ 2,61%
0,3 84,42% + 3,14%
0,4 74,62% * 5,85%

Fonte: Elaborada pela autora.

A determinagéo da concentragdo do biofloculante no sistema é tida como fator critico
do processo de floculacdo, pois além de auxiliar na reducdo de custos, também condiciona a
eficiéncia do tratamento. Quando em quantidade insuficiente, os mecanismos do biofloculante

que promovem a ligagdo entre as particulas podem ndo ocorrer de maneira eficiente, mas em
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excesso, hd aumento das forcas repulsivas no meio, inibindo a sedimentacdo (GONG et al.,
2008; ZULKEFLEE et al., 2012). O restabelecimento dessa condi¢do de estabilidade pode
ocorrer pela adsorcdo do biofloculante a superficie dos coloides, bloqueando os espacos
disponiveis para estabelecimento de ligacGes com outras particulas (COSA e OKOH, 2014).
Esses aspectos podem estar associados a diminuigdo da eficiéncia do biofloculante sintetizado
por Psychrobacter sp. quando aplicado na concentragéo de 0,4 mg/mL.

Considerando a eficiéncia e economicidade do processo, a concentracao de 0,2 mg/mL
foi adotada como padréo nos ensaios subsequentes. Essa concentracdo é similar a reportada em
diferentes estudos que avaliaram o potencial de floculagdo de outras espécies bacterianas, como
por Cosa e Okah (2014) que obtiveram 98,3% de floculag&o utilizando biofloculante sintetizado
por bactérias dos géneros Halobacillus e Oceanobacillus; Agunbiade et al., (2018) que notaram
95% de eficiéncia usando biofloculante de Streptomyces platensis; e Tsilo et al., (2022) que
observaram floculacdo méxima de 80% ao aplicarem concentragdo de 0,4 mg/mL de
biofloculante produzido por Pichia kudriavzeviix.

5.4. Caracterizacdo do biofloculante

A analise quimica do biofloculante evidenciou a predominancia de polissacarideos e
lipidios (Tabela 3). De acordo com as fragdes caracterizadas, a proporcdo de polissacarideos,
lipidios e proteinas foi de 46,52%, 34,17% e 19,31%, respectivamente. Esses resultados diferem
dos comumente reportados na literatura dado que, quando mapeado, o contetdo de lipidios
raramente é destacado como um componente relevante em termos de proporg¢éo. Assim como
observado no biofloculante de Psychrobacter sp., diferentes estudos destacam a maior
proporcao de polissacarideos em comparacao as demais fracbes mapeadas (OKAIYETO et al.,
2015; ZHONG et al., 2020; DING et al., 2021; XIA et al., 2022).

O biofloculante sintetizado Diaphorobacter nitroreducens, por exemplo, foi
caracterizado como contendo 73,9% de polissacarideos e 24,1% de proteinas (ZHONG et al.,
2020), enquanto o de Bacillus subtilis apresentou 77,2% de polissacarideos e 14,8% de
proteinas (XIA et al., 2022). Cabe ressaltar que a analise quimica do biofloculante de
Psychrobacter sp. foi realizada com a molécula ndo purificada. Dessa forma, a inclusdo de
etapa de purificagdo pode resultar em indices de polissacarideos e proteinas mais proximos dos

reportados na literatura.
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Tabela 3 — Caracterizacao quimica do biofloculante produzido por Psychrobacter sp. dado em
miligramas da fracdo caracterizada por grama de biofloculante.

Composto Quantidade (mg/qg)
AcuUcares totais 246,43 + 27,20
AcUcares ndo redutores 133,05 + 6,63
Acucares redutores 113,38 £ 5,95
Lipidios 181,00 £ 71,90
Proteinas 102,31+ 9,37

Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise elementar qualitativa da molécula apontou presenca de O, C, P e K na
proporcéo de massa de 59,9%, 18,6%, 12,54% e 9,01%, respectivamente (Figura 10). Enquanto
0s constituintes do meio de producédo do biofloculante podem ter influenciado os contetdos de
P e K, os contetdos de C e O ja foram apontados como relevantes, pois sdo considerados a base
estrutural de alguns biofloculantes (NTSANGANI et al., 2017; ALIAS et al., 2022).

