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RESUMO

Os lodos de EstacOes de Tratamento de Esgoto (ETES) possuem elevada umidade, fator que
afeta adversamente sua destinagdo ou reaproveitamento. Neste aspecto, a biolixiviacdo, ja
conhecida pela eficicia no tratamento de metais, tem demonstrado capacidade simultanea de
promover o desaguamento. No entanto, a concentracdo elevada de matéria organica dissolvida
no lodo possui efeito inibitorio aos microrganismos comumente utilizados nesse processo, mas
que consorciados com microrganismos heterotroficos acido tolerantes podem minimizar esse
efeito. Portanto, o presente trabalho avaliou o desaguamento de lodo de duas ETES em ensaios
com bactéria Acidithiobacillus thiooxidans e levedura Rhodotorula mucilaginosa. Diferentes
concentracdes de inoculo, desempenho dos sobrenadantes da bactéria e levedura, bem como
surfactantes sintéticos comerciais foram comparados. Por fim, foi avaliado o efeito da
coinoculacdo da bactéria e a levedura no processo de desaguamento. O desaguamento foi
mensurado por ensaios de Tempo de Filtragdo (TTF), Resisténcia Especifica a Filtracdo (SRF)
e Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS). No tratamento com A. thiooxidans houve
maior reducdo do TTF (8,3 £ 0,2 min) com 15% de indculo, concomitante reducdo da
concentracdo de proteinas ligadas em EPS (71,3 %, comparado ao controle). Com a R.
mucilaginosa, menor TTF (1,1 £ 0,2 min) foi obtido com a menor concentracdo de inéculo
(5%) e o percentual de proteinas na fracdo ligada foi inferior a 10% nas trés concentracdes
avaliadas. Ambos o0s sobrenadantes, da bactéria e levedura, promoveram melhoria no
desaguamento (TTF de 1,5 £ 0,1 min e 1,2 + 0,1 min, respectivamente). Entretanto, o
desaguamento mais eficiente foi obtido com a coinoculagdo de A. thiooxidans (15%) e R.
mucilaginosa (5%) resultando em TTF de 14 £ 2,4 segundos, 98,7% inferior ao lodo controle
(17,9 + 0,6 min), com concentracdo de proteinas ligadas em EPS 79% inferior ao controle.
Anélise de Correlacdo de Kendall demonstrou correlacdo positiva entre o TTF e concentracdo
de proteinas na fracdo ligada de EPS reforcando a hipdtese de que a reducdo das proteinas
ligadas é favoravel ao desaguamento. O ensaio de coinoculagéo foi replicado com lodo de outra
ETE demonstrando sua aplicabilidade em outros tipos de lodo. Os sobrenadantes combinados
da A. thiooxidans (15%) e R. mucilaginosa (15%), por sua vez, reduziram o TTF em 90,0% em
relacdo ao controle, e embora apresente desempenho semelhante a coinoculacéo, sua aplicagdo
pratica pode ser vantajosa ao permitir o reaproveitamento da biomassa e potencial de
desaguamento em menor tempo de tratamento.

Palavras-chave: biorremediacdo, metais, substancias poliméricas extracelulares, diversidade

microbiana.



ABSTRACT

Sludge from Sewage Treatment Plants (STPs) has high moisture content, a factor that adversely
affects its disposal or reuse. In this regard, bioleaching, already known for its effectiveness in
the treatment of metals, has demonstrated the simultaneous ability to promote dewatering.
However, the high concentration of dissolved organic matter in the sludge has an inhibitory
effect on microorganisms commonly used in this process, but when combined with acid-tolerant
heterotrophic microorganisms, this effect can be minimized. Therefore, this study evaluated the
dewatering of sludge from two STPs in tests with the bacterium Acidithiobacillus thiooxidans
and the yeast Rhodotorula mucilaginosa. Different inoculum concentrations, performance of
the supernatants of the bacteria and yeast, as well as commercial synthetic surfactants were
compared. Finally, the effect of coinoculation of the bacteria and yeast on the dewatering
process was evaluated. Dewatering was measured by filtration time (TTF), specific filtration
resistance (SRF) and extracellular polymeric substances (EPS) tests. In the treatment with A.
thiooxidans, there was a greater reduction in TTF (8.3 £ 0.2 min) with 15% inoculum,
concomitantly with a reduction in the concentration of proteins bound in EPS (71.3%, compared
to the control). With R. mucilaginosa, a lower TTF (1.1 + 0.2 min) was obtained with the lowest
inoculum concentration (5%) and the percentage of proteins in the bound fraction was less than
10% in the three concentrations evaluated. Both supernatants, from bacteria and yeast,
promoted improved dewatering (TTF of 1.5 £ 0.1 min and 1.2 + 0.1 min, respectively).
However, the most efficient dewatering was obtained with the co-inoculation of A. thiooxidans
(15%) and R. mucilaginosa (5%), resulting in a TTF of 14 £ 2.4 seconds, 98.7% lower than the
control sludge (17.9 £ 0.6 min), with a concentration of bound proteins in EPS 79% lower than
the control. Kendall's correlation analysis demonstrated a positive correlation between the TTF
and the concentration of proteins in the bound fraction of EPS, reinforcing the hypothesis that
the reduction of bound proteins is favorable to dewatering. The co-inoculation test was
replicated with sludge from another STP, demonstrating its applicability in other types of
sludge. The combined supernatants of A. thiooxidans (15%) and R. mucilaginosa (15%), in
turn, reduced the TTF by 90.0% compared to the control, and although it presents similar
performance to co-inoculation, its practical application can be advantageous by allowing the
reuse of biomass and dewatering potential in a shorter treatment time.

Keywords: bioremediation, metals, extracellular polymeric substances, microbial diversity.
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INTRODUCAO

Com o crescimento populacional, cresce a demanda por agua, energia e alimentos, e
consequentemente, a geracdo de efluentes que precisam ser tratados adequadamente. Portanto,
é fundamental considerar a relacdo entre essas demandas para otimizar e recuperar recursos.
Uma das principais questdes relacionadas ao tratamento de efluentes convencionais € a geracao
de lodo, pois embora um importante componente das Estagcdes de Tratamento de Esgoto (ETE),
o tratamento adequado desse residuo € indispensavel pois pode resultar em impactos ambientais
significativos, como contaminacgdo de solo, corpos hidricos e desequilibrio dos ecossistemas
(L1U et al. 2012; BIZIKOVA et al. 2013).

Sob a perspectiva da recuperacdo de recursos, uma alternativa promissora € 0
reaproveitamento como fertilizante na agricultura, uma vez que o lodo possui importantes
nutrientes em sua composi¢ao, como nitrogénio, fosforo e matéria organica (CAMARGO et al.
2016). No entanto, a viabilidade desse reuso depende de tecnologias de tratamento de lodo que
removam poluentes potencialmente tdxicos, patdgenos e metais. Os metais ndo podem ser
degradados e, se descartados de forma inadequada no solo, podem ser metabolizados por
plantas e animais e bioacumulados (ELICKER et al. 2014). Além da elevada capacidade de
fixagcdo de metais, os lodos de esgoto possuem elevada umidade (geralmente superior a 90%),
fatores que afetam adversamente seu reaproveitamento ou sua subsequente destinacdo (XIE et
al., 2019; ZHOU et al., 2016).

O custo de desaguamento do lodo pode chegar a até 50% do custo operacional total das
ETEs, sendo o consumo de produtos quimicos uma das principais despesas, como polimeros
comerciais de poliacrilamida usuais em desaguamento quimico de lodos (NEYENS et al. 2004).
Além disso, a dosagem de produtos quimicos pode causar riscos ambientais associados a
poluicdo secundaria, tornando mais complexa a reciclagem segura do lodo para fins agricolas.

Neste contexto, a biolixiviacdo surge como uma alternativa promissora, pois além da
conhecida capacidade de remocdo de metais, em detrimento a remoc¢do &cida, estudos
demonstram uma capacidade simultanea de desaguamento do lodo (LU et al., 2021; ZHOU et
al., 2017; LIU et al., 2016; KURADE et al., 2016). Na biolixiviagédo, o tratamento dos metais
ocorre a partir do metabolismo de microrganismos capazes de oxidar ferro e enxofre, como
bactérias do género Acidithiobacillus, que reduzem o pH do lodo e solubilizam os metais
(ZHENG et al. 2009; RASTEGAR et al. 2014). No desaguamento simultaneo a biolixiviacéo,
o0 principal mecanismo descrito é a redugdo de Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS,

do inglés Extracellular Polymeric Substances) e a liberacdo de agua intersticial do lodo, cuja
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remocao é desafiadora por processos fisico-quimicos tradicionais (HUO et al. 2014; WONG et
al. 2015).

Embora as bactérias do género Acidithiobacillus, as principais utilizadas nos processos
de biolixiviacdo, apresentem também resultados promissores de desaguamento de lodo,
algumas caracteristicas do esgoto podem inibir o crescimento das bactérias aciddfilas e afetar
negativamente o processo, como a presenca de acidos organicos e materia organica dissolvida
(ZHOU et al. 2013). Neste sentido estudos recentes demonstram gque uma relacdo mutualistica
com microrganismos heterotroficos acido tolerantes pode favorecer o processo de biolixiviagcdo
e consequente desaguamento, pela capacidade de metabolizar compostos organicos como fonte
de energia e carbono bem como, produzir biossurfactantes (BANAT et al. 2010; ZHENG et al.
2016).

Dessa forma, o presente trabalho avaliou o desaguamento de lodo de duas ETEs em
tratamentos com bactéria do género Acidithiobacillus (A. thiooxidans) e levedura (Rhodotorula
mucilaginosa). Foram analisadas diferentes concentragcfes de indculo, o desempenho desses
microrganismos individualmente e combinados. bem como um comparativo desses tratamentos
com os sobrenadantes dos indculos e surfactantes sinteticos, analisando a influéncia das fragdes
e composicdo de EPS neste processo.

Esta tese estd dividida em trés capitulos, sendo o primeiro capitulo uma Revisdo
Bibliogréfica, cujo intuito foi explanar sobre os mecanismos de desaguamento de lodo, relacdo
com a producdo e remocédo de EPS, bem como aprofundar nos aspectos microbiologicos da
biolixiviacdo e correlacdo com o processo de desaguamento. O segundo capitulo consiste em
ensaios de desaguamento de lodo de ETE com levedura produtora de biosurfactante (R.
mucilaginosa), avaliando diferentes concentracdes de indculo e estabelecendo um comparativo
com o sobrenadante do inoculo, sem células de cultivo, e com surfactantes sintéticos
comerciais. O terceiro capitulo consiste em ensaios de desaguamento de lodo de ETE com
bactéria aciddfila (A. thiooxidans), avaliando diferentes concentragdes de inoculo e
estabelecendo um comparativo com o sobrenadante do indculo, sem células de cultivo, e com

a coinoculacao da bactéria A. thiooxidans e levedura R. mucilaginosa.
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OBJETIVOS

No presente trabalho avaliou-se o desaguamento de lodo proveniente de duas ETEs
utilizando bactéria do género Acidithiobacillus (A. thiooxidans) e levedura (Rhodotorula

mucilaginosa). Os objetivos especificos foram:

1) Identificar a melhor concentracdo de inoculo de A. thiooxidans e R. mucilaginosa
no desaguamento do lodo;

2) Awvaliar o desaguamento com A. thiooxidans e R. mucilaginosa isoladamente e
combinadas por meio de coinoculacao;

3) Analisar o desaguamento com os sobrenadantes livres de células de cultivo de A.
thiooxidans e R. mucilaginosa e comparar com seus respectivos inéculos;

4) Comparar 0 desaguamento com o sobrenadante de R. mucilaginosa com o

desaguamento utilizando surfactantes sintéticos comerciais.
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CAPITULO 1: REVISAO BIBLIOGRAFICA

Aspectos microbiologicos do desaguamento de lodo de esgoto via remocéao de

Substancias Poliméricas Extracelulares durante o processo de biolixiviagdo: uma revisao

Resumo

O lodo consiste em um importante componente das estagdes de tratamento de esgoto sanitario,
porém concentra patdgenos, poluentes organicos e metais potencialmente téxicos, sendo
fundamental seu tratamento adequado, que inclui seu desaguamento, pois afeta adversamente
sua subsequente destinacdo. Muitas técnicas tém sido empregadas na tentativa de promover um
desaguamento eficaz e remover poluentes do lodo, mas o alto custo dos tratamentos fisico-
quimicos e o risco de causar polui¢do secundéria dificultam a aplicacdo em maior escala, bem
como seu reaproveitamento. Portanto, os tratamentos bioldgicos, como a biolixiviagdo, tém se
tornado uma escolha cada vez mais promissora, pois apresentam beneficios econémicos e
ambientais, que com melhorias podem viabilizar o aproveitamento do lodo como recurso. O
objetivo desta revisao bibliogréfica foi investigar a producéo cientifica dos ultimos doze anos,
a respeito da influéncia dos aspectos microbiolégicos de Substancias Poliméricas
Extracelulares (EPS, do inglés Extracellular Polymeric Substances) no desaguamento de lodo
de esgoto durante o processo de biolixiviagdo. Os objetivos especificos foram elucidar a
influéncia das fracdes de EPS no desaguamento do lodo, identificar os principais
microrganismos envolvidos na geracdo de EPS e identificar os principais microrganismos
envolvidos na sua remocgao durante a biolixiviagdo. Esta revisdo da literatura contribui com o
entendimento dos aspectos microbiologicos do desaguamento durante o processo de
biolixiviacdo e fornece informacdes Uteis para pesquisas futuras sobre a aplicacdo da
biolixiviagdo no tratamento de lodo de esgoto.

Palavras-chave: Acidithiobacillus; Firmicutes; diversidade microbiana; proteinas;

Proteobacteria.
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Abstract

Sludge is an important component of conventional sewage treatment plants, but it concentrates
pathogens, organic pollutants and potentially toxic metals, and its adequate treatment, which
includes dewatering, is essential, as it adversely affects its subsequent disposal. Many
techniques have been employed to promote effective dewatering and remove pollutants from
sludge, but the high cost of physicochemical treatments and risk of causing secondary pollution
make it difficult to apply on a larger scale, as well as reuse the sludge. Therefore, biological
treatments, such as bioleaching, have become an increasingly popular choice, as they have
economic and environmental benefits, which with improvements can enable the use of sludge
as a resource. The objective of this bibliographic review was to investigate the scientific
production of the last twelve years, regarding the microbiology of Extracellular Polymeric
Substances (EPS) influence on sewage sludge dewatering during the bioleaching process. The
specific objectives were to elucidate the influence of EPS fractions on sludge dewatering, to
identify the main microorganisms involved in EPS generation and identify the main
microorganisms involved in its removal during bioleaching. This literature review will help to
understand the microbiological aspects of dewatering during the bioleaching process and will
provide useful information to improve future research on the application of bioleaching in

sewage sludge treatment.

Keywords: Acidithiobacillus; Firmicutes; microbial diversity; proteins; Proteobacteria.
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1.1 INTRODUCAO

O lodo é um importante componente das ETE, porém concentra patogenos, poluentes
organicos e metais potencialmente tdxicos, sendo fundamental o tratamento adequado desse
residuo, pois pode resultar em riscos significativos a saude e impactos ambientais, como a
contaminacao solo, corpos d'agua e desequilibrio dos ecossistemas. A contaminacdo por metais
constitui um importante risco a saude publica e ao meio ambiente devido a sua toxicidade, ndo
biodegradabilidade, persisténcia e bioacumulacdo na cadeia alimentar. Cadmio (Cd), cobre
(Cu), cromo (Cr), niquel (Ni), zinco (Zn), chumbo (Pb) e arsénio (As) sdo 0s metais comumente
detectados no lodo de esgoto (CAMARGO et al. 2016). Além disso, as tecnologias de
remediacdo convencionais possuem custos elevados e podem gerar subprodutos toxicos
(GUPTA & DIWAN 2017; GONG et al. 2018).

Uma das etapas essenciais no tratamento do lodo € o desaguamento, de modo a
minimizar seu volume, facilitar o transporte, aumentar o poder calorifico, aumentar a eficiéncia
quando o destino é a geracdo de energia, ou até mesmo reduzir a producao de lixiviados quando
a destinacéo final sdo aterros sanitarios (WONG et al. 2016; WU et al. 2020).