A predominancia de C e O também foi verificada nos biofloculantes sintetizados por
Pseudomonas aeruginosa (PATHAK et al., 2017), Streptomyces platensis (AGUNBIADE et
al., 2018), Bacillus salmalaya (TAWILA et al., 2019) e Bacillus spp. (ALIAS et al., 2022).
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Figura 10 — Analise quimica do biofloculante sintetizado por Psychrobacter sp.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Pela analise dos aspectos morfologicos superficiais, foi possivel identificar a presenca
de microestruturas em forma de granulos com dimensdes variando de aproximadamente 5 pum
até aproximadamente 100 pm (Figura 11). As microestruturas do biofloculante de

Psychrobacter sp. sdo distintas das observadas para os biofloculantes de Serratia marcescens
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(KURNIAWAN et al., 2022) e Bacillus megaterium (SELEPE et al., 2022), mas apresenta
similaridades com a morfologia da biomolécula sintetizada pela levedura Pichia kudriavzevii
(TSILO et al.,, 2022). As diferencas observadas na microscopia do biofloculante de
Psychrobacter sp. quando comparada com a de outras especies pode ser decorrente de
diferentes métodos de preparo da amostra, como a adigcdo de etapa prévia de liofilizacdo ou
apenas moagem do biofloculante. Ainda, de acordo com Kanamarlapudi e Muddada (2017), o

método de extracao utilizado pode alterar a estrutura do biofloculante.

Figura 11 — Imagem do biofloculante sintetizado por Psychrobacter sp. obtida a partir de
Microscopia Eletronica de Varredura.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os grupos funcionais presentes no biofloculante foram observados a partir da avaliacdo
do espectro de Infravermelho (Figura 12). Essa anélise se faz relevante a medida em que 0s
espacos disponiveis para adsor¢do das particulas no meio dependem da quantidade e do tipo de
grupos funcionais ao longo da molécula (MALIEHE et al., 2020). Foram identificadas 12
bandas de absorcdo, indicativo de que a molécula em analise é complexa (NANDIYANTO e
RAGADHITA, 2019). Essa caracteristica pode sugerir que o biofloculante ndo se trata de um

composto de pequena massa molecular (COATES, 2000).
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A presenca dos grupos funcionais amina e hidroxila pode ser associada a ampla banda
de absorgdo em 3262 cm™ (MUTHULAKSHMI et al., 2023). Os estiramentos moderados nas
regides entre 1600 cm™ e 1300 cm™, 1200 cm™ e 1000 cm™ e préxima a 800 cm™ reforcam a
presenca do grupo hidroxila (COATES, 2000). Estiramentos acentuados em 1653 cm™ e 1636
cm? sugerem a presenga de grupos funcionais amida ou carboxila (NANDIYANTO e
RAGADHITA, 2019). A presenca de carboxila € ressaltada & medida em que a banda em 1375
cm* pode sugerir um estiramento simétrico ou assimétrico de grupo carboxilico (COSA et al.,
2013). As bandas em 1015 cm™ e 889 cm™ podem estar associadas ao contetido de agticares na
molécula, dado que estiramentos entre 1100 cm™ e 800 cm™ séo caracteristicos de compostos
derivados de agucares (COSA et al., 2013; NTSANGANI et al., 2017).

Figura 12 — Espectro infravermelho do biofloculante sintetizado por Psychrobacter sp.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os grupos carboxila e hidroxila estdo entre os principais elementos estruturais
associados ao potencial floculante (NTSANGANI et al., 2017). Enquanto a presenca da
hidroxila facilita a solubilizacdo do biofloculante em agua, a carboxila favorece a ligacéo da
molécula com cations divalentes, como Ca?*, de forma a permitir a adsor¢do do biofloculante
as particulas e aumentando a taxa com que os flocos sdo formados (AGUNBIADE et al., 2022).

O espectro obtido neste estudo apresenta similaridades com os reportados por Maliehe et al.,
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(2020) e Selepe et al., (2022), sendo que os biofloculantes foram caracterizados como

glicoproteinas pelos autores.

5.5. Ensaios no lodo de esgoto
5.5.1. Caracterizacéo do lodo de esgoto

No sistema de tratamento no qual as amostras de lodo foram coletadas, o tratamento
secundario é composto por reator anaerobio de fluxo ascendente seguido de tanque de aeragéo.
As amostras foram provenientes de uma Unica coleta realizada em abril de 2022, tendo sido o
lodo anaerobio retirado do leito do reator de fluxo ascendente e o lodo aerdbio, da linha de
recirculacdo do decantador secundario apds o tanque de aeracao.

Os resultados da caracterizacdo das amostras de lodos em termos de pH, teor de
umidade, sélidos totais (ST), solidos fixos (SF), sélidos volateis (SV), sélidos sedimentaveis
(SS) e contetido de carboidratos e proteinas nas substancias poliméricas extracelulares (SPE)

sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracterizacdo inicial de amostras de lodo ativado e lodo anaerébio.

Parametros Lodo aerébio Lodo anaerdbio
pH 7,39 +£0,22 7,06 £ 0,10
Teor umidade (%) 98,56 + 0,02 94,43 £ 0,35
SS (mL/L) 560 + 10,61 110 + 4,95
ST (g/L) 13,60+ 0,07 53,87 +2,07
SF (g/L) 5,40 + 0,28 22,50 + 0,71
SV (g/L) 8,20 + 0,28 31,37 + 1,37
SPE: (g/L) 1,55 + 0,23 0,63 0,15
SPE, (g/L) 1,00 + 0,07 1,12 0,02
Turbidez (DOsso) 1,331 2,655
Tempo de filtragdo (min) 21,0 > 30

SS: Solidos sedimentaveis. ST: Solidos totais. SF: Solidos fixos. SV: Sélidos volateis. SPEc:
Substancias Poliméricas Extracelulares — conteldo de carboidratos. SPEp: Substancias Poliméricas
Extracelulares — contetido de proteinas. DO550: Densidade Optica medida em comprimento de onda de
550 nm. Fonte: Elaborada pela autora.
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A analise dos sdlidos sedimentéveis evidenciou a diferenga de turbidez das amostras
(Figura 13). Ap6s 1 hora em repouso, foi possivel verificar a formagéo de espessa camada de
solidos no fundo da proveta contendo lodo aerdbio. Ainda assim, a camada clarificada
apresentou elevada turbidez, aspecto decorrente da quantidade de sélidos suspensos no meio.
Para o lodo anaerobio, a camada sedimentada foi de dificil visualizacdo, sendo este sistema
marcado pela ndo observacdo de camada clarificada. Esse aspecto pode ser indicativo de uma
maior estabilidade no sistema devido a predominancia de forcas repulsivas, dificultando a

sedimentacdo de particulas finas e coloidais.

Figura 13 — Comparativo de solidos sedimentaveis em amostra de lodo anaerdbio e lodo
aerdbio.

_ | ANAEROBIO AEROBIO

Fonte: Elaborada pela autora.
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A diferenca no contetido de SPE nas amostras pode ser associado as especificidades das
comunidades microbianas em cada sistema. Houghton et al., (2001) ressaltam que bactérias
anaerdbias provavelmente utilizam essas substancias como substrato, impulsionadas pelas
restricdes energéticas de seu metabolismo, resultando na diminuicdo das moléculas no meio.
Sheng et al., (2010) reforcam a ideia ao destacar que a escassez de oxigénio em sistemas de
lodo ativado suprime a producédo desses metabolitos, levando a maior desintegracao dos flocos.
Em contrapartida, niveis elevados de oxigenacdo estdo associados a um aumento no conteudo
de carboidratos nessas moléculas.