Nestes aspectos, a biolixiviacdo constitui uma abordagem inovadora, pois além da
conhecida capacidade de remogao dos metais presentes no lodo, estudos apontam um potencial
simultaneo de desaguamento do lodo (PATHAK et al. 2009; WONG et al. 2015; LIU et al.
2016). As bactérias mais utilizadas em processos de biolixiviagdo sdo do género
Acidithiobacillus, mais especificamente A. ferrooxidans e A. thiooxidans (FANG & ZHOU,
2007), que liberam H* pela hidrélise do Fe** e Fe** reduzindo assim o pH e solubilizando os
metais presentes no lodo (ZHENG et al., 2009; RASTEGAR et al., 2014). O desaguamento do
lodo durante o processo de biolixiviacao relaciona-se a capacidade de liberacédo da dgua ligada
em EPS (HUO et al., 2014; WONG et al., 2015; LIU et al., 2016).

Os principais parametros descritos para mensurar o desaguamento do lodo séo o Tempo
de Succao Capilar (CST, do inglés Capillarity Suction Time), Tempo de Filtracdo (TTF, do
inglés Time to Filter) e Resisténcia Especifica a Filtragdo (SRF, do inglés Specific Resistance
to Filtration), de modo que, valores mais baixos de SRF, TTF e CST sdo considerados
indicativos de melhor desaguamento. Por meio do processo de biolixiviagdo foram identificadas
reducbes nos polissacarideos e proteinas de EPS em 97% e 76%, respectivamente, e embora
outros fatores tenham sido correlacionados com o desaguamento, a biossubstituicdo da
comunidade microbiana foi identificada como um fator decisivo para reduzir EPS e melhorar o
desaguamento (L1U et al. 2016).
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De modo semelhante, em ZHANG et al. (2018) o desaguamento também foi aprimorado
em um experimento de biolixiviagdo com 5% de indculo, atingindo desaguamento maximo em
pH proximo a 2,3, no qual CST e SRF foram reduzidos em 74% e 62%, respectivamente,
enquanto o teor total de EPS reduziu em 71%. KURADE et al. (2014) compararam o floculante
férrico produzido por A. ferrooxidans com polimeros comerciais de poliacrilamida e
constataram que em apenas 1 hora de tratamento, o floculante produzido por A. ferrooxidans
reduziu o CST e SRF do lodo em 92 e 91%, respectivamente, em comparagdo com reducgdes de
89 e 72% utilizando o polimero.

Embora véarios estudos anteriores ja tenham investigado os fatores que influenciam o
desaguamento do lodo e muitos tenham se dedicado a melhorar essa capacidade por meio de
diferentes abordagens e tecnologias (fisicas, quimicas e bioldgicas), ainda existem muitas
lacunas em relacdo a microbiologia de EPS e correlagdo com o processo de desaguamento.
Estudos correlacionaram o aprimoramento do desaguamento com alteracdes na diversidade e
composicdo de EPS (ZHOU et al. 2014), no entanto, a influéncia de microrganismos nessas
alteracdes, tanto na geracdo e reducdo de EPS e suas fracGes sollveis e ligadas, quanto no
conteddo de proteinas, carboidratos e outras substancias himicas, ainda ndo sdo completamente
compreendidos. Uma revisdo de literatura compilando e sistematizando esses aspectos
microbioldgicos do EPS torna-se especialmente relevante para o avanco das pesquisas em
desaguamento de lodo por biolixiviagéo.

Portanto, o objetivo desta revisdo bibliogréfica foi investigar a producao cientifica dos
ultimos doze anos a respeito da influéncia da microbiologia de EPS no desaguamento do lodo
de esgoto durante o processo de biolixiviacdo. Os objetivos especificos foram: (i) elucidar a
influéncia das fracbes de EPS no desaguamento do lodo; (ii) identificar os principais
microrganismos envolvidos na geracdo de EPS; (iii) identificar os principais microrganismos
envolvidos na remocao de EPS durante a biolixiviagdo; e (iv) orientar perspectivas futuras de
pesquisa sobre melhorias no uso de biolixiviagdo para desaguamento de lodo de esgoto.

A revisdo da literatura incluida neste trabalho contribui com o entendimento dos
aspectos microbiolégicos do desaguamento, uma vez que mudancas na comunidade
microbiana, teor de agua ligada e teor de EPS do lodo foram identificados como os fatores
dominantes (taxas de contribuicdo mais altas) para o desaguamento durante o processo de
biolixiviacdo (HUO et al. 2014). A compreensdo desses aspectos microbiologicos fornece
informac0es Uteis para aprimorar as pesquisas sobre a aplicacdo da biolixiviagdo no tratamento
de lodo de esgoto, bem como contribui com possiveis direcionamentos para o desenvolvimento

de pesquisas nessa area.
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1.2 METODOLOGIA DE REVISAO BIBLIOGRAFICA

Esta revisdo foi escrita com base em uma pesquisa bibliografica aprofundada e reviséo
de artigos de periddicos usando os bancos de dados Scopus, Web of Science e Science Direct,
concatenando as palavras-chave “Sludge AND Dewatering AND Extracellular Polymeric
Substances AND Bioleaching”. O horizonte temporal para a selecdo dos artigos foram os
altimos 14 anos (2010 a 2024), periodo em que houve um aumento significativo no nimero de
artigos publicados (Figura 1.1). Do total de artigos obtidos na busca, 57,5% das publicacdes
sobre o tema foram dos ultimos 5 anos do periodo analisado (2020 a 2024).

Na pesquisa, foram obtidos 173 artigos, mas 20 foram descartados por duplicidade entre
as bases de dados. Os 153 artigos restantes foram cuidadosamente analisados e as informacoes
sobre o desaguamento do lodo durante o processo de biolixiviacdo foram sistematizadas e
discutidas nesta revisdo. Alem disso, foi realizada uma investigacéo sobre a influéncia de EPS
e suas fragdes no desaguamento do lodo e dos microrganismos envolvidos na sua geracao, bem
como na sua remogdo via biolixiviacdo. Artigos adicionais, ndo necessariamente incluidos no
horizonte temporal, foram utilizados para consolidar conceitos tedricos ou temas de especial

relevancia.

Figura 1.1. Namero de publicacOes sobre o tema nos Gltimos catorze anos. Bancos de dados
Scopus, Web of Science e Science Direct
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Fonte: Autor (2024).
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1.3. MECANISMOS DE DESAGUAMENTO DE LODO

A é4gua nos flocos de lodo pode ser encontrada em trés situacdes conforme a Figura 1.2:
(i) forma moderadamente mdvel, que representa 65 a 85% do teor total de agua do lodo,
podendo ser definida como a fase com menor influéncia da fase solida e pode ser parcialmente
separado por tecnologias mecanicas; (ii) agua vicinal, que representa de 10 a 25% do teor total
de agua, e € definida como agua aderida a fase solida por capilaridade; finalmente, (iii) agua
intersticial, definida como a &gua de ligagdo interna, retida no floco de lodo que representa
apenas cerca de 10% do teor total de &gua do lodo e é dificil de remover mecanicamente (CAO
et al. 2021). As abordagens exploradas na literatura referem-se a conversao de agua vicinal e
intersticial, integradas ao lodo por ligacBes quimicas ou forcas capilares, em &gua
moderadamente movel (YANG et al. 2020; WANG et al. 2021).

Figura 1.2. Distribui¢do de agua em flocos de lodo

Agua intersticial

m
Ol s
Agua
Moderadamente : Célula & -
movel . Microbiana (o) W OQ
4 s
oM Agua
‘ vicinal

Fonte: Autor (2023).

O desaguamento do lodo de esgoto é funcdo de diversos fatores fisicos, quimicos e
bioldgicos, incluindo morfologia, tamanho e carga superficial das particulas do lodo, pH,
potencial zeta, hidrofobicidade e presenca/estrutura/composi¢ao/microbiologia de EPS (DAI et
al. 2018).
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A viscosidade é um fator reoldgico que reflete a retencdo de dgua e a estabilidade dos
flocos de lodo. Tem correlacdo com o tamanho das particulas, pois uma maior proporcao de
particulas finas no lodo resulta em maior viscosidade, maior SRF e, consequentemente, menor
desempenho de desaguamento (CAO et al. 2021). LIU et al. (2022) identificaram uma
correlagéo positiva significativa entre viscosidade e desempenho de desaguamento (coeficiente
de Pearson > 0,9898, p-valor < 0,05). LIN et al. (2022) correlacionam a viscosidade do lodo
com o teor de EPS na célula, com a diminuicdo da viscosidade decorrente da desintegracéo e
quebra de EPS.

A carga superficial dos flocos de lodo é geralmente caracterizada pelo potencial zeta,
gue expressa a magnitude da repulsdo ou atracdo eletrostatica entre as particulas. Quanto mais
forte for a carga negativa do lodo, mais estaveis sao os flocos e mais dificil é a floculacdo e o
desaguamento. Flocos de lodo tém uma carga de superficie negativa e um potencial zeta entre
-30 e -10 m - V, entdo a neutralizacdo de carga € uma das abordagens de condicionamento de
lodo (CAO et al. 2021). O condicionamento quimico pode neutralizar a carga na superficie do
lodo adicionando produtos quimicos, como floculantes ou coagulantes, que adsorvem na
superficie as particulas negativas do lodo, desestabilizando o sistema e promovendo a
agregacdo dos flocos. No entanto, existe uma extensdo de floculagdo ideal para melhorar o
desaguamento, que depende do pH da solugéo, pois apds o ponto isoelétrico ser atingido (carga
elétrica liquida igual a zero) ocorre a reversdo da carga superficial e quebra do agregado de
floco de lodo (HYRYCZ et al. 2022).

Como o mecanismo de desaguamento por floculagdo se baseia em alterar a carga
superficial das particulas e promover a agregacdo dos flocos de lodo, ele se restringe ao
desaguamento predominantemente de agua moderadamente movel, sendo que para um
desaguamento mais completo é necessario liberar a dgua vicinal e intersticial, para os quais o
contetdo EPS tem especial relevancia.

A natureza quimica da matriz de EPS também é complexa e extremamente diversa
devido a forma e concentracdo de carboidratos, proteinas, &cidos nucléicos, lipidios e
substancias humicas, que por sua vez diferem pela composi¢do de monossacarideos, carga,
ligacdes entre unidades monoméricas, presenca de cadeias laterais repetidas, comprimento e
frequéncia de ramificacdo da fragdo de mondmero, e esses fatores sao cruciais na determinacgéo
das caracteristicas das macromoléculas de EPS e do potencial de desaguamento (SHUKLA et
al. 2019). Portanto, o teor de EPS também influencia a carga superficial, o potencial zeta e a

estabilidade dos flocos de lodo, aumentando a dificuldade de desaguamento mecanico.
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Os microrganismos podem liberar EPS por varios fatores que governam o metabolismo
microbiano, devido a lise celular ou secre¢cdo como uma reacdo ao ambiente externo, por
exemplo, mudancgas no pH, presenca de metais ou outras substancias toxicas, ou um simples
mecanismo de protecdo contra perda de agua e ressecamento celular. Dentre as diversas
macromoléculas que compdem EPS, sabe-se que as proteinas tém papel de destaque em relacao
aos polissacarideos e as substancias humicas, pois seu carater hidrofilico (afinidade pela agua)
dificulta os processos de desaguamento (SHAO et al. 2009; DAI et al. 2018). Além disso,
existem proteinas estruturais em EPS que atuam como pontes entre a superficie extracelular e
a superficie bacteriana (FLEMMING & WINGENDER, 2010). No estudo de YU et al. (2018),
as correlacdes entre as composicGes das fracBes de EPS e o desempenho de desaguamento do
lodo foram avaliadas e revelaram que o CST foi significativamente correlacionado com o teor
de proteina EPS (coeficiente de Pearson > 0,72; p-valor <0,01). O estudo aponta que a proteina
de EPS tem papel decisivo no desaguamento do lodo devido a sua alta hidrofilicidade, que afeta
negativamente o desaguamento. No entanto, os resultados foram baseados em CST empiricos
e métodos colorimétricos (método de Lowry para determinacdo de proteinas e método de
fenolsulfoacido para determinacdo de polissacarideos), que ndo fornecem precisdao adequada,
especialmente em relacdo a composi¢oes especificas de EPS.

No processo de desaguamento, destacam-se dois mecanismos de ligacdo das moléculas
de 4gua na matriz de EPS, a saber: (i) interacGes eletrostaticas entre os dipolos permanentes da
molécula de &4gua e os grupos funcionais de EPS; e (ii) ligacdes quimicas do tipo ligacdo de
hidrogénio entre moléculas de agua e grupos hidroxila do EPS (NEYENS et al. 2004). Muitos
métodos foram explorados na literatura para desaguamento do lodo usando diferentes
abordagens, fisicas, quimicas e biologicas (Tabela 1.1), no entanto, a maior dificuldade relatada
foi o rompimento da agua fortemente ligada em EPS, que € o desafio atual para a desaguamento
efetivo do lodo de esgoto. Além disso, os diferentes métodos apresentam importantes vantagens
e limitagcbes, que devem ser cuidadosamente avaliadas considerando a aplicagdo do
desaguamento em larga escala, com viabilidade econdmica e sustentabilidade ambiental.

Os metodos fisicos de tratamento de lodo incluem tratamento mecanico (COLIN &
GAZBAR 1995; LO et al. 2001), tratamento térmico (WANG et al. 2017; ZHANG & YAO
2022), tratamento de ultrassom (MOBARAKI et al. 2018; LIPPERT et al. 2020) e tratamento
elétrico (MAHMOUD et al. 2016; LI et al. 2022a; ZHANG et al. 2022a). O tratamento
mecanico, que inclui tecnologias como centrifuga e filtro prensa, embora amplamente utilizado

em estacOes de tratamento, apresenta ineficiéncia na remocdo da agua vicinal e intersticial,
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limitando as possibilidades de reutilizag&o posterior do lodo (RAO et al. 2017; LI et al. 2018;
RAO et al. 2022). Assim, ha a necessidade de aprimorar as técnicas de desaguamento de lodo.

Técnicas de ultrassom, térmica e elétrica podem ser aplicadas como metodos
complementares ao desaguamento mecanico, e embora estudos indiquem eficiéncia de
desaguamento (MA et al. 2021; GAO et al. 2021), essas tecnologias requerem equipamentos
especializados, consumo de energia e consequentemente maiores custos de implementacédo e
operacdo (ZHANG et al. 2022a; RAO et al. 2022).

A maioria das técnicas de condicionamento quimico baseia-se em melhorar a
floculacéo, alterando a carga dos flocos de lodo e, para isso, requer a adicdo de produtos
quimicos como acidos/bases (YANG et al. 2013; GE et al. 2019; HAKEEM et al. 2020; HE et
al. 2022) e floculantes ou coagulantes (XIONG et al. 2018; JIANG et al. 2021). Inicialmente
sais metalicos de ferro e aluminio eram amplamente utilizados em ETE para tratamento de lodo,
mas o alto consumo de produtos quimicos e riscos relacionados a subprodutos tem direcionado
as pesquisas na busca por alternativas mais eficientes, econémicas e sustentaveis. Entre 0s
floculantes sintéticos, as poliacrilamidas sdo amplamente utilizadas, mas ainda existem
controvérsias quanto a toxicidade e aos riscos ambientais secundarios devido aos subprodutos
de sua degradacdo (HYRYCZ et al. 2022). Os coagulantes inorganicos podem restringir a
reciclagem do lodo para aplicacdo em solo agricola, pois a introducdo de grandes quantidades
de cations metalicos, como AI** e Fe3*, e Anions inorganicos, como so3~ e CI~, podem aumentar
a salinidade (CAO et al. 2021).

A pesquisa também aponta para o uso de condicionadores compostos para
desaguamento profundo de lodo, incluindo surfactantes, &cidos e floculantes (HE et al. 2022).
Polimeros organicos, como Cloreto de Polidimetildialilaménio (PDMD) tém uma funcéo de
floculacdo ao neutralizar a carga de lodo e foi relatado que o PDMD combinado com acido
tanico (TA, do inglés Tanic acid) melhorou o desempenho de desaguamento devido a
capacidade do TA de precipitar proteinas (LIU et al. 2022). No entanto, sdo necessarios mais
estudos sobre 0s possiveis efeitos colaterais dos condicionadores combinados, principalmente
quando o objetivo € a reciclagem via aplicacdo de lodo em terras agricolas, o que afetara
diretamente a saude humana.

Ainda, na categoria de processos de desaguamento quimico, os Processos Oxidativos
Avancados (AOP, do inglés Advanced Oxidative Process) foram descritos na literatura como
bastante eficientes e promissores. O principio de acdo do AOP é a producéo de radicais livres
com forte efeito oxidante, como perdxido de hidrogénio (H207), persulfato, ferrato,

permanganato e ozonio (Oz), que podem oxidar proteinas, polissacarideos e lipidios de EPS a



33

substancias organicas sollveis, resultando na quebra do EPS e promovendo um efeito de
desaguamento significativo (HE et al. 2015; MO et al. 2015; GUAN et al. 2018; LIN et al.
2022). Além disso, os AOP também foram amplamente utilizados para a degradacdo de
poluentes, ions metélicos podem ser transformados em um estado livre, compostos organicos
persistentes e substancias hormonais podem ser degradados com eficiéncia (RODRIGUEZ et
al. 2011, VILLEGAS-GUZMAN et al. 2017; SGROI et al. 2021). As limitacbes dos AOP
consistem na necessidade de dosagem de produtos quimicos para geracao de radicais livres e
controle do pH, o que pode resultar em riscos ambientais secundarios. Outra limitacdo para a
aplicacdo do processo em larga escala ¢ a necessidade de combinar o AOP com alguns
processos adicionais de desaguamento por limita¢6es da sua influéncia na agua moderadamente
movel (LIN et al. 2022).

Os AOP também podem ser combinados com processos fisico-quimicos de
desaguamento para potencializar a geracao de radicais oxidantes, bem como reduzir a dosagem
de reagentes por meio de fontes auxiliares de energia (calor, eletricidade, magnetismo).
Ultrassom pode contribuir para a ativacdo de H2O: para produzir OH" no processo Fenton,
promovendo economia de Fe** e H,0; e tempo de reacdo (JIANG et al. 2014). O método de
Fenton combinado com um processo eletroquimico pode acelerar a ruptura dos flocos de lodo,
reduzindo o tempo de reacdo (MASIHI & GHOLIKANDI 2018). No entanto, o uso de métodos
combinados deve considerar ndo apenas a maximizacdo do desaguamento, mas também as
consequéncias técnicas, econdmicas e ambientais.

Em geral, os métodos de desaguamento que dependem da dosagem de produtos
quimicos limitam sua aplicacdo em larga escala, devido ao custo e complexidade operacional,
além dos problemas ambientais associados devido aos riscos de poluicdo secundaria. Nesse
aspecto, 0s processos biologicos podem ser apontados como uma alternativa mais sustentavel,
de menor custo e ecologicamente amigavel, permitindo uma reciclagem mais segura do lodo,
inclusive para fins agricolas.

O desaguamento enzimatico do lodo tem principio de acdo semelhante aos processos
oxidativos, promovendo a ruptura de EPS e liberando agua intersticial, com a vantagem de
exigir uma dosagem menor que os AOP, possuindo biodegradabilidade, ndo toxicidade e,
portanto, menores riscos ambientais de geracao de poluentes secundarios (WU et al. 2020). As
limitagdes consistem principalmente na necessidade de mais estudos para identificar as enzimas
apropriadas para diferentes tipos de lodo, que possuem composicdes diversas e complexas, bem
como para melhorar as condi¢des de reacdo para futuras aplicacfes em larga escala (CHEN et
al. 2015; LU et al. 2011).
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O processo de biolixiviacdo é bem conhecido na literatura como uma forma eficiente de
tratar metais, inclusive em lodo de esgoto (GUPTA & DIWAN 2017; XU et al. 2017; GENG
et al. 2020; ZHANG et al. 2022b), mas estudos apontam potencial simultaneo de melhoria no
desaguamento (KURADE et al. 2014; ZHANG et al. 2018; YANG et al. 2020). Além disso, 0
custo operacional da biolixiviacdo € menor em relagdo aos AOP, devido a possibilidade de
acidificacdo e oxidacdo do lodo com produtos quimicos comuns e mais baratos, como por
exemplo FeSO4 - 7H20 e So (LU et al. 2021). No entanto, a aplicagdo em maior escala da
biolixiviacdo ainda é limitada pela velocidade de reacdo e instabilidade no efeito da
biolixiviagdo, mas isso pode ser melhorado com mais estudos sobre os mecanismos de
desaguamento e conhecimento sobre as alteracBes nas comunidades microbianas durante a
biolixiviacéo.

A biolixiviacdo também é explorada em combinacdo com outras estratégias de
desaguamento, como ultrassom (HUANG et al. 2020), processos eletroquimicos (XIAO et al.
2019) e AOP, como processos do tipo Fenton (ZHU et al. 2013; LIU et al. 2015; FONTMORIN
& SILLANPAA 2015; MOHAMMADI et al. 2017).

Cavitago ultrassdnica de baixa densidade (0,018 W - mL™) e tempo de exposi¢ao curto
(8 segundos) aplicada como pré-tratamento da biolixiviacdo apresentou alteracbes na
diversidade microbiana, melhoria no desaguamento, redu¢do da SRF em 7,59% e reducdo no
tempo de reacdo em 12,5%, que consiste na principal limitacdo da biolixiviacdo aplicada como
tratamento dnico (HUANG et al. 2020). A hipdtese deste estudo foi que o tratamento
ultrassénico acelerou as células bacterianas, tornando-as mais afetadas pela bioacidificacédo e
bio-oxidacao.

XIAO et al. (2019) aplicaram um pré-tratamento eletroquimico para acelerar o processo
de acidificacdo do lodo durante a biolixiviacao e concluiram que 5 min de eletrdlise (20 Volts)
seguido de 12 horas de biolixiviacdo pode ser o tempo ideal para melhorar o desaguamento do
lodo, condigOes nas quais se obteve uma reducdo de 67,3% na CST. Além disso, analises de
diversidade microbiana indicaram Acidocella, Nitrospira, Alicyclobacillus e Rhodanobacter
como 0s géneros bacterianos dominantes no tratamento. Thiobacterales, enriquecido pelo
tratamento combinado, foi um potencializador na conversao de enxofre em &cido sulfdrico,
reducdo do pH, carga de neutralizacdo e melhoria do desaguamento.

A biolixiviacdo utilizada como pré-tratamento para reacdo do tipo Fenton foi
investigada em alguns estudos, uma vez que a biolixiviagéo reduz o pH do lodo para uma faixa
proxima ao ideal para a reacao do tipo Fenton. ZHU et al. (2013) identificaram uma reducao no

pH do lodo de 6,95 para 2,5 ap6s 5 dias de biolixiviacéo, e nessas condi¢des houve uma reducao
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de mais de 50% dos metais presentes no lodo. Apo6s a biolixiviagao, o lodo foi submetido a uma
reagdo do tipo Fenton com 5 g - L™ de H,SO4 e a remoc&o do metal foi mais eficaz do que a
biolixiviacdo como tratamento Unico por 15 dias. Em LIU et al. (2015), a mesma reducéo de
pH foi obtida em 2 dias de biolixiviacdo e o desaguamento pelo processo combinado (SRF de
3,75 x 108 s2- g1) foi maior do que o desaguamento do lodo pelo processo Fenton simples (SRF
de 4,26 x 10°s?- g?).

Em um estudo semelhante, biolixiviacdo seguida de reacdo de Fenton, resultou em
elevado desaguamento do lodo (6 dias de tempo de biolixiviagéo e reagédo do tipo Fenton com
a adicdo de 36 m-M, 180 m-M e 360 m-M de H»0>). Neste estudo, foi demonstrado que a
melhoria no desaguamento ndo foi diretamente proporcional ao aumento na concentracao de
H202 (FONTMORIN et al. 2015). Em MOHAMMADI et al., 0s processos combinados
permitiram uma menor dose de H,O, e Fe?" para melhoria do desaguamento. Com baixas
concentragdes de H20, (1g - L) e Fe?* (2 g - L) obtiveram resultados semelhantes de remogéo
de materiais organicos e sélidos suspensos em comparacdo com 0 processo Fenton como
tratamento inico (MOHAMMADI et al. 2017).

Portanto, a dosagem de H>0; é uma importante limitacdo do processo Fenton, que pode
ser minimizada com o pré-tratamento de biolixiviagdo. Porém, para o tratamento de maiores
quantidades de lodo em larga escala, a dosagem de agentes quimicos aumentarad
consideravelmente e consequentemente o custo de operacdo e possiveis impactos ambientais

adversos.
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Tabela 1.1. Vantagens e desvantagens das principais categorias de tecnologias para desaguamento de lodo de esgoto

Categoria Técnica

Vantagens

Limitacdes

Referéncias

Mecanica
Ultrassom

L. Térmica
Fisico

Elétrica

Coagulacao/Floculacio

Quimico Acido/Base

AOP

Biolixiviacdo

Biol6gico

Enzimatico

Eficiéncia na remogdo da 4gua
moderadamente movel
Desintegracdo dos flocos coloidais,
ruptura de EPS, e liberacdo de agua.
Desintegragdo dos flocos coloidais,
ruptura de EPS, e liberacdo de agua.

Eletroforese, eletromigragéo,

eletrosmose, eletrdlise. Acédo de
degradacdo de poluentes.

Agregacdo dos flocos de lodo.

Regulagdo da carga superficial, ruptura
de EPS e liberagdo de agua.

Ruptura de EPS e liberacéo de agua.
Acdo de degradacédo de poluentes.

Tratamento de metais simultaneamente
ao desaguamento.

Ruptura de EPS

Ineficiente na remocdo de dgua vicinal e
intersticial e no consumo de energia.
Equipamentos especializados, dificuldade de
ampliacdo e consumo de energia.
Equipamentos especializados e consumo de
energia.

Equipamento especializado, corroséo de
eletrodos e consumo de energia.

Dosagem de produtos quimicos e riscos
ambientais secundarios. Ineficiente na remocéo
de agua intersticial.

Equipamentos anticorrosivos, dosagem de
produtos quimicos e riscos ambientais
secundarios (corrosdo e toxicidade bioldgica).
Dosagem quimica complexa em varias etapas,
controle de pH e riscos ambientais secundarios
(corrosdo, persulfato téxico, residuos de cloro).

Inoculacdo e tempo de reacdo. Aplicacdo em
desaguamento em fase de estudo.

Controle de temperatura e pH, dosagem de
produtos quimicos. Aplicacdo em
desaguamento em fase de estudo.

COLIN & GAZBAR
(1995); LO et al. (2001)
MOBARAKI et al. (2018);
LIPPERT et al. (2020)
WANG et al. (2017);
ZHANG & YAO (2022)
MAHMOUD et al. (2010);
MAHMOUD et al. (2011);
MAHMOUD et al. (2016);
LI et al. (2022); ZHANG
etal. (2022)
XIONG et al. (2018);
JIANG et al. (2021);
HYRYCZ et al. (2022)
YANG et al. (2013); GE et
al. (2019); HAKEEM et al.
(2020); HE et al. (2022)
HE et al. (2015); MO et al.
(2015); GUAN et al.
(2018); LIN et al. (2022)
KURADE et al. (2016);
LU etal. (2019); YANG et
al. (2020)

CHEN et al. (2015); LU et
al. (2011); Wu et al. 2020

Fonte: Autor (2023).
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1.4. PARAMETROS DE MENSURACAO DO DESAGUAMENTO DE LODO

CST, TTF e SRF sdo os parametros frequentemente utilizados para mensurar o
desaguamento de lodo de esgoto em pesquisas em escala laboratorial, porém sdo métodos
empiricos que requerem maior precisdo (WEI et al. 2018; WU et al. 2020). Comparado com 0
TTF e 0 SRF, o CST pode ser apontado como uma metodologia mais simples e econémica,
pois, diferentemente dos outros métodos citados, ndo requer fonte externa de pressao ou sucgao.
O teste de Filtracdo por Célula de Compressdo (FCC, do inglés Filtration Compression Cell)
pode ser apontado como um método aprimorado, comparado ao CST e SRF, para avaliar o
desaguamento em escala laboratorial, porém, ainda existem limitagdes devido a variabilidade
no tamanho, forma e composicao das particulas do lodo. (WEI et al. 2018).

A extracdo de EPS também é amplamente utilizada para medir o desempenho do
desaguamento, principalmente por meio da liberacdo do teor de agua ligada. Os métodos de
extracdo comumente aplicados incluem processos fisicos de extragdo, como centrifugacao,
ultrassom ou aquecimento, que promovem a separacao de EPS soluvel e fracamente ligado, e
processos quimicos, como resina de troca idnica, acido Etilenodiaminotetracético (EDTA) ou
HCHO/NaOH, para a separacdo do EPS fortemente ligado as células (CAO et al. 2021). Ap6s
a extracdo do EPS, analises adicionais podem ser necessarias para avaliar quantitativamente o
teor de proteinas, polissacarideos e substancias hdmicas, que geralmente sdo medidos por
métodos colorimétricos (Kjeldahl, Biureto, Lowry, &cido bicinconinico (BCA), Bradford,
antrona, fenol-sulfarico, entre outros), cujos resultados podem ser subestimados ou
superestimados em &guas residuérias (WEI et al. 2018).

A espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS, do inglés X-ray photoelectron
spectroscopy) e a espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR, do
inglés Fourier-transform infrared spectroscopy) podem ser usadas para identificar grupos
funcionais em EPS e relaciona-los em funcdo do desaguamento. No entanto, um método mais
sensivel para identificar as fracdes e componentes do EPS € a Espectroscopia de Fluorescéncia
de Matriz de Excitagdo/Emissdo Tridimensional (3D-EEM, do inglés Three-dimensional
excitation emission matrix), que permite a divisdo do espectro 3D-EEM em regides de
fluorescéncia de compostos como compostos aromaticos, proteinas, compostos do tipo acido
falvico, tirosina/triptofano e acidos humicos (WU et al. 2020; LI et al. 2022b). LI et al.

identificaram a partir do 3D-EEM que a posicdo de certos tipos de proteinas na fracdo
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fortemente ligada de EPS pode contribuir para melhorar o desaguamento do lodo (LI et al.
2022h).

A protedmica também tem sido explorada em estudos de EPS, principalmente na
caracterizagdo de processos microbioldgicos relacionados a proteinas extracelulares (ZHANG
et al. 2015b, WU et al. 2020). Estudos de proteémica ja identificaram que importantes funcoes
moleculares estdo relacionadas a atividades ligantes, por exemplo, proteinas ligantes aniénicas
possuem maior quantidade de grupos funcionais amino livres em comparacdo com proteinas
ligantes catidnicas, e tais caracteristicas podem resultar em maiores interacbes com outros
cations, favorecendo a biofloculagdo (HU et al. 2020). No entanto, ainda existem limitacGes
relacionadas aos procedimentos de extracdo de EPS e purificacdo de proteinas, para as quais
WU et al. propbem o desenvolvimento de técnicas de microscopia e espectrofotometria
juntamente com gendmica, protebmica e glicomica (WU et al. 2020).

Outro aspecto importante que deve ser considerado em relacdo a EPS é a sua
variabilidade no tipo de lodo e tratamento, que pode fornecer resultados muito diferentes em
termos de composicéo e fracbes de EPS e, consequentemente, desempenho de desaguamento.
Além disso, pesquisas ainda precisam elucidar aspectos microscopicos, estruturais e
microbioldgicos de EPS, que possam explicar os mecanismos relacionados ao desaguamento
do lodo, podendo minimizar interferéncias como a variabilidade na composicéo e fracdes de
EPS no lodo.