A fim de avaliar o potencial de desaguamento, as amostras de lodo aerdbio e lodo
anaerobio foram avaliadas quanto a capacidade de remocéo de agua a partir do ensaio de tempo
de filtracdo, sem terem sido submetidas previamente a qualquer etapa de condicionamento. A
pressdo constante, as duas amostras apresentaram baixissima filtrabilidade. Ainda que tenha
sido observada répida obstrucdo dos poros dos filtros, esse fenémeno foi acelerado para o lodo
anaerobio, ocorrendo logo nos primeiros segundos de ensaio.

A andlise do tempo de filtracdo do lodo aerdbio foi satisfatoria, sendo registrados 21
minutos para filtracdo de 15 mL de amostra, metade do volume de trabalho. Contudo, o ensaio
com o lodo anaerobio foi dificultado pelas caracteristicas do residuo. Apds 30 minutos, somente
3,3 mL de um total de 30 mL havia sido eficientemente filtrado. Dessa maneira, ndo foi possivel
determinar com precisdo o tempo de filtragdo do lodo anaerdbio a partir de ensaios de bancada,
sendo considerados neste estudo, acima de 30 minutos. Apds a obstrucdo dos poros, 0s ensaios
foram suspensos e o volume néo filtrado foi removido do funil. Os filtros utilizados e os sélidos

retidos apds o fim dos ensaios sdo apresentados na Figura 14.

Figura 14 — Solidos de lodo aerdbio e lodo anaerdbio retidos no filtro apds testes de
desaguamento em Funil de Blichner.

Lodo aerébio Lodo anaeroébio
Fonte: Elaborada pela autora.
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Para o lodo anaerdbio, a rapida obstrucdo do filtro durante os ensaios € indicativa de
que a concentracdo de particulas em suspensdo tenha sido aspecto critico quanto a dificuldade
de desaguamento. Essa perspectiva é reforcada pelos resultados do ensaio de tempo de filtracéo,
dado que a quantidade de solidos suspensos € um dos principais fatores de interferéncia sobre
os resultados (APHA, 2005), bem como a elevada quantidade de sélidos totais no residuo e os
pontos observados durante a caracterizacdo de sélidos sedimentaveis. Segundo Cao et al.,
(2020), quanto maior a proporcdo de particulas suspensas, maior a viscosidade do lodo,
condicdo que reduz a permeabilidade da torta e afeta negativamente sua filtrabilidade e
desaguamento. De acordo com Mowla et al., (2013), a resisténcia a filtracdo esta diretamente
relacionada ao grau de dispersdo das particulas finas e coloidais no meio, dada a influéncia
dessas sobre a obstrucdo dos meios filtrantes.

Para o lodo aerdbio, a formacdo de camada de aspecto gelatinoso sobre o filtro pode ser
indicativa de que a maior concentracdo de SPE foi aspecto decisivo para a baixa filtrabilidade
do residuo. Apesar dessas substancias serem essenciais para a manutencdo da integridade dos
flocos, Wu et al., (2020) observaram que quando em excesso, podem acarretar na reducdo da
capacidade de desaguamento devido ao aumento das forcas repulsivas no sistema, além de
contribuirem para a obstrucéo da passagem de agua pelos meios filtrantes por meio da formacéao
de camada gelatinosa.

A partir dos resultados dos ensaios de tempo de filtracdo, a dificuldade de separagéo
entre as fases solida e liquida sdo ressaltadas, evidenciando a necessidade de etapa de

condicionamento dessas amostras.

5.5.2. Ensaios de floculagdo no lodo de esgoto

Os resultados de floculagdo das amostras de lodo utilizando floculante comercial
caracterizado como polimero catiénico (CPAM) e o biofloculante sdo apresentados na Tabela
5.

Tabela 5 — Comparativo da atividade floculante em lodo aer6bio e lodo anaerébio utilizando
floculante comercial (CPAM), biofloculante e biofloculante com CaCls.

Lodo CPAM (%) Biofloculante + CaClz (%)
Aerbbio 96,32 + 0,60 93,96 £ 1,13
Anaerobio 97,72 +0,12 71,53 +1,37

Fonte: Elaborada pela autora.
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A aplicagdo do polimero catidnico usualmente utilizado no tratamento de esgoto
apresentou elevados indices de floculagdo, com eficiéncia similar tanto para o lodo aerébio
quanto anaerobio. Os resultados obtidos neste estudo foram similares ou melhores aos
reportados na literatura acerca do desempenho de diferentes tipos de coagulantes e floculantes

comerciais quando utilizados no tratamento de diferentes lodos de esgoto (Tabela 6).

Tabela 6 — Eficiéncia de floculantes e coagulantes comerciais na reducdo da turbidez de
diferentes tipos de amostras.

Concentracdo Reducao

Aditivo Amostra (mg/L) Turbidez Referéncia
PAC Lodo aerdbio 120 71% Cainglet et al., (2020)
Poliamina Lodo aerdbio 20 71% Cainglet et al., (2020)
PAC Lodo anaerdbio 175 99% Cainglet et al., (2023)
Poliamina L odo anaerébio 60 92% Cainglet et al., (2023)
PAM Lodo aeroébio 5 60% Piaskowski et al., (2023)
PAM Lodo aerébio 100 64% Piaskowski et al., (2023)
CPAM Lodo aerobio 200 96% Este estudo
CPAM Lodo anaerdbio 200 98% Este estudo

PAC: Cloreto de polialuminio. PAM: Polimero de acrilamida; CPAM: Polimero de acrilamida catiénico
Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados observados quando da aplicacé@o do biofloculante acompanhado de CacCl;
também foram satisfatdrios, embora sua eficiéncia tenha sido consideravelmente menor no lodo
anaerobio. Essa diferenca pode estar associada a concentracdo de solidos suspensos em cada
uma das amostras. Tendo em vista 0 excesso de solidos ndo sedimentdveis na amostra de lodo
anaerdbio, uma concentracao de biofloculante e CaCl, maior do que a utilizada no tratamento
do lodo aerdbio seria necessaria para a efetiva desestabilizacdo do sistema e a formacao de
flocos. Os resultados obtidos neste estudo foram similares ou melhores do que os reportados na

literatura acerca da aplicacdo de biofloculantes no tratamento de esgoto (Tabela 7).



57

Tabela 7 — Microrganismos produtores de biofloculantes e eficiéncia quanto a reducgédo da
turbidez quando aplicados ao tratamento de diferentes efluentes.

Reducéo
Microrganismo Amostra Cation  turbidez Referéncias
(%)
o Efluente agroindustrial —
Serratia ficaria o Ca®*/Mg?* 91,8 Gong et al., 2008
cervejaria
S Efluente agroindustrial —
Serratia ficaria Ca%*/Mg* 93,7 Gong et al., 2008
processamento de carne
o Efluente agroindustrial —
Serratia ficaria _ Ca®*/Mg** 93,7 Gong et al., 2008
molho de soja
Rhodococcus ]
) Efluentes de suinocultura Ca? 94,8 Guo et al., 2013
erythropolis
Paenibacillus o )
N Efluente sanitario Ca?* 83,0 Lietal, 2013
elgii
Arthrobacter sp. Efluente sanitario Ca?* 33,0 Lietal., 2014
Stenotrophomonas
maltophilia Efluente industrial Ca®* 81,4 Chen et al., 2016
Bacillus subtilis Efluente sanitéario Ca? 90,0 Vimala, 2019
Diaphorobacter ) )
_ Efluente industrial Ca?* 96,2 Zhong et al., 2020
nitroreducens
Bacillus sp. Efluente sanitario AlP* 24,7 Gupta et al., 2023

Fonte: Elaborada pela autora.