1.5. MICROBIOLOGIA DA BIOLIXIVIACAO

Os grupos de microrganismos que obtém energia de compostos quimicos sao
quimiolitotroficos e quimioautotroficos. Quimiolitotréficos sdo procariotos acidofilos que
utilizam compostos inorganicos, principalmente ferro (Fe?*) e/ou enxofre reduzido (Ss, S:03™,
H>S e polissulfeto), como fontes de energia. Além disso, podem ser classificados, de acordo
com a temperatura ideal de crescimento, em mesofilicos e moderadamente termofilicos (que
incluem principalmente bactérias) e termofilicos (incluindo arqueias) (SRICHANDAN et al.,
2019). Na estabilizacdo do metal, ha oxidagdo de Fe®* a Fe* e reducdo de enxofre a é&cido
sulfarico, H.SO4 (DENG et al. 2013; YANG et al. 2016; XU et al. 2017). Esses microrganismos
encontram-se distribuidos nos filos: (i) a-f-y-Proteobacteria, o maior filo de bactérias gram-
negativas, cujos principais representantes na biolixiviacdo sdo Acidithiobacillus, Acidiphilium,
Acidiferrobacter e Ferrovum; (ii) Nitrospirae, também um filo de bactérias gram-negativas;

(iit) Firmicutes, cuja maioria possui parede celular gram-positiva, e 0s principais representantes
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na biolixiviagdo sdo Alicyclobacillus e Sulfobacillus; e (iv) Actinobacteria, um filo de bactérias
gram-positivas, no qual Ferrimicrobium, Acidimicrobium e Ferrithrix sdo os representantes na
biolixiviacdo. Entre archaea, representantes de biolixiviagdo sdo encontrados nos filos
Crenarchaeota (Sulfolobus, Acidianus, Metallosphaera e Sulfurisphaera), embora dois
oxidantes acidofilicos Fe?* sejam encontrados em Euryarchaeota (Ferroplasma acidiphilum e
Ferroplasma acidarmanus) (FONTI et al. 2016). Em estudos de biolixiviacdo em lodo de
esgoto, os microrganismos acidofilos mais citados no processo de biolixiviacdo sao
Acidithiobacillus thiooxidans e Acidithiobacillus ferrooxidans.

Na biolixiviagdo, a parede celular microbiana, mais especificamente a camada de EPS,
atua como agente tensoativo, pois possui polissacarideos, lipidios e proteinas, e os diversos
grupos funcionais, como carboxilato, hidroxila, amino e fosfato, que pode se ligar a metais
(GONG et al. 2018). A estabilizacdo de metais pode ocorrer por contato ou ndo contato entre
microrganismos e metais.

No processo de biolixiviacdo por contato mediado por EPS, o complexo Fe3* 4cido
glicurdnico recebe um elétron do metal com o qual estd em contato, reduzindo o Fe®* a Fe?*,
que é entdo difundido em direcdo & membrana bacteriana externa, onde é oxidado a Fe®*,
catalisada por citocromo (Cyc2) e/ou citocromo periplasmatico (Cycl) seguido por citocromo
oxidase (Cox) (TAO & DONGWEI 2014; SRICHANDAN et al. 2019; GENG et al. 2020).
Ap0s extracOes sucessivas de elétrons do metal, a porcdo de enxofre e 0 metal séo liberados
como tiossulfato (S.503~) e cation metalico (Fe?*) (SRICHANDAN et al. 2019). No mecanismo
sem contato ocorre a oxidacio de Fe?" e enxofre (presente em solucdo e liberado pelo
mecanismo de contato) em Fe3* e &cido sulfarico, que oxidam o metal (GENG et al. 2020)
(Figura 1.3).
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Figura 1.3. Mecanismos de biolixiviacdo mediados por EPS

Célula
Microbiana

Célula

Microbiana

Fonte: Autor (2023).

Além de bactérias e archaea, alguns fungos, como Aspergillus niger, Penicillium
simplicissimum, Penicillium chrysogenum e Penicillium purpurogenum, também apresentam
potencial para biolixiviacdo por meio da producdo de metabolitos de baixo peso molecular,
como os &cidos citrico, piravico, oxalico e gluconico. A biolixiviagdo fungica ocorre via
solubilizacdo de metais e formacao de complexos solUveis em &gua ou por adsor¢do mediada
por grupos funcionais em suas paredes celulares, como grupos carboxila, carbonila, amina,
amida, hidroxila e fosfato (FONTI et al. 2016; XU et al. 2017; SRICHANDAN et al. 2019).

Estudos mostram que algumas caracteristicas do esgoto podem inibir o crescimento de
bactérias aciddfilas e afetar negativamente o processo de biolixiviacdo, como a presenca de
acidos organicos e matéria organica dissolvida (ZHOU et al. 2013). Assim, pesquisas recentes
demonstram que a coinoculacdo de bactérias aciddfilas quimioautotréficas com
microrganismos quimiorganotréficos tolerantes a &cidos pode ser uma alternativa para esse
problema, pois estabelece uma relagdo mutualistica devido a capacidade desses organismos de
metabolizar compostos organicos como fonte de energia e carbono e também para produzir
biossurfactantes que podem até melhorar o processo de biolixiviagdo (BANAT et al. 2010;
ZHENG et al. 2016a; UYSAL e CELIK 2019).



41

Cepas de leveduras tolerantes a &cidos que produzem biossurfactantes, incluindo
Meyerozyma guilliermondii - sophorolipids (CAMARGO et al. 2018) e Rhodotorula
mucilaginosa - glicoproteinas coinoculadas ao processo de biolixiviacdo podem reduzir a
toxicidade da matéria organica dissolvida em espécies de Acidithiobacillus (ZHANG et al.
2018; CAMARGO et al. 2018).

Os resultados da biolixiviacdo de metais relatados na literatura apontam para uma alta
eficiéncia em relacéo aos processos de lixiviagao, envolvendo principalmente metais como Cu
(34-100%), Cr (18-80%), Cd (18-69%), Pb (10-58%), Mn (58-99%), Ni (42-100%) e Zn (38-
100%), cujas eficiéncias podem chegar a 100% para alguns metais (KIM et al. 2005; PATHAK
et al. 2009; XU et al. 2017).

1.6. BIOLIXIVIACAO E POTENCIAL SIMULTANEO DE DESAGUAMENTO

Além da conhecida alta eficiéncia da biolixiviacdo de metais, esse processo também
ganhou destaque inovador na ultima década por apresentar potencial simultaneo de
desaguamento de lodo (MARCHENKO et al. 2018; LU et al. 2021). Em comparagdo com
outros métodos fisicos e quimicos, AOP e biolixiviacdo foram descritos como as tecnologias
mais promissoras em termos de eficiéncia de desaguamento de lodo (LIU et al. 2012; WU et al.
2020). No entanto, o AOP tem custos operacionais mais elevados devido a necessidade de
adicdo de oxidantes e pre-acidificacdo com acidos inorganicos, enquanto a biolixiviacdo ndo
requer produtos quimicos complexos e atinge a acidificacdo por meio de microrganismos (LU
et al. 2021).

Assim como na biolixiviacdo de metais, A. ferrooxidans e A. thiooxidans também se
destacam no processo de desaguamento, pois os biofloculantes gerados podem reduzir o teor
de EPS do lodo, liberando agua ligada (HUO et al. 2014; KURADE et al. 2016).

A coinoculagédo de A. thiooxidans e A. ferrooxidans resultou em melhor desaguamento
do lodo durante o processo de biolixiviagdo, conforme observado por uma redugdo no CST de
48,9s para 10s apos a biolixiviagdo. O pH étimo identificado para desaguamento foi entre 2,4
e 2,7. No entanto, embora tenha conseguido atingir uma faixa de pH adequada, atingiu CST
abaixo dos 20s em pH <2,5, ou seja, antes mesmo de atingir as condicOes de biolixivia¢do (L1U
et al. 2012).

Biofloculante produzido por A. ferrooxidans foi comparado com polimeros comerciais
de poliacrilamida usuais em desaguamento quimico de lodos. Os resultados demonstraram

melhor desaguamento usando o biofloculante, com redugGes no CST e SRF do lodo de 92 e
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91%, respectivamente, em comparacdo com reducfes de 89 e 72% usando o polimero de
poliacrilamida. Aléem de um aumento no poder calorifico de 18 e 27% com polimero e
biofloculante, respectivamente. Esses resultados foram atribuidos a uma forte afinidade entre
EPS e os ions de ferro do biofloculante, levando a neutralizacdo de sua carga e agregacao de
flocos de lodo (KURADE et al. 2014). A biolixiviagdo com A. ferrooxidans foi comparada com
a adicio separada de acido sulfurico e Fe?" e identificaram que estd adi¢io ndo resultou em
reducdo significativa da EPS do lodo, indicando que a acidificacdo quimica nao foi decisiva
para melhoria do desaguamento. Com a biolixivia¢do, observaram uma redugdo consideravel
no teor de EPS e uma reducdo de proteinas e polissacarideos em 97% e 76%, respectivamente.
Esses resultados foram atribuidos a alteragdes na comunidade microbiana do lodo biolixiviado
(L1U et al. 2016).

O processo de biolixiviacdo em duas fases foi comparado com a biolixiviacdo em fase
Unica, assumindo que a sinergia microbioldgica é interrompida em algum ponto do processo de
biolixiviacdo. Na biolixiviacdo em duas fases, observaram que o processo foi reduzido para 4
dias, em comparacdo com os 7 dias da biolixiviagdo em fase Unica e houve um aumento nas
taxas de remocao de metal em 11,06 - 15,04%, 4,45 - 11, 03%, 17,98 - 23,46% e 7,20 - 9,28%
para Cd, Cr, Cu e Ni, respectivamente, o que pode estar relacionado ao aumento da abundancia
de Acidithiobacillus spp. Além disso, houve melhoria no desaguamento do lodo, com reducGes
de 25,0 - 33,3% no SRF e 14,2% no CST, correlacionada a valores de pH mais baixos, potencial
zeta mais proximo do neutro (ph~7) e teor reduzido de matéria organica dissolvida em

biolixiviacdo de duas fases (LU et al. 2021).

1.7. SUBSTANCIAS POLIMERICAS EXTRACELULARES E MECANISMO DE
DESAGUAMENTO

O teor de EPS representa entre 50-80% da massa do lodo e forma uma estrutura
semelhante a um “gel” envolvendo e impedindo a perda de agua pelo microrganismo, mas
qguando rompido melhora significativamente o potencial de desaguamento (WU et al., 2020;
WANG et al., 2021). Por esta razéo, conhecer o papel de EPS no desaguamento de lodo tornou-
se um tema de grande relevancia.

A composicao de EPS inclui principalmente carboidratos, proteinas, lipidios e pequenas
quantidades de acidos nucleicos e substancias himicas (adsorvidas do ambiente) que conferem
a sua matriz caracteristicas muito especificas, como capacidade de formar biofilmes, adesdo a

superficies, biodegradabilidade, protecdo em ambientes severos, retencdo de agua para
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minimizar a dessecacdo celular, adsor¢do a compostos orgénicos e inorganicos, por exemplo,
metais, e transferéncia de massa através do biofilme (MORE et al., 2014). Pesquisas indicam
que a composicdo quimica de EPS tem proporcdes, como aproximadamente até 60% de
proteinas, 40% a 95% de polissacarideos, até 40% de lipidios, até 10% de DNA e vestigios de
substancias humicas e pequenas moléculas (FLEMMING & WINGENDER, 2010; SHENG et
al. 2010; SHUKLA et al. 2019). Proteinas e carboidratos possuem derivados como
lipopolissacarideos, lipoproteinas e glicoproteinas (SHENG et al., 2010).

No entanto, lodo aerdbio e lodo anaerdébio possuem composicdes de EPS diferentes e
varios estudos indicam que a estabilizacdo do lodo por digestdo anaerdbia deteriora a
capacidade de desaguamento do lodo, pois o lodo digerido possui maiores quantidades de EPS
no lodo e maiores quantidades de acidos himicos (MURUGESAN et al., 2014; WONG et al.,
2016; LIU et al., 2021; CAl et al., 2021). No entanto, estudos demonstram uma correlacédo
negativa entre o teor de EPS e a capacidade de desaguamento do lodo digerido anaerobiamente
(MURUNGESAN et al., 2016; ZHANG et al., 2018; CAl et al., 2021).

Existem diversas discussdes sobre o teor ideal de EPS para desaguamento de lodo, cujo
teor maior ou menor que esse teor ideal acarretaria menor capacidade de desaguamento.
HOUGHTON & STEPHENSON sugerem um teor de EPS de 35 mg/gDM a partir do estudo
de amostras de lodo de seis digestores anaerdbicos em escala laboratorial (HOUGHTON &
STEPHENSON 2002). No entanto, ainda ha necessidade de melhorias nos métodos de extracao
e quantificacdo de EPS para obter um teor ideal mais preciso e elucidar aspectos microscopicos,
estruturais e microbiolégicos.

Polissacarideos hidratados, proteinas e moléculas de DNA caracterizam a
hidrofilicidade das EPS, embora algumas EPS possam apresentar caracteristicas hidrofdbicas,
neste caso relacionadas a presenca de grupos metil e acetil ligados nos polissacarideos (MORE
et al. 2014). Além disso, os grupos carboxila, hidroxila, fosforila e amida presentes na matriz
de EPS permitem sua interagdo com cations metalicos divalentes, estabelecendo uma ligacéo
entre esses cations metalicos e microrganismos, favorecendo o processo de biolixiviacdo por
contato (XU et al. 2019; MOLAEY et al. 2021).

Nas secdes a seguir, serdo apresentados os principais aspectos microbiologicos de EPS,
relacionados tanto com a producdo de EPS por microrganismos, quanto com sua remogao e
consequente melhoria do potencial de desaguamento. Os principais periddicos que abordaram

esses aspectos microbioldgicos foram organizados na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2. Artigos revisados de aspectos microbiol6gicos da produgédo e remogéo de EPS em
lodo

Aspecto Referéncias

Producéio de EPS MORE et al. (2014); SONG et al. (2014); ZHANG et al. (2015);
ZHOU et al. (2017); HUANG et al. (2020); LI et al. (2021).

FLEMMING & WINGENDER (2010); LIU et al. (2012); HUO et al.
(2014); MORE et al. (2014); MURUGESAN et al. (2014); ZHANG et
al. (2015); WONG et al. (2015); LIU et al. (2016); MURUGESAN et
Remocdo de EPS al. (2016); ZHENG et al. (2016b); MOHAMMADI et al. (2017); WU
et al. (2017); SHUKLA et al. (2019); XIAO et al. (2019); HUANG et
al. (2020); CAl etal. (2021); LI et al. (2021).

Fonte: Autor (2023).

1.7.1. Microbiologia da producéo de EPS em lodo

Em sistemas de lodos ativados, os filos dominantes sdo Proteobacteria, Firmicutes e
Bacteroidetes. Bactérias acidofilas podem ser encontradas no filo Proteobacteria, como
Acidithiobacillus, que tém sido amplamente estudadas devido ao seu potencial de biolixiviacéo
(LIetal. 2021). A secrecao de EPS é realizada, tanto por microrganismos procarioticos, quanto
por eucariéticos devido a (i) interagbes com 0 meio em que estdo inseridos; (ii) como resultado
de seu metabolismo (por exemplo, durante o processo de biolixiviagdo de metais); ou (iii) séo
liberados a partir da degradacdo dos préprios microrganismos devido ao metabolismo, a
secrecdo pode ser decorrente de fatores fisicos, quimicos, biologicos e genétipos, como relacéo
carbono/nitrogénio, pH, oxigénio dissolvido e temperatura do ambiente (MORE et al. 2014).

A temperatura pode ser considerada um dos parametros mais importantes que
influenciam a geracdo de EPS. Em baixas temperaturas, alguns microrganismos podem reduzir
sua atividade celular. Maior secrecéo de proteina ocorre no verdo por causa de maior atividade
microbiana e maior forca de ligacdo de proteina as células microbianas em temperaturas mais
altas (ZHANG et al. 2015a). Esses sdo fatores que podem influenciar consideravelmente o
potencial de desaguamento. No entanto, a producdo de EPS pode variar entre diferentes
microrganismos sob a mesma temperatura, dependendo da temperatura ideal do microrganismo
e da temperatura do ambiente natural em que esta inserido.