Ainda que a anélise da conformacéo dessas estruturas nao seja feita a olho nu, sendo

usualmente utilizados métodos como dispersao a laser, microscopia eletrénica por varredura e

microscopia estatica na determinacdo das caracteristicas dos aglomerados (FAN et al., 2020),

outra diferenca verificada entre os tratamentos foi acerca do tamanho e formato dos

aglomerados formados apds a aplicacdo dos aditivos (Figura 15).
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Figura 15 — Ensaios de floculagéo e comparativo de biofloculante e coagulante comercial na
formacéo de flocos no lodo de esgoto.

a) Amostra controle: lodo aerébio sem aditivos

b) Tratamento 1: lodo aerébio + biofloculante + CaCl2

c) Tratamento 2: lodo aerébio + floculante comercial

Fonte: Elaborada pela autora.

A aplicacdo do floculante comercial catidnico resultou na formacéo de flocos grandes e
com limites bem definidos. Os agregados foram considerados resistentes, dado que apds sua
formagéo, perturbacdes decorrentes da manipulacdo do frasco ndo alteraram a cor da amostra
tratada, indicativo de que o floco manteve a conformacdo. Em relacdo a aplicacdo do
biofloculante acompanhado de CaCl,, a réapida sedimentacdo das particulas suspensas
evidenciou a eficiéncia do conjunto na reducdo da turbidez do meio. Entretanto, ndo foi
observada a formacdo de flocos, mas de pequenos agregados dispersos no fundo do frasco.

Nesse sentido, os agregados formados a partir da aplicacdo do biofloculante nas amostras de
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lodo de esgoto foram similares aos verificados quando de sua aplicacdo em suspensdo caulim
(Figura 16).

Figura 16 — Formacéo de agregados de particulas quando da aplicacdo do biofloculante em
suspensdo caulim.

a) Solidos sedimentados sem formagéao de b) Sdélidos sedimentados com formagao de
agregados agregados

Fonte: Elaborada pela autora.

A formacdo e estabilidade dos flocos séo condicionantes de uma eficiente separacéo
entre as fases solida e liquida durante o desaguamento. Contudo, conforme discutido por
Marques e Filho (2016), os mecanismos envolvidos na formagdo dos aglomerados e em seu
rompimento ainda ndo estdo totalmente elucidados, apesar da diversidade de modelos
matematicos que se propdem a fazé-lo. Ainda de acordo com os autores, algumas condi¢oes
podem levar ao rompimento dos flocos formados de maneira irreversivel, gerando uma turbidez
residual no meio. Dessa forma, o tipo de coagulante utilizado, a concentracéo e o gradiente de
velocidade de agitacdo foram fatores associados ao rompimento irreversivel dos flocos.

A relevancia da velocidade de agitacdo é também ressaltada por Hyrycz et al., (2022),
a medida em que promove a dispersao do floculante no meio e auxilia na ocorréncia de colisGes
entre as particulas e o aditivo. De acordo com Vajihinejad e Soares (2018), baixas velocidades
de mistura séo preferiveis por geralmente resultarem na formacéao de flocos maiores, mas o uso
de velocidades excessivamente baixas tende a dispersar os sélidos e o floculante de maneira
ndo uniforme. Dessa maneira, a velocidade é apontada como parametro que deve ser otimizado
de acordo com as concentracbes de sélidos, o tipo de floculante usado e seus aspectos
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estruturais. Todavia, a velocidade de agitacdo ndo foi um dos parametros otimizados no
presente estudo.

Os efeitos do tipo de coagulante sobre o tratamento dizem respeito aos diferentes
mecanismos de acdo possiveis, que por sua vez influenciam no formato, densidade e resisténcia
dos flocos formados (KURNIAWAN et al., 2020). Para os aditivos derivados de poliacrilamida,
que é o caso do CPAM, os mecanismos de adsor¢do tipicos sdo ligacbes de hidrogénio,
interacdes eletrostaticas ou ligacBes entre particulas (LAPOINTE e BARBEAU, 2020). Este
ultimo, por exemplo, foi apontado como aspecto principal da formacao de flocos compactos,
resistentes e de grandes dimensdes quando do uso do floculante comercial Praestol
(NOUMORADI et al., 2016). Acerca disso, a elevada massa molecular do floculante comercial
também é decisiva para os resultados obtidos a medida em que quando o principal mecanismo
de floculacdo é a ligacdo entre particulas, quanto maior a massa molecular, maior a cadeia
polimérica, resultando em mais pontos de adsorcdo e consequentemente, melhor atividade
floculante e maiores as dimensdes dos flocos formados (ZHAO et al., 2020; LI et al., 2021).