Acidithiobacillus pode mostrar atividade em temperaturas préximas a 10°C (SONG et

al. 2014). Os processos de biolixiviacdo e desaguamento a baixas temperaturas (A. ferrooxidans
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e A. thiooxidans aclimatados a 15°C) foram investigados por ZHOU et al. e observaram uma
reducdo na biolixiviacdo e no tempo de adaptacdo desses microrganismos apds um periodo de
trés geracbes (ZHOU et al. 2017).

Conforme discutido acima, EPS tem um papel ativo na biolixiviacdo de metais, e esse
papel pode ser resultado de um mecanismo de protecdo para microrganismos em ambientes
hostis ou toxicos. A exposicdo ao cromo aumentou o conteldo de EPS, proteinas, DNA e
aclcares e uma possivel causa para a lise celular foi atribuida a toxicidade do cromo
(PRIESTER et al. 2006).

1.7.2. Frag0es de Substancias Poliméricas Extracelulares e influéncia no
desaguamento

O conceito de estratificacdo de EPS em flocos de lodo foi introduzido por YU et al., que
descobriram que a matriz de EPS geralmente compreende uma fracdo soltvel (S-EPS, do inglés
Soluble EPS) e uma fracao ligada (B-EPS, do inglés Bound EPS), a primeira é secretada fora
da membrana celular e encontra-se disperso no meio e esta tltima ligada as células microbianas
(YU et al. 2008). A fracéo ligada também tem uma estrutura de camada dupla, EPS fracamente
ligado (LB-EPS, do inglés loosely bound EPS) e EPS fortemente ligado (TB-EPS, do inglés
tightly bound EPS) (LIN et al. 2019; WU et al. 2020). Na Figura 1.4 é apresentada uma

ilustracdo dessas fracOes estratificadas no floco de lodo.

Figura 1.4. FracOes de EPS estratificadas no floco de lodo: S-EPS, LB-EPS e TB-EPS

TB-EPS

Célula

Microbiana

Fonte: Autor (2023).
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Anélises 3D-EEM indicam impresses digitais de fluorescéncia semelhantes das fragdes
EPS (S-EPS, LB-EPS e TB-EPS) para diferentes ETES no mesmo periodo, e S-EPS, LB-EPS e
TB-EPS representam 53 —72%, 9-17% e 15-27%, respectivamente, do EPS total. Além disso,
as proteinas foram descritas como o componente dominante da fragdo TB-EPS (ZHANG et al.
2015a).

Para o efeito de desaguamento do lodo, ambas as fracdes LB-EPS e TB-EPS
contribuem, mas por mecanismos diferentes. A fracdo LB-EPS esta intimamente relacionada
com o processo de floculagdo, pois em flocos de lodo é a camada superficial na interface lodo-
agua e é essencial quebrar essa camada para liberar a 4gua correspondente a fragdo mais
fortemente ligada. A fracdo TB-EPS, por outro lado, representa um desafio para as tecnologias
convencionais de desaguamento, devido a interacGes quimicas mais fortes com a agua
(MURUGESAN et al. 2016; LIU et al. 2021).

Considerando a coinoculagéo de A. thiooxidans e A. ferrooxidans, o teor de EPS no lodo
impactou significativamente o potencial de desaguamento, principalmente nos teores de
proteinas e polissacarideos da fracdo TB-EPS, cuja diminuigdo contribuiu para o desaguamento
(ZHOU et al. 2014). As proteinas presentes no TB-EPS constituem a maior parte de EPS total
(WONG et al. 2015). TB-EPS pode conter 70% de biopolimeros, incluindo proteinas e
carboidratos. A liberagdo de proteinas, cuja caracteristica é predominantemente hidrofilica,
pode enfraquecer sua capacidade de se ligar a agua e consequentemente melhorar sua
capacidade de desaguamento (SHAO et al. 2009; DAI et al. 2018).

Diferentes concentracdes de oxigénio dissolvido (0,8 -3,1mg- L% 3,1-55mg - LY
e 55 - 7,5 mg - L) foram avaliadas em experimentos de biolixiviagdo para promover o
desaguamento do lodo em funcgéo da distribuicdo das fracbes de EPS. Foi observado aumento
na abundancia de Acidithiobacillus com o aumento na concentragdo de oxigénio dissolvido.
Além disso, foi obtida uma reducdo significativa (83,4 - 93,2%) no teor de proteina da fracédo
TB-EPS e uma correlagdo positiva significativa (r = 0,924, P < 0,01) entre SRF e o teor de
proteina da fragdo TB-EPS (LI et al. 2021). Resultado semelhante foi obtido por
MURUGESAN et al., que também demonstraram reducédo no teor de TB-EPS e correlacdo com
desaguamento durante a biolixiviagdo com A. ferrooxidans (MURUGESAN et al. 2016).

A reducdo simultanea do teor de TB-EPS causou um aumento nas concentragdes de S-
EPS e LB-EPS em 43,5% e 29,3%, respectivamente, e a destruicdo de TB-EPS em condicdes
acidas levou a liberacdo de matéria organica que aumentou EPS nas outras fragdes (L1 et al.
2021).
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O efeito de diferentes concentracdes de lodo (5, 10, 15, 20 e 30 g - L™, peso seco) foi
investigado para melhorar o desaguamento durante o processo de biolixiviacéo e identificaram
a reducdo da fracdo TB-EPS como um dos principais influenciadores do desaguamento
aprimorado. Além disso, os resultados da Anélise de Componentes Principais (PCA, do inglés
Principal Component Analysis) mostraram que o teor reduzido de proteina na fracdo TB-EPS
foi o principal fator no aumento do desaguamento do lodo. A concentracdo 6tima de lodo para
desaguamento foi de 10 g - L, quando o pH estava proximo de 2,11, pois, em maiores
concentracBes de lodo, hd maiores interacGes entre os flocos, devido as forgas coloidais e
hidrodinamicas, tornando o processo de desaguamento ainda mais complexo (YANG et al.
2020).

Embora varios estudos apontem uma maior influéncia do TB-EPS no desaguamento do
lodo, outros apontam que o potencial de desaguamento foi fortemente prejudicado pelo teor
excessivo de LB-EPS, o que aumenta a estabilidade dos flocos soltos na dgua com sua camada
“gel”, além de favorecer maior retengédo de agua intersticial (L1 & YANG 2007; YU et al. 2008;
DAl et al. 2018).

1.7.3. Microbiologia da remocéo de EPS em lodo

No processo de biolixiviagdo, os ions de ferro sdo os principais agentes apontados como
responsaveis pela reducédo do teor de EPS, principalmente na fracdo LB-EPS devido a afinidade
com o Fe*, com atuagdo na neutralizagio de cargas, favorecendo a floculacéo e levando a um
melhor desaguamento (MURUGESAN et al. 2014; MURUGESAN et al. 2016). No entanto,
fatores microbiologicos também tém uma influéncia consideravel na reducdo de EPS,
proporcionando uma melhoria potencial no desaguamento.

Quantidades substanciais de enzimas protease, amilase, DNase e RNase sdo encontradas
no EPS e, em casos de escassez de substrato, algumas delas podem degradar o EPS da mesma
bactéria ou de bactérias de outras espécies para usa-lo como fonte de carbono e energia
(FLEMMING & WINGENDER 2010; HUO et al. 2014; SHUKLA et al. 2019). Assim, estudos
mostram um declinio nas concentracdes de EPS nas fases estacionarias da curva de crescimento
ou crescimento endogeno, devido a degradacdo de EPS (SHENG et al. 2006). ZHANG et al.
apontam alta secrecdo enzimatica no periodo do verdo, onde temperaturas mais elevadas
resultam em maior atividade microbiana, e dentre os componentes degradados de EPS,
destacam-se os polissacarideos, por serem altamente biodegradaveis (ZHANG et al. 2015a).

WU et al. investigaram as proteinas do lodo por analise protedmica de quantificacdo relativa e
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absoluta (iTRAQ) e identificaram 209 proteinas no lodo, sendo que as proteinas identificadas
como tendo maior influéncia no desaguamento do lodo sdo as da membrana (por exemplo a
proteina ribossdmica 30S, S13 do dominio de ligacdo ao FAD P. syringae), cuja ruptura resulta
em perda de células adesdo (WU et al. 2017).

Uma maior abundancia de Acidithiobacillus foi identificada com a maior concentragédo
de oxigénio dissolvido, bem como uma maior abundancia do filo Firmicutes, bactérias
acetogénicas e sintroficas conhecidas por produzir endosporos, que podem degradar acidos
graxos Vvolateis e outros compostos anadlogos (LI et al. 2021). Huang et al. propuseram uma
correlacdo entre a abundancia do filo Firmicutes e a degradacdo da matéria organica em EPS
(HUANG et al. 2020). LI et al. também relatam outros géneros, como Metallibacterium,
Alicyclobacillus, Acidibacter, Acidocella e Luteococcus, que influenciam a biodegradacao de
EPS e consequente melhora na capacidade de desaguamento do lodo (LI et al. 2021).

Vérios estudos sobre a diversidade microbiana apds o processo de biolixiviagdo
apontam para alterag6es na comunidade bacteriana, que por sua vez interferem na producao ou
remocdo de EPS no lodo. A adicdo de A. ferrooxidans no lodo digerido para melhorar a
capacidade de desaguamento inibiu o crescimento de outros microrganismos e, portanto, houve
reducdo no indice de Shannon. Ao analisar o sequenciamento do gene 16S rRNA, observou-se
maior abundéncia relativa de Acidithiobacillus e Acidocella e redugdo da abundéncia relativa
de Pseudomonas e Acinetobacter 48 horas ap0s a adicao de Acidithiobacillus (CAl et al. 2021).

Uma reducdo no indice de Shannon também foi observada em lodos ativados. Além de
aumentar a abundancia de Acidithiobacillus e Acidocella, a reducéo do pH inibiu o crescimento
de patdgenos, como Pseudomonas e Acinetobacter, e aumentou a biolixiviagdo. A acao
combinada de Acidithiobacillus e Acidocella foi identificada como causadora de alteracdes na
estrutura do lodo e EPS, levando a melhorias no desaguamento (HUANG et al. 2020). As
analises de diversidade microbiana indicaram os géneros Acidocella, Nitrospira,
Alicyclobacillus e Rhodanobacter como dominantes nos flocos de lodo, e a remocgdo de
proteinas em EPS foi identificada como um fator chave no desaguamento do lodo, pois possui
alta capacidade de retencdo de agua, devido a hidrofilicidade, e consequentemente maior
contribuicdo para o desaguamento (XIAO et al. 2019).

Estudos atribuem a reducdo de EPS a substituicdo de bactérias heterotréficas por
bactérias autotréficas acidofilas (MOHAMMADI et al. 2017). A inoculacdo de A. ferroxidans
na biolixiviagdo aumenta sua concentragdo de 7,48% para 26,49% e causa uma reducdo de
94,42 para 76% no teor de proteinas e polissacarideos em EPS (LIU et al. 2016). Um estudo

recente por meio de andlise de diversidade microbiana (sequenciamento de alto rendimento do
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gene 16S rRNA) revelou uma importante contribui¢do de outros microrganismos tolerantes a
acidos na melhoria do desaguamento, como Acidocella, Thiomonas e Metallibacterium, e a
simbiose desses microrganismos com Acidithiobacillus resultou em uma reducéo no pH e na
concentracdo de proteinas, alteracdo da composic¢ao do EPS e degradacdo da matéria organica
dissolvida, promovendo a liberacdo de agua da fracdo ligada (LI et al. 2022b). HUANG et al.
também observaram que com o aumento da abundancia do filo Firmicutes houve maior
degradacéo da matéria organica em EPS (HUANG et al. 2020). Assim, o desaguamento do lodo
durante o processo de biolixiviacdo pode estar relacionado a um efeito sinérgico de varios
microrganismos acidofilos com acgao sobre a estrutura e composicéo do EPS.

No entanto, ainda existem controveérsias quanto a reducdo de EPS e melhoramento do
desaguamento, 0 que sugere que nao ha linearidade nessa correlacdo. Durante o processo de
biolixiviacdo, ZHENG et al. observaram que ocorreu uma rapida melhoria na capacidade de
desaguamento nas primeiras 48 horas, mas que depois deteriorou-se lentamente nas 144 horas
seguintes. A rapida melhoria no desaguamento, bem como a posterior deterioracéo, foi atribuida
a remocdo e posterior geracdo de EPS no lodo devido a excre¢do metabdlica ou lise de células
microbianas, sob a hipdtese de que apds 48 horas de biolixiviagdo o ambiente torna-se extremo
para microrganismos que secretam mais EPS como um mecanismo de prote¢do (ZHENG et al.
2016b).

As diferencas identificadas entre remocao de EPS e desaguamento podem ser atribuidas
as diferentes fontes de lodo utilizadas, desde diferentes tratamentos de esgoto e tratamento de
efluentes com composicdes complexas e unicas, até o uso de lodo digerido e ndo digerido, o
que afeta consideravelmente o potencial de desaguamento, e 0 método de extracdo de EPS, que
pode variar desde ultrassom/centrifugacdo (YU et al. 2008) a tratamentos térmicos (LI &
YANG 2007) ou alcalinos (SHENG et al. 2005), nos quais 0s agentes mais agressivos podem
causar lise celular. Outra possivel razdo para a deterioracdo do potencial de desaguamento é
que os principais métodos de mensuracdo, SRF e TTF, utilizam membranas, que com teor
excessivo de EPS podem resultar em uma camada de incrustacao, prejudicando o processo de
filtracdo.

Embora ainda ndo haja consenso sobre como o EPS afeta o desaguamento do lodo, a
existéncia de uma relagédo entre potencial de desaguamento, a composi¢éo e quantidade de EPS
é comumente aceita. Além disso, uma clara correlacdo entre a composigdo de EPS e a estrutura
das comunidades microbianas foi observada nos estudos, e alteragbes na diversidade dessas
comunidades afetam diretamente o potencial de desaguamento. E de fundamental importancia

estudar o aspecto microbiologico do desaguamento do lodo, pois ainda nao esta totalmente claro
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como 0s microrganismos desempenham esse papel. Portanto, mais estudos sdo necessarios para

elucidar essas controversias e ampliar a aplicabilidade do desaguamento do lodo durante os

processos de biolixiviacdo, cuja importancia se estende desde a destinacdo adequada do lodo

até seu potencial reaproveitamento.

1.8. PERSPECTIVAS FUTURAS DE DESAGUAMENTO DE LODO VIA
BIOLIXIVIACAO

Compreender a correlacdo detalhada entre EPS do lodo, o potencial de desaguamento e

a diversidade microbiana envolvida neste processo € essencial para otimizar as condi¢cfes de

biolixiviacdo do lodo e aumentar o desaguamento. Com base na revisdo de literatura realizada,

foram identificadas as seguintes perspectivas de desenvolvimento futuro:

Realizagdo de pesquisas envolvendo o aspecto microbiolégico do desaguamento de
lodo, tanto por biolixiviacdo quanto por processos fisico-quimicos, pois ainda nao esta
totalmente claro como os microrganismos se relacionam com um melhor desaguamento.
Alguns estudos apontam para a quebra e reducdo dos niveis da proteina de EPS por
alguns microrganismos especificos, mas 0 mecanismo detalhado ainda nédo foi descrito;
Desenvolvimento de métodos e protocolos mais precisos para mensurar 0
desaguamento, pois 0os métodos mais citados na literatura (CST, TTF e SRF) sédo
empiricos e requerem maior precisdo. Os processos de extracdo de EPS também
precisam de melhorias para preservar ao maximo a estrutura de EPS durante o processo
de separacdo das fragdes. O desenvolvimento de técnicas de microscopia e
espectrofotometria juntamente com genémica, protedmica e glicomica podem ajudar a
elucidar aspectos microscopicos, estruturais e microbioldgicos de EPS em lodo;

Aplicacdo de tecnologias combinadas envolvendo processos fisico-quimicos e
biolixiviacdo, para mitigar as limitacGes da biolixiviacéo para aplicagdo em maior escala
(por exemplo, taxa de reacdo) e reducdo a um valor minimo sustentavel de consumo de
energia e adicdo de produtos quimicos. Nesse aspecto, a combinacdo de AOP com
biolixiviacdo comecou a ser explorada e estudos preliminares apontam resultados
promissores da combinacéo das duas tecnologias. Entretanto, o custo operacional e 0s
riscos de poluicdo dos subprodutos precisam ser melhor avaliados, pois impactam
diretamente na ampliacdo da aplicabilidade em larga escala e no reaproveitamento do

lodo final;
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e Combinacdo de técnicas de desaguamento existentes e de novos processos devem ser
vinculados ao potencial de reutilizacao final do lodo. Portanto, técnicas que promovam
o0 tratamento simultdneo de poluentes como metais (e seu possivel reaproveitamento),
compostos organicos persistentes e substancias hormonais devem ser priorizadas.
Espera-se que os esforcos e inovacdes na area de desaguamento ndo se concentrem

apenas na reducdo do volume de lodo, mas na recuperacdo de energia e recursos.

1.9. CONSIDERACOES FINAIS DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

O desaguamento de lodo de esgoto via biolixiviacdo tem sido considerado uma
abordagem adequada, tanto em termos de eficiéncia quanto de economia e meio ambiente.
Assim, a biolixiviagdo pode ser usada no tratamento de lodo como um processo de dupla
finalidade. Embora pesquisas demonstrem resultados promissores no desaguamento de lodo via
biolixiviacdo, foi observada uma forte influéncia de EPS, e o conhecimento sobre os
mecanismos de desaguamento desses compostos complexos ainda ndo foi totalmente elucidado.

Em relagdo as fracGes de EPS, observou-se que reducbes no LB-EPS influenciam
favorecendo a floculagéo, pois seu teor excessivo aumenta a estabilidade dos flocos soltos na
agua e favorece maior retencao intersticial de &gua. O TB-EPS foi relatado como dificil de
quebrar devido a predominancia de fortes ligagcdes quimicas, mas uma vez consolidado, permite
a liberacdo de agua intersticial. Além disso, o maior teor de proteina foi relacionado a fracdo
TB-EPS, que devido a sua alta hidrofilicidade afeta negativamente o desaguamento. No entanto,
as proteinas também podem contribuir positivamente para a forma enzimatica, pois varios
estudos indicam seu papel na degradacédo de EPS.

Em relacdo a microbiologia, houve estreita relacéo entre o desaguamento e as alteracées
na diversidade microbiana, ocasionando principalmente a substituicdo de bactérias
heterotréficas por bactérias autotréficas acidéfilas. Estudos tém apontado para um aumento na
abundancia dos filos Firmicutes e Proteobacteria, deste dltimo, bactérias acidofilas como
Acidithiobacillus e Acidocella, que podem promover a degradacdo da matéria organica em EPS.

Finalmente, alguns estudos demonstram uma reducgdo de EPS durante a biolixiviacéo,
mas com o tempo o teor de EPS aumenta novamente. Essas inconsisténcias podem encorajar
mais pesquisas. Além disso, os estudos descrevem a reducdo no teor de EPS e consequente
melhoria no desaguamento como uma “destrui¢do” de EPS, mas mecanismos fisico-quimicos

ou biolégicos mais detalhados ainda ndo foram completamente estudados.
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CAPITULO 2: MELHORAMENTO DO DESAGUAMENTO DE LODO DE
ESTACOES DE TRATAMENTO DE ESGOTO POR MEIO DA INOCULACAO DE

Rhodotorula mucilaginosa

Resumo

Os biossurfactantes tém se destacado como possiveis substitutos de compostos produzidos por
sintese quimica no desaguamento de lodo de Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE), pois
apresentam alta biodegradabilidade e capacidade de formar agregados moleculares. O presente
estudo teve por objetivo definir a melhor concentracdo de in6culo de Rhodotorula mucilaginosa
no processo de desaguamento de lodo de ETE e comparar o sobrenadante livre de células com
dois surfactantes sintéticos: Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) e Brometo de cetil trimetil amonio
(CTAB). O desaguamento foi analisado por ensaios de Tempo de Filtracdo (TTF), Resisténcia
Especifica a Filtracdo (SRF) e contetdo de Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS). Os
resultados indicaram melhorias do desaguamento semelhantes com as trés concentraces em
volume de in6culo (5, 10 e 15%) avaliadas, mas o menor TTF (1,1 £ 0,2 min) foi obtido com a
menor concentragdo de inéculo (5%). Embora tenha ocorrido aumento significativo na
concentracdo de proteinas totais em EPS, o percentual na fracdo ligada foi inferior a 10% nas
trés concentracOes analisadas. A utilizacdo do sobrenadante do cultivo de R. mucilaginosa
resultou em TTF (1,2 + 0,1 min) semelhante ao obtido no ensaio com inéculo a 5% (1,1 £ 0,2
min). Embora o uso do in6culo seja eficaz, o sobrenadante pode ser mais vantajoso ao permitir
0 reaproveitamento da biomassa fungica como inéculo para novas fermentacdes ou extracdes
de bioativos. O ensaio com o sobrenadante foi aplicado em outro lodo de uma ETE diferente,
durante 3 horas e embora também tenha se obtido desaguamento, o TTF foi de 7,1 + 0,4 min,
demonstrando forte influéncia da composicdo, caracteristicas do esgoto e tipologia de
tratamento. Os resultados de carboidratos e proteinas em EPS apresentaram comportamento
semelhante ao ensaio anterior, mas com conversdo menos eficiente de proteinas da fracéo ligada
para a fracdo soltvel. Com os surfactantes sintéticos houve melhoria do tempo de filtragdo com
1g-L'deCTAB (6,9 + 0,5 min), mas deterioracdo com 1 g - L de SDS (46,5 + 0,2 min), tais
resultados se relacionam com a concentracdo de proteinas ligadas em EPS. O sobrenadante
resultou em TTF (1,2 £ 0,1 min) aproximadamente seis vezes menor que o CTAB (6,9 £ 0,5
min) indicando vantagem do uso do sobrenadante da levedura em relagdo aos surfactantes
comerciais avaliados.

Palavras-chave: Biosurfactante, substancias poliméricas extracelulares, proteinas.
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Abstract

Biosurfactants have been highlighted as possible substitutes for compounds produced by
chemical synthesis in the dewatering of sludge from Sewage Treatment Plants (STPs), as they
present high biodegradability and ability to form molecular aggregates. The present study aimed
to define the best inoculum concentration of Rhodotorula mucilaginosa in the process of
dewatering of STP sludge and to compare the cell-free supernatant with two synthetic
surfactants: Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) and Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide
(CTAB). The dewatering was analyzed by Filtration Time (TTF), Specific Filtration Resistance
(SRF), and content and composition of Extracellular Polymeric Substances (EPS) tests. The
results indicated similar improvements in dewatering with the three inoculum concentrations
(5, 10 and 15%) evaluated, but the lowest TTF (1.1 + 0.2 min) was obtained with the lowest
inoculum concentration (5%) and although there was a significant increase in the concentration
of total proteins in EPS, the percentage in the bound fraction was less than 10% in the three
concentrations analyzed. The use of the supernatant from the R. mucilaginosa culture resulted
ina TTF (1.2 £ 0.1 min) similar to that obtained in the assay with 5% inoculum (1.1 + 0.2 min).
Although the use of the inoculum is effective, the supernatant may be more advantageous by
allowing the reuse of fungal biomass as inoculum for new fermentations or bioactive
extractions. The test with the supernatant was applied to another sludge from a different STP
for 3 hours and although dewatering was also obtained, the TTF was 7.1 £ 0.4 min,
demonstrating a strong influence of the composition, sewage characteristics and treatment type.
The results of carbohydrates and proteins in EPS showed similar behavior to the previous test,
but with less efficient conversion of proteins from the bound fraction to the soluble fraction.
With the synthetic surfactants, there was an improvement in the filtration time with 1 g L of
CTAB (6.9 = 0.5 min), but deterioration with 1 g L™ of SDS (46.5 + 0.2 min); these results are
related to the concentration of bound proteins in EPS. The supernatant resulted ina TTF (1.2 +
0.1 min) approximately six times lower than CTAB (6.9 £ 0.5 min), indicating the advantage
of the yeast supernatant in relation to the commercial surfactants evaluated.

Keywords: Biosurfactant, extracellular polymeric substances, proteins.
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2.1 INTRODUCAO

O processo de lodos ativados desempenha um papel importante no tratamento bioldgico
do esgoto sanitario e industrial, mas neste processo sdo geradas grandes quantidades de lodo
residual, cuja destinacdo ambientalmente correta € um desafio na atualidade, haja vista o seu
contetdo de substancias nocivas, como metais potencialmente toxicos, agentes patogénicos e
micropoluentes, bem como o seu eficiente desaguamento, pois para reduzir o volume e o custo
de destinacdo, o desaguamento é uma etapa indispensavel. No entanto, o desaguamento do lodo
ainda é o processo mais caro e pouco compreendido no tratamento de esgoto, podendo atingir
até 50% do custo operacional total da ETE, sendo o consumo de produtos quimicos uma das
principais despesas (NEYENS et al. 2004).

Floculantes comerciais a base de polimeros sintéticos sdo comumente utilizados como
condicionadores de lodo em ETE, mas além de possuirem custo elevado, ha riscos relacionados
a poluicdes secundarias, por exemplo, os derivados poliméricos de poliacrilamida, conhecidos
como recalcitrantes e cujos residuos de degradacdo sdo compostos cancerigenos e/ou
fortemente odoriferos (WONG et al. 2016; CHANG et al. 2005).

Portanto, além do custo do desaguamento com produtos quimicos, atualmente as
preocupacgdes ambientais sinalizam atengdo para o desenvolvimento de compostos que nédo
degradem o meio ambiente e os bioprodutos surgem como uma tendéncia em diversos
segmentos. Neste aspecto, os biossurfactantes tém se destacado como possiveis substituintes de
compostos produzidos por sintese quimica. Os biossurfactantes sdo definidos como
biomoléculas que apresentam propriedades surfactantes, produzidas por diferentes
microrganismos (bactérias, leveduras e fungos filamentosos), e devido a sintese ser
essencialmente bioldgica, apresentam importantes vantagens comparado com surfactantes
quimicos: menor toxicidade, alta biodegradabilidade, biocompatibilidade com diversos
substratos, biodisponibilidade, aplicabilidade em um amplo espectro de pH, temperatura e
salinidade, propriedades antibacterianas e antitumorais, podem se ligar a metais potencialmente
toxicos, além da conhecida capacidade de formar agregados moleculares (BEZZA & CHIRWA,
2015; ALMEIDA et al., 2016; GIRI et al., 2019; SANTOS et al. 2021).

A eficacia dos biosurfactantes compardvel com surfactantes sintéticos demonstra
reducdo da tensdo superficial alcangada em concentragdes micelares criticas mais baixas do que
as dos surfactantes sintéticos e os principais impactos ambientais relacionados ao uso de

surfactantes sintéticos sdo seus altos niveis de toxicidade, baixa biodegradabilidade, podem
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prejudicar populag¢6es microbianas aquéticas, peixes e outras formas de vida, além de reduzirem
a eficiéncia de conversao de energia fotoquimica das plantas (JOHNSON et al. 2021).

O desaguamento de lodos residuais de esgoto por meio da adicdo de biossurfactantes
quando comparados as demais estratégias de desaguamento é uma abordagem inovadora,
principalmente envolvendo leveduras. Os biossurfactantes produzidos por leveduras possuem
a vantagem de geralmente serem produzidos por microrganismos ndo patogénicos (BOGAERT
& SAERENS, 2007). Portanto, o presente estudo avaliou o desaguamento de lodo residual de
ETE utilizando a levedura produtora de biosurfactante R. mucilaginosa em trés concentractes
distintas, estabelecendo um comparativo entre o uso do inéculo e o sobrenadante da levedura
livre de células de cultivo. Os resultados de desaguamento bioldgico foram ainda comparados
com dois surfactantes sintéticos, SDS e CTAB, a fim de avaliar a vantagem do uso da levedura

e seu sobrenadante frente a surfactantes comerciais.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1. Coleta, preservacao e caracterizacdo do lodo de Estacdo de Tratamento de

Esgoto

A amostra de lodo aerdbio foi coletada no periodo da manhd do dia 23 de fevereiro de
2023 em Estacdo de Tratamento de Esgoto (ETE1) localizada no interior do Estado de Sao
Paulo. A estacao de tratamento possui duas fases de tratamento bioldgico, uma fase anaerobia
por reatores Reator Anaerdbio de Fluxo Ascendente (UASB) seguido de filtros anaerobios e
uma fase aerodbia por lodos ativados (Figura 2.1). Os lodos residuais gerados sao tratados com
o floculante catidnico Praestol® 851 BC em seguida centrifugados, com destinac&o final em
aterro sanitario. O lodo ativado desta pesquisa foi coletado no decantador secundario da fase de
tratamento biologico aerdbio. As amostras foram coletadas em garrafas de polietileno com
capacidade de 1 litro. A metodologia de coleta e armazenamento foi realizada de acordo com
as recomendacdes de coleta e preservacdo de amostras do método 1060 (APHA, 2012). As
propriedades fisico-quimicas iniciais foram caracterizadas de acordo com o0s métodos

apresentados na Tabela 2.1.



Figura 2.1 Fluxograma da ETE1 na qual foi realizada a primeira coleta de lodo
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Tabela 2.1. Pardmetros fisico-quimicos e métodos utilizados para caracterizacdo inicial do

lodo da ETE1
Parametros Analises Métodos
pH 9040C (APHA, 2012)
Fisico-quimicos Sélidos Totais (ST) 2540B (APHA, 2012)

Sélidos Totais Volateis (STV) 2540E (APHA, 2012)
Fonte: Autor (2023).

Uma segunda coleta de lodo foi realizada em outra estagdo de tratamento para avaliar o
tratamento com melhor resultado obtido na etapa anterior (sobrenadante da levedura) em
tratamento de menor duracdo (3 horas). A nova amostra de lodo foi coletada no periodo da
manhd do dia 25 de junho de 2024 em ETE também localizada no interior do Estado de Sao
Paulo. Diferentemente da ETEL, esta ETE2 possui fase Unica de tratamento biologico, aerobia
por lodos ativados, seguida por membranas de ultrafiltracdo para producdo de dgua de reuso
(Figura 2.2). Os lodos residuais gerados sao tratados com produtos quimicos.

A amostra foi coletada na saida de lodo ativado residual e foi coletada em galdo de
polietileno com capacidade de 20 litros, posteriormente fracionado em garrafas de polietileno
de 1 litro. A metodologia de coleta e armazenamento foi realizada de acordo com as
recomendacOes de coleta e preservacdo de amostras do método 1060 (APHA, 2012). As
propriedades fisico-quimicas iniciais também foram caracterizadas de acordo com os métodos

apresentados na Tabela 2.1.
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Figura 2.2 Fluxograma da ETEZ2 na qual foi realizada a segunda coleta de lodo

el Efluente
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Fonte: Autor (2024).

2.2.2. Analises de desaguamento

O desaguamento do lodo foi avaliado pelo Ensaio de Tempo de Filtracdo (TTF, do inglés
Time to Filter) e pela Resisténcia Especifica a Filtracdo (SRF, do inglés Specific Resistance to
Filtration). O Ensaio de TTF (Figura 2.3) foi adaptado do método descrito em APHA (2012)
guanto ao aparato experimental e correlaciona o tempo de filtragdo com o tempo de sucgéo
capilar. O experimento consistiu em inserir 50 mL de amostra de lodo em funil de Buchner com
filtro (1,2 um), sob vacuo constante de 51 kPa e mensurar o tempo necessario para obtencédo de
25 mL de filtrado (50% do volume original da amostra). A SRF é determinada pela Equacao
2.1 conforme ARHAN et al. (1996) e os parametros sdo mensurados pelo Teste de Funil de
Buchner (WISNIEWSKI & GRASMICK, 1998).

2bPA?

SRF = Equacéo 2.1
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Onde P € a pressdo aplicada (N-m™); A ¢ a area de filtragio (m2); u € a viscosidade
dindmica (N-ss-m?); ¢ é a concentracio de solidos/unidade de volume filtrado (kg-m3) =
1/Ci/(100 - C;) - C#/(100 - Cy); Ci é a umidade inicial (%); Cr é a umidade final (%); b é o
coeficiente angular da curva t/v vs. v; v € o volume filtrado (m3); e t é o tempo de filtracao (s).