De acordo com Jiang (2015), flocos gerados pelo mecanismo de formacdo de pontes
entre particulas apresentam maior resisténcia do que os gerados a partir dos mecanismos de
neutralizagdo de cargas e varredura. No entanto, 0 mecanismo de varredura resulta em flocos
de maiores dimensdes. Segundo Koul et al., (2022), os agregados formados por varredura
apresentam menores proporcdes, boa capacidade de sedimentacéo, mas lenta taxa de formagéo
de flocos e facilmente rompiveis.

Tendo em vista as caracteristicas dos flocos formados ap6s o tratamento do lodo com
biofloculante e coagulante comercial, € possivel que as diferencas observadas sejam
decorrentes de mecanismos de acdo distintos. Dessa forma, o monitoramento da variacdo do
potencial zeta, que fornece medida da magnitude das forcgas atrativas ou repulsivas atuantes no
sistema, e da distribuicdo do tamanho das particulas antes e apds tratamento, bem como a
analise de sua massa molecular, sdo etapas necessarias em estudos futuros a fim de elucidar os
mecanismos envolvidos no processo de floculagdo promovido pelo uso do biofloculante

sintetizado por Psychrobacter sp.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com o desenvolvimento deste estudo, foi possivel concluir que:

Psychrobacter sp., Serratia nematodiphila, Sphingomonas paucimobilis e Kocuria sp.
sdo bactérias produtoras de biofloculantes que apresentaram resultados positivos

quando aplicados em processos de floculagédo em suspenséo caulim.

A partir das condicdes de cultivo adotadas, o biofloculante de Psychrobacter sp. foi o
que apresentou melhores resultados de floculacdo, com menores variacGes de eficiéncia
ao longo do tempo. Foi observado pico de eficiéncia as 48 horas de incubacéo, atingindo
56,91% de floculagédo sob condigdes ndo otimizadas.

A temperatura de incubacédo, o pH inicial do meio e o tamanho do in6culo ndo foram
fatores significativos para os resultados de atividade floculante de Psychrobacter sp.,
de forma que a eficiéncia do biofloculante foi condicionada outros fatores ndo mapeados
neste estudo.

O biofloculante sintetizado por Psychrobacter sp. foi extraido e caracterizado em
termos de polissacarideos, lipidios e proteinas, com proporc6es de 46,52%, 34,17% e
19,31%, respectivamente. A analise dos grupos funcionais sugeriu presenca de aminas,
hidroxilas e carboxilas, responsaveis pelo potencial floculante da molécula. O perfil
morfoldgico apresentou granulos com dimens@es variando de aproximadamente 5 um
até 100 um. A anélise elementar qualitativa da macromolécula indicou uma proporcgéo
em massa de O, C, P e K de 59,9%, 18,6%, 12,54% e 9,01%, respectivamente.

A aplicacdo do biofloculante no tratamento do lodo de esgoto resultou em 93% de
floculagéo no lodo aerdbio e 72% no lodo anaerobio. A reducdo de eficiéncia no lodo
anaeradbio pode estar associada ao excesso de particulas suspensas neste meio, de forma
que uma maior concentracdo de biofloculante pode ser necessaria para a promover a
desestabilizacdo do sistema. Para o lodo aerdbio, a eficiéncia obtida foi similar a de