Figura 2.3. Ensaio de Tempo de Filtracdo do lodo

Funil de )
Buchner /——Flltro del2um (8 el
Filtracdo a vacuo A
Cilindro ]

Graduado ]

Fonte: Adaptado de APHA (2012).

O quantitativo de EPS no lodo foi extraido de acordo com método desenvolvido por
MORGAN et al. (1990) e detalhadamente descrito por JUDD (2006) (Figura 2.4). O EPS
extraido foi quantificado quanto a proteinas (LOWRY-FOLIN, 1951) e carboidratos (DUBOIS
et al, 1956). Na extracdo do EPS, ap0s a primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado e
obtido o EPS soltvel (EPSs), que foi caracterizado quanto as proteinas (EPSsp) e carboidratos
(EPSsc). O precipitado foi ressuspendido em solugéo salina, submetido a aquecimento (100°C)
por 1 hora e novamente centrifugado. O sobrenadante foi filtrado e obtido o EPS ligado (EPSL),

que foi caracterizado quanto as proteinas (EPSp) e carboidratos (EPS.c).
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Figura 2.4. Extracdo de EPS do lodo
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Fonte: Autor (2023).

2.2.3. Preparo do indculo da levedura

A levedura R. mucilaginosa, extremofila, identificada molecularmente por MOURA et
al. (2021). Os cultivos subsequentes foram realizados em agar Sabouraud. As leveduras foram
coletadas com a alca de inoculacdo de 10uL e transferidas para meio de enriquecimento
conforme proposto por KITAMOTO et al. (2001) e permaneceram em incubadora com agitacdo
de 120 rpm e temperatura controlada a 30°C por 48 horas. Para os ensaios de desaguamento,
aliquotas dos inoculos foram centrifugadas durante 10 minutos a 7830 rpm e 25°C, o
sobrenadante foi reservado e as células foram ressuspendidas em solucdo salina estéril. O
inoculo foi padronizado no comprimento de onda de 600nm, para absorbancia proxima de 1, o
equivalente a 10’ UFC-mL? (MARCELINO et al., 2019). A diluicdo da amostra para

padronizacdo foi realizada também com solu¢do salina esteéril.

2.2.4. Experimentos de desaguamento do lodo

Para o desenvolvimento dos experimentos de desaguamento, os ensaios foram divididos
em trés etapas (Figura 2.5): Etapa |, que compreende ensaios com trés concentragdes de inoculo
da levedura R. mucilaginosa (5, 10 e 15%), bem como ensaio com seu sobrenadante, livre de
células de cultivo prévio de R. mucilaginosa. Nos ensaios da etapa | foram realizados
monitoramento diario do pH e analises de desaguamento somente no final do tratamento (ap6s

96 horas); Etapa 2 que compreende ensaio de desaguamento com surfactantes sintéticos, a fim
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de avaliar a vantagem do uso da levedura e seu sobrenadante frente a surfactantes comerciais.
No ensaio da etapa Il, também foram realizados monitoramento diario do pH e anélises de
desaguamento somente no final do tratamento (ap6s 96 horas); Etapa Ill, que compreende a
reproducdo do ensaio com o sobrenadante da levedura (melhor resultado de desaguamento
obtido nas etapas anteriores), porém utilizando o lodo residual da ETE2 e um menor tempo de
tratamento (3 horas). No ensaio da etapa Il foram realizados monitoramento do pH e analises
de desaguamento intermediarias (a cada 1 hora de tratamento).

Os experimentos de desaguamento foram todos conduzidos em incubadora com
agitacéo de 150 rpm e temperatura controlada a 30°C. Os frascos (erlenmeyer de 500 mL) foram
fechados com tampédo de algoddo e gaze, de modo a garantir a entrada de oxigénio. As

condicgdes experimentais foram detalhadas na Tabela 2.2.

Figura 2.5. Experimentos de desaguamento, condi¢cOes analisadas e parametros

monitorados em cada etapa.

Etapa | Etapa Il Etapa Il
Lodo da Primeira Coleta Lodo da Primeira Coleta Lodo da Segunda Coleta
23 de fevereiro de 2023 23 de fevereiro de 2023 25 de junho de 2024

Desaguamento com
surfactante sintético:

Desaguamento com
sobrenadante de R.
mucilaginosa livre de

Desaguamento com
R. mucilaginosa:
5% de '_nOCUIO; SDS: Dodecil Sulfato
10% de indculo; de Sddio (1 g - L1).
15% de indculo; CTAB: Brometo de

células de cultivo (15%
em volume).

(Ensaio de 3 horas)

Analises de TTF e SRF
intermedidrias.

(1g-L?.
(Ensaio de 96 horas)

Desaguamento com
sobrenadante de R.
mucilaginosa livre de
células de cultivo.

(Ensaio de 96 horas)

Fonte: Autor (2024).
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Tabela 2.2. Condig0es experimentais de desaguamento do lodo

In6culo ou

Ensaio Lodo sobrenadante de S_urf,a(_:tante Agua destilada
(mL) R. mucilaginosa (mL) Sintético (g) (mL)
Controle 200 - - 100
Etapa |
Levedura 200 15 @ - 85
Levedura 200 300@ - 70
Levedura 200 45 ©) - 55
Sobrenadante 200 45 - 55
Etapa ll
SDS @ 200 - 0,3 100
CTAB ©® 200 - 0,3 100
Etapa Il
Sobrenadante 200 45 - 55

@ Equivalente a 1,5-108 células de R. mucilaginosa (107 células - mL™?)
@ Equivalente a 3,0-10° células de R. mucilaginosa (107 células - mL™)
@ Equivalente a 4,5-108 células de R. mucilaginosa (107 células - mL™?)
® SDS: Dodecil Sulfato de Sodio.

®) CTAB: Brometo de Cetil Trimetil Aménio.

Fonte: Autor (2024).

Os experimentos foram realizados em triplicatas, a partir dos quais foram calculadas as
médias e desvio padrdo em cada caso. A significancia entre os resultados de TTF para as
condigbes de desaguamento foi avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (ANOVA, ndo
paramétrico) no XLSTAT®, utilizado para testar se houve reducdo significativa do TTF dos
diferentes tratamentos avaliados no nivel de significancia de 5%. No caso da existéncia de
reducdo significativa, a probabilidade de significancia (p-valor) é inferior a 0,05. Para
identificar quais pares de condi¢Ges possuem TTF significativamente diferentes foi realizado
adicionalmente o teste post-hoc de Compara¢Ges Multiplas de Dunn (Teste de Dunn, 1964)
também no nivel de significancia de 5%. Para levar em conta o fato de que existem multiplas
comparacOes em k grupos, foi utilizada a correcdo de Bonferroni. Os testes de Kruskal-Wallis
e Comparacdes Multiplas de Dunn podem ser aplicados caso rejeitada a hipétese de distribuicado
normal dos dados. A normalidade dos dados foi avaliada e rejeitada pelos testes Shapiro-Wilk,

Anderson-Darling e Lillifors.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.3.1. Caracterizacgao inicial do lodo
Apbs as coletas, conforme detalhado no item 2.2.1., o lodo bruto foi submetido a uma
caracterizacdo inicial (Tabela 2.3), que compreende parametros fisico-quimicos, como pH e

solidos e uma caracterizacao inicial dos parametros de desaguamento, como TTF, SRF e EPS.

Tabela 2.3. Caracterizacdo inicial dos lodos em triplicatas: parametros fisico-quimicos e de

desaguamento

Parametro Analise Resultado

ETE1 — Coleta realizada em 23 de fevereiro de 2023

pH 7,1+£0,2
Fisico-quimicos Sélidos Totais (ST) 6.078,3+108,7mg - L
So6lidos Totais Volateis (STV) 4.523,3+3689mg - L*
TTF 22,8 £ 3,3 min
SRF 5,1-10% m-kg*
252+14m rboidratos - L
Desaguamento EPS sollvel > A4 mg de carbo d atos 1
40,1 + 2,3 mg de proteinas - L
+ i Lt
EPS ligado 55,9 + 3,1 mg de carboidratos - L

52,8 + 2,0 mg de proteinas - L™
ETE 2 — Coleta realizada em 25 de junho de 2024

pH 6,8+0,1
Fisico-quimicos Sélidos Totais (ST) 3.7275+ 1046 mg - L*
Sélidos Totais Volateis (STV) 2.767,2+912mg - L*
TTF 10,5+ 0,1 min
SRF 8,3-10%¥ m-kg*

10,1 + 1,1 mg de carboidratos - L
98,2 + 1,4 mg de proteinas - L*
47,8 + 0,3 mg de carboidratos - Lt
67,5 + 4,8 mg de proteinas - Lt

Fonte: Autor (2024).

Desaguamento EPS solavel

EPS ligado




74

2.3.2. Experimentos de desaguamento do lodo — Primeira Coleta

O desaguamento do lodo nos ensaios avaliados foi mensurado pelo TTF e SRF, bem
como caracterizado quanto o contetdo de proteinas e carboidratos nas frages soluvel e ligada
de EPS. Ao longo das 96 horas de tratamento foi realizado o monitoramento diario do pH das
amostras. O tratamento do lodo com as trés concentracdes de indculo da levedura (R.
mucilaginosa) resultaram em reducdo do TTF e SRF (Figura 2.6, Tabela 2.4). No entanto,
menores resultados de TTF (1,1 + 0,2 min) e SRF (3,1-10% m - kg?) foram obtidos com a
menor concentracdo de indculo de R. mucilaginosa. Com o aumento das concentra¢des de
inoculo houve reducdo do TTF em 95,5%, 93,8% e 87,8%, para as concentracdes de 5%, 10%
e 15% de inoculo respectivamente. Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Comparacdes
Multiplas de Dunn demonstraram que a redugdo no TTF foi significativa para as concentragdes
de 5% e 10% de indculo de R. mucilaginosa, no nivel de significAncia de 5%, e a reducdo mais
significativa entre as trés concentracdes foi com 5% de in6culo (p-valor: 0,002).

Os resultados de TTF e SRF do tratamento do lodo com o sobrenadante do in6culo da
levedura R. mucilaginosa demonstraram reducdes de 95,3% (1,2 + 0,1 min) no TTF e 94,1%
95,8% (3,1-:10* m - kg*) no SRF, comparado com o TTF (25,4 + 0,3 min) e SRF (9,2:10% m
- kg) do lodo controle (Figura 2.6, Tabela 2.4). Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e
Comparacdes Multiplas de Dunn demonstraram que a reducao no TTF foi significativa entre o
sobrenadante da levedura R. mucilaginosa e o lodo controle no nivel de significancia de 5% (p-
valor: 0,007). Comparado o tratamento com 5% de in6culo da levedura (1,1 + 0,2 min) com 0
tratamento utilizando o sobrenadante TTF foi bastante semelhante (1,2 + 0,1 min), sem
diferenca significativa no nivel de significancia de 5%. Embora o tratamento com o in6culo da
levedura seja eficaz, o uso de seu sobrenadante pode ser vantajoso pois a biomassa fungica pode
ser reaproveitada para extracdo de carotenoides e servir de inoculo para novas fermentaces.

O monitoramento do pH evidenciou pequena reducdo ao longo das 96 horas de
tratamento com as trés concentracdes de indculo e com o sobrenadante (Figura 2.7. 2.7), e a
partir de 72h foi observada pequena diferenciacdo entre as concentracdes de 10% e 15%
comparado com a concentracdo de 5%. Houve diferenca no pH de partida entre os tratamentos

com o inéculo e com o sobrenadante.



Figura 2.6. TTF e SRF médios do lodo durante o desaguamento com a levedura (R.

mucilaginosa) e seu sobrenadante
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Fonte: Autor (2024).
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Tabela 2.4. Variacao percentual do TTF em relagdo ao controle durante o desaguamento com

a levedura (R. mucilaginosa) e seu sobrenadante

Ensaio TTF (min)  Variacdo % SRF (m-kg?) Variagdo %
Controle 253+0,3 - 9,210 -
R. mucilaginosa (15%) 3,1+0,.2 1 87,9 1,1-10% 1 87,8
R. mucilaginosa (10%) 16+0,1 1 93,8 6,1-10% 193,3
R. mucilaginosa (5%) 1,1+0,1 1 95,5 3,1-10% 1 96,7
Sobrenadante R. mucilaginosa 1,2+0,1 1953 3,110 196,7

Fonte: Autor (2024).
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Figura 2.7. Variagdo do pH do lodo durante o desaguamento com a levedura (R.

mucilaginosa) e seu sobrenadante
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=
—— Sobrenadante R.
6 mucilaginosa
5

0 24 48 72 96
Tempo (horas)

Fonte: Autor (2024).

Com a caracterizacdo de EPS, observou-se que os tratamentos com inoculo de R.
mucilaginosa aumentaram as concentragdes de carboidratos totais no EPS comparado com o
lodo controle (Figura 2.8). No entanto, a proporcéao de carboidratos na fragdo ligada foi reduzida
a53,1%, 50,7% e 52,5%, para as concentragdes de indculo de 5%, 10% e 15%, respectivamente,
em comparacdo com o lodo controle (68,9%).

Semelhante ao observado com a concentracdo de carboidratos totais, 0 desaguamento
do lodo com R. mucilaginosa também aumentou as concentracdes de proteinas totais no EPS
(Figura 2.9). No entanto, o percentual de proteinas na fracdo ligada, nas trés concentracdes de
inoculo de R. mucilaginosa, reduziu significativamente com o tratamento: 8,7%, 8,3% e 8,0%,
para as concentracdes de inoculo de 5%, 10% e 15%, respectivamente. Os resultados de
concentracdo de proteinas na fracdo ligada de EPS nédo apresentaram grandes variagdes entre as
trés concentracOes de indculo de R. mucilaginosa.

Relacionando os resultados de filtracdo (TTF e SRF) com os resultados de
caracterizacdo de EPS, observou-se que com o aumento da concentracdo de indculo, houve um
aumento nas concentragdes de carboidratos e proteinas totais em EPS. Embora néo se tenha
observado aumento significativo na concentragdo de proteinas ligadas.

O tratamento com o sobrenadante da levedura R. mucilaginosa também resultou em um

aumento nas concentracdes de carboidratos totais, mas esse aumento foi mais significativo com
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0 sobrenadante da levedura do que com os inéculos (Figura 2.8). Em relacdo as concentracdes
de carboidratos nas fracGes de EPS, observou-se que no lodo controle, a maior parcela dos
carboidratos encontra-se na fracio ligada (55,9 + 3,1 mg de carboidratos - L), equivalente a
68,9% dos carboidratos totais (81,1 + 4,5 mg de carboidratos - L). O tratamento do lodo com
0 sobrenadante proporcionou liberagdo dos carboidratos da fracdo ligada, resultando em um
maior percentual de carboidratos na fragdo sollvel (263,7 + 0,1 mg de carboidratos - L),
equivalente a 73,3% dos carboidratos totais.

Semelhantemente ao observado com a concentragéo de carboidratos totais, o tratamento
do lodo com o sobrenadante também aumentou as concentragfes de proteinas totais. Embora,
neste caso, 0 aumento com o sobrenadante tenha sido semelhante ao aumento da concentracédo
de proteinas com os in6culos (Figura 2.9). Este aumento da concentracdo de proteinas totais foi
de aproximadamente cinco vezes em relacéo ao lodo controle.

Referente as concentracfes de proteinas nas fraces de EPS, no tratamento do lodo com
0 sobrenadante da R. mucilaginosa, a maior parcela da concentracdo de proteinas, encontra-se
na fragdo soltvel de EPS (334,9 + 4,8 mg de proteinas - L™?), equivalente a 92,5% das proteinas
totais (362,2 + 8,7 mg de proteinas - L™). Este resultado demonstra que, tanto para os indculos
quanto, para o sobrenadante houve uma converséo eficiente de proteinas da fracdo ligada para
a fragdo soluvel do lodo em relagdo ao lodo controle.