polimero cati6nico comercialmente utilizado no tratamento de esgotos.
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e Em estudos futuros, a anélise da massa molecular do biofloculante e 0 monitoramento
da variacdo do potencial zeta e da distribuicdo do tamanho das particulas ao longo do
tratamento sdo etapas que devem ser adotadas para auxiliar na determinacdo dos
mecanismos de floculacdo da molécula. Ainda, otimizacdo do cultivo de Psychrobacter
sp. considerando fatores ndo analisados neste estudo, como periodo de incubacdo,
velocidade de agitacdo e composic¢do do meio de cultivo, pode ser estratégia promissora

para o aumento da eficiéncia de floculacdo da macromolécula.
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Apéndice A — Série historica de publicacGes de artigos cientificos retornados a partir da busca
pela palavra-chave “Bioflocculant” na base de dados Scopus.
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Fonte: Elaborada pela autora.



Apéndice B — Propriedades do caulim.
Composicéo basica
Silicato de Aluminio (SiOz + Al,O3)
Caracteristicas quimicas

SiO2 49,30%
Al203 39,90%
Fe203 0,30%

K20 0,24%

Propriedades controladas

Caracteristicas Limite de variacao

Absorcdo DOP (%) 48,0 2 65,0

Absorcao de 6leo de linhaca (%) 38,0a54,0
Cor Branco

Densidade aparente compactada (g/cm3) 0,35a0,75
Perda ao fogo (850°C) (%) Até 15,0

Massa especifica (g/cm3) 2,40 a 2,65
pH (solucdo aquosa 5%) 3,0a9,0
Retencao #1000 mesh (0,013 mm) (%) Até 1,0
Umidade (%) Até 2,0

Fonte: Elaborado pela autora a partir de ficha técnica fornecida pelo distribuidor (2022).
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Apéndice C — Dados de atividade floculante dos biofloculantes sintetizados por Sphingomonas
paucimobilis, Serratia nematodiphila, Kocuria sp. e Psychrobacter sp. em funcéo do tempo de
incubacéo.

Sphingomonas Serratia

Tempo (horas) paucimobilis nematodiphila Kocuriasp.  Psychrobacter sp.
0 38,74+572%  2524+6,15%" 3394+320°  41,35+565°2
24 60,32 + 1,842 32,23+ 4,05° 34,62 + 3,50° 51,96 + 4,932
48 12,81 + 2,567 3991 +4,65° 3343+5,12° 56,91 + 4,64°
72 16,05 + 8,412 39,85+7,79° 21,88+ 4,38 48,65 + 4,95¢
96 14,55 + 2 452 37,37+4,53" 1918+ 3,972 50,54 + 4,02°
120 13,30 + 6,057 31,67+562° 13,53+ 3,562 16,00 + 4,552

Diferentes letras representam diferencas significativas quanto a atividade floculante (p < 0,05) dentro

de cada um dos intervalos de tempo analisados. Fonte: Elaborada pela autora.
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Apéndice D — Quadro de ensaios determinados a partir de Delineamento Composto Central
Rotacional e respectivas respostas de atividade floculante.

_ Fatores Resposta
Ensaios pH  Temperatura (°C) Indculo (%) AF (%)

1 4 15 5 9,97 + 3,39°

2 10 15 5 93,96 + 1,38"
3 4 45 5 45,01 +0,91°
4 10 45 5 78,08 + 4,35¢
5 4 15 15 22,57 + 2,56°
6 10 15 15 62,34 + 6,12
7 4 45 15 15,88 + 5,46%¢
8 10 45 15 51,05 + 1,499
9 1,95 30 10 64,44 + 1,82
10 | 12,05 30 10 51,57 + 4,339
11 7 4,77 10 31,36 + 1,82"
12 7 55,23 10 29,92 + 2,39"
13 7 30 1,59 44,62 + 3,78°
14 7 30 18,41 44,62 + 3,30°
15 7 30 10 68,50 + 2,58
16 7 30 10 68,50 + 1,97
17 7 30 10 35,96 + 2,53"

Diferentes letras representam diferencas significativas quanto a atividade floculante de cada um dos
tratamentos (p < 0,05). Fonte: Elaborada pela autora.