Em um estudo semelhante, de KURADE et al. (2016), foi testado floculante biogénico
produzido por A. ferrooxidans para condicionamento de lodo e melhoria do desaguamento. Os
autores constataram que o floculante biogénico reduziu rapidamente o pH, diminuiu o CST e a
SRF do lodo em 74% e 89%, respectivamente, em comparagdo com o lodo controle. Entre as
justificativas de melhoria do desaguamento, os autores destacaram que como as particulas de
lodo séo carregadas negativamente, a forca de repulsédo entre as particulas impede com que se
agreguem e sedimentem. Na analise da estrutura microscopica dos flocos de lodo, observaram
gue a morfologia dos flocos do controle era de flocos pequenos, totalmente dispersos na fase
aquosa sem apresentar qualquer agregacao/floculacéo, mas apds o tratamento com o floculante
biogénico exibiram limites entre os flocos individuais bastante claros e com conexdes entre as
particulas individuais muito mais baixas do que os flocos de lodo de controle. Além disso, o
tamanho dos flocos formados foi maior, consistente e compacto, mostrando formacao clara de
flocos (KURADE et al. 2016).

Outro estudo também comparou desaguamento do lodo inoculado com cultura de A.
ferrooxidans (células sem meio) com o filtrado da cultura sem celulas. Os resultados

demonstraram melhoria efetiva do desaguamento do lodo, conforme evidenciado pela reducgéo
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do CST para 20 segundos e SRF em 90% em um periodo de tratamento de 1 a 2 dias. O
floculante biogénico produzido por A. ferrooxidans, por sua vez, diminuiu o CST e melhorou
o desaguamento do lodo em apenas 4 horas. Este estudo demonstra eficiéncia da cultura e do
sobrenadante da cultura de A. ferrooxidans na melhoria do desaguamento do lodo. No entanto,
embora o inéculo seja eficaz, requer um tempo substancial para atingir o desaguamento,
enguanto o sobrenadante pode ser usado como floculante sem a adic¢éo de fonte de energia aos

microrganismos (neste caso Fe?*), obtendo-se rapida floculagdo e desaguamento do lodo
(WONG et al. 2016).

Figura 2.8. Concentracdo de carboidratos em EPS (fracGes soltvel e ligada) durante o

desaguamento com a levedura (R. mucilaginosa) e seu sobrenadante
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Fonte: Autor (2024).
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Figura 2.9. Concentracdo de proteinas em EPS (frag6es soltvel e ligada) durante o

desaguamento com a levedura (R. mucilaginosa) e seu sobrenadante
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Fonte: Autor (2024).

Os resultados de TTF e SRF do tratamento do lodo com o surfactante sintético CTAB
(1 g - LY demonstraram uma reducéo de 72,8% (6,9 + 0,5 min) no TTF e 79,0% (1,7-10% m -
kg™) na SRF, respectivamente, comparado com o TTF (25,4 + 0,3 min) e SRF (9,2:10* m - kg
1Y do lodo controle. O tratamento do lodo com o surfactante sintético SDS (1 g - L™!) aumentou
o TTF (46,5 + 0,2 min) e SRF (1,8-10® m - kg?) em 83,2% e 116,5%, respectivamente,
indicando uma deterioracdo da capacidade de desaguamento com a adi¢do do SDS (Figura 2.10,
Tabela 2.5). Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Comparacfes Mdltiplas de Dunn
demonstraram que houve diferenca significativa no TTF entre os surfactantes avaliados, no
nivel de significancia de 5% (p-valor: 0,007). O desaguamento com o sobrenadante da levedura
R. mucilaginosa (TTF: 1,2 + 0,1 min; SRF: 3,1-10%* m - kg) apresentou TTF aproximadamente
seis vezes menor do que o desaguamento com o surfactante sintético CTAB (1g - L?). O
monitoramento do pH evidenciou um incremento com os surfactantes sintéticos ao longo das
96 horas de lixiviagdo (Figura 2.11). Cabe ressaltar que os surfactantes CTAB e SDS s&o mais

ativos em pH alcalino.
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Figura 2.10. TTF e SRF médios do lodo durante o desaguamento com os surfactantes

sintéticos SDS e CTAB, comparado com o sobrenadante da levedura R. mucilaginosa
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Fonte: Autor (2024).

Tabela 2.5. Variacgao percentual do TTF em relacé@o ao controle durante o desaguamento com

os surfactantes sintéticos e sobrenadante levedura (R. mucilaginosa)

Ensaio TTF (min) Variagdo % SRF (m-kg?) Variagao %
Controle 25,3+0,3 - 9,2.10% -
SDS 46,5+0,2 1 83,3 1,8-10% 1 100,0
CTAB 6,905 1728 1,7-10% 1 81,1
Sobrenadante R. mucilaginosa 1,2 1953 3,1-10% 1 96,7

Fonte: Autor (2024).
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Figura 2.11. Variagdo do pH do lodo durante o desaguamento com os surfactantes sintéticos

SDS e CTAB, comparado com o sobrenadante da levedura R. mucilaginosa
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Fonte: Autor (2024).

Em relacdo ao teor de EPS, os tratamentos do lodo com os surfactantes sintéticos néo
apresentaram grandes varia¢des nas concentracdes de carboidratos totais comparado com o lodo
controle (Figura 2.12). Avaliando as concentracGes de carboidratos nas fracdes de EPS,
observa-se que no lodo controle, a maior parcela dos carboidratos encontra-se na fragao ligada
(55,9 + 3,1 mg de carboidratos - L), que equivale a 68,9% dos carboidratos totais (81,1 + 4,5
mg de carboidratos - L), e com o tratamento do lodo com o surfactante sintético CTAB (1 g -
L) houve liberagdo dos carboidratos da fracéo ligada, resultando em um maior percentual de
carboidratos na fragdo soltvel (62,3 + 3,7 mg de carboidratos - L), equivalente a 78,4% dos
carboidratos totais (79,4 + 6,7 mg de carboidratos - L™). Resultado semelhante foi obtido com
o surfactante sintético SDS (1 g - L), no entanto, a conversdo do carboidrato ligado em
carboidrato soltvel foi menos eficiente, resultando em um percentual de 60,5% de carboidratos
na fragdo soluvel (46,0 + 2,3 mg de carboidratos - L) comparado a 39,5% de carboidratos na
fracéo ligada (30,1 + 4,7 mg de carboidratos - L™2).

Diferentemente do observado com a concentragdo de carboidratos totais, o tratamento

do lodo com os surfactantes sintéticos aumentou significativamente as concentracdes de
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proteinas totais comparado com o lodo controle (Figura 2.13). Este aumento da concentracao
de proteinas totais foi de aproximadamente seis vezes e meia para o tratamento do lodo com 1
g - L de CTAB (467,3 + 8,7 mg de proteinas - L™) e onze vezes para o tratamento do lodo
com1g - L?de SDS (783,1 + 7,7 mg de proteinas - L™). Avaliando as concentragdes de
proteinas nas fracdes de EPS, observou-se que com o tratamento do lodo com CTAB (1 g - L~
1y, a maior parcela da concentragdo de proteinas, encontra-se na fragao soltvel (438,6 + 4,8 mg
de proteinas - L), equivalente a 93,9% das proteinas totais (467,3 + 8,7 mg de proteinas - L%).
Enquanto no tratamento do lodo com SDS (1 g - L), essa proporcéo foi de 47,4% da
concentragdo de proteinas na fracdo soltvel (371,1 + 3,9 mg de proteinas - L) e 52,6% na
fracdo ligada (412,0 + 3,9 mg de proteinas - L), demonstrando que entre os dois tratamentos
analisados, 0 CTAB (1 g - L) teve um incremento menor na concentracio de proteinas totais
e uma liberacdo mais eficiente de proteinas da fracédo ligada.

O CTAB ¢ um surfactante catidnico e alguns de seus mecanismos de atuacdo sédo a lise
celular e desnaturacdo de proteinas, a precipitacdo de acidos nucleicos e a remoc¢do de
polissacarideos da solucdo. Ja o SDS é um surfactante aniénico cujo mecanismo de atuacao é a
solubilizacdo e desnaturacdo de proteinas, lipidios e outras moléculas hidrofébicas.
Relacionando os resultados de TTF e SRF dos surfactantes sintéticos com os resultados de
caracterizacdo de EPS, observou-se que houve melhoria do desaguamento do lodo com o
surfactante sintético CTAB podendo relacionar-se com a reducdo da concentracao de proteinas
da fracdo ligada. Com o surfactante SDS, entretanto, houve degradagdo do desaguamento e
embora descrito na literatura como eficiente na solubilizacdo e proteinas, neste estudo foi
observado um incremento das proteinas em EPS.

Cabe ressaltar que a principal diferenca entre surfactantes catidnicos e aniénicos é a
carga do grupo principal, de modo que os surfactantes catiébnicos possuem carga positiva e,
portanto, sdo atraidos por substancias com carga negativa e os surfactantes aniénicos possuem
carga negativa e, portanto, sio atraidos por carga positiva. Conforme descrito no CAPITULO
1, os flocos de lodo tém uma carga de superficie negativa e um potencial zeta entre -30 e -10
mV (CAO et al. 2021). Desta forma, o condicionamento quimico com CTAB também agiu
neutralizando a carga na superficie do lodo, pois suas particulas adsorvem na superficie as
particulas negativas do lodo, desestabilizando o sistema e promovendo a agregacéo dos flocos.
A extensédo de floculagéo ideal para melhorar o desaguamento depende fortemente do pH da
solucdo, pois ap6s o ponto isoelétrico ser atingido (carga elétrica liquida igual a zero) ocorre a

reversdo da carga superficial e quebra do agregado de floco de lodo (HYRYCZ et al. 2022).
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Outros estudos também investigaram o desaguamento de lodos ativados por tensoativos
cationicos e reportaram uma melhoria no desaguamento com o uso do surfactante sintético
CTAB (1,042 g - L), atribuida aos efeitos integrados de neutralizacio eletrostatica (diminuicio
da carga negativa dos flocos de lodo), maior compactacdo e liberagdo de EPS e 4gua ligada
(WANG et al. 2014%). Neste mesmo estudo houve comparacédo do CTAB com o surfactante
Brometo de Dodecil Trimetil Aménio (DTAB), e descobriram que o CTAB ¢é mais eficaz que
0 DTAB na promocéo do desaguamento do lodo devido a sua maior atividade superficial. Neste
estudo, 1,042 g - L de CTAB, reduziu o SRF do lodo de 5,98 para 4,11-108 m - kg? e
desaguamento aprimorado semelhante do lodo também foi observado por YUAN et al. (2011)
com uma combinacdo de CTAB e pré-tratamento de eletrolise.

No estudo de YUAN et al. (2011) o SDS também apresentou efeito negativo no
desaguamento do lodo com e sem eletrolise, enquanto 0 CTAB teve um efeito positivo. Com o
tratamento do lodo com SDS, a SRF e CST apresentaram tendéncias crescentes. O aumento da
concentragcdo de EPS, a diminuicdo da viscosidade e do potencial zeta foram determinados
como as principais razdes para as alteracGes observadas no desaguamento do lodo.

Em WANG et al (2014b), o desaguamento do lodo foi significativamente deteriorado
na dosagem de 2,084 g - L™ de SDS e o CST e a SRF aumentaram 6,3 e 5,1 vezes,
respectivamente, comparado ao lodo bruto. As correlagdes entre o teor de EPS e as propriedades
do lodo foram avaliadas e papel significativo das proteinas na sedimentabilidade e

desaguamento do lodo foram apontadas.
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Figura 2.12. Concentracdo de carboidratos em EPS (fracdes soltvel e ligada) durante o

desaguamento com os surfactantes sintéticos SDS e CTAB, comparado com o sobrenadante
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Figura 2.13. Concentragéo de proteinas em EPS (fragdes soluvel e ligada) durante o

desaguamento com os surfactantes sintéticos SDS e CTAB, comparado com o sobrenadante
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2.3.3. Experimentos de desaguamento do lodo — Segunda Coleta

A fim de replicar o tratamento com melhor resultado obtido na etapa anterior
(sobrenadante da levedura), uma segunda amostra de lodo foi coletada em outra estacdo de
tratamento. O tratamento com o sobrenadante da levedura foi aplicado em ensaio de menor
duracdo (3 horas) e com analises intermediarias de desaguamento, a cada 1 hora. O novo ensaio
teve como objetivo testar a aplicabilidade do melhor resultado obtido na etapa anterior em
outros tipos de lodo, bem como identificar, a partir das andlises intermediarias, se 0
desaguamento pode ser obtido em menor tempo de tratamento, haja vista o sobrenadante, livre
de ceélulas de cultivo, ndo necessitar do tempo de adaptacdo necessario quando utilizado o
inoculo no tratamento.

O desaguamento do lodo também foi mensurado pelo TTF e SRF, bem como
caracterizado quanto o contetdo de proteinas e carboidratos nas fracdes soltvel e ligada de
EPS. Os resultados, apresentados na Figura 3.14 e Tabela 2.6, indicam reducdo significativa do
TTF (p-valor < 0,05) a partir de 1 horas de tratamento, atingindo TTF de 7,1 + 0,4 minutos e
SRF de 6,9 - 10* m-kg* em 3 horas (p-valor: 0,001), aproximadamente 32,4% de redugdo em
relacdo ao controle inicial (10,5 + 0,1 min). No entanto, as reducdes de TTF e SRF foram menos
expressivas comparado aos resultados obtidos com o lodo avaliado anteriormente,
demonstrando grande influéncia da composicao, caracteristicas fisico-quimicas do esgoto e
tipologia de tratamento.

Embora os resultados de TTF e SRF da ETE2 sejam menos expressivos comparado aos
resultados da ETE1, com o ensaio de menor duragdo com o sobrenadante da R. mucilaginosa
foi possivel identificar que o TTF variou em taxa inferior a 10% entre os tempos analisados,
indicando que pode ser obtida estabilidade do TFF e consequentemente o desaguamento
maximo em tempo inferior a quatro dias de tratamento.

O monitoramento do pH evidenciou baixa varia¢do ao longo das 3 horas de tratamento com
0 sobrenadante da R. mucilaginosa (Figura 2.15) e a partir de 1h foi observado pequeno
aumento comparado ao lodo controle. Houve pequena diferenca entre os pHs de partida do

tratamento e do lodo controle.
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Figura 2.14. TTF e SRF médios do lodo ao longo das 3 horas de tratamento com o

sobrenadante da levedura (R. mucilaginosa).
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Tabela 2.6. Variacdo percentual do TTF em relagdo ao controle durante o desaguamento com

0 sobrenadante da levedura (R. mucilaginosa)

Ensaio TTF (min) Variacédo % SRF (m-kg?) Variacao %
Controle inicial 105+0,1 - 8,3 - 101 -
Oh 10,3+0,3 L7 8,3-10% 0
1h 8,8+0,4 1 15,7 8,110 133
2h 8,1+0,2 122,7 75101 110,0
3h 7,1+£04 1324 6,9 - 10% 1 16,7
Controle final 9,7+0,3 - 8,3-10% -

Fonte: Autor (2024).
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Figura 2.15. Variacdo do pH do lodo ao longo das 3 horas de tratamento com o sobrenadante

da levedura (R. mucilaginosa)
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Com a caracterizacdo de EPS, observou-se que o tratamento com o sobrenadante da
levedura R. mucilaginosa, assim como com o lodo anterior, também resultou em um aumento
nas concentracbes de carboidratos totais, mas essas concentracbes apresentaram
comportamento de declinio ao longo das 3 horas de tratamento (Figura 2.16). Em relacéo as
concentracOes de carboidratos nas frages de EPS, observou-se que no lodo controle inicial, a
maior parcela dos carboidratos também se encontra na fracdo ligada (47,7 £ 0,3 mg de
carboidratos - L), equivalente a 82,6% dos carboidratos totais (57,8 + 1,3 mg de carboidratos
- LY. Assim como com o lodo da ETE 1 avaliada, o tratamento do lodo com o sobrenadante
da R. mucilaginosa proporcionou liberagéo dos carboidratos da fragdo ligada, resultando em
um maior percentual de carboidratos na fragdo soltvel (444,3 + 0,1 mg de carboidratos - L),
equivalente a 78,7% dos carboidratos totais.

Semelhantemente ao observado com a concentracéo de carboidratos totais, o tratamento
do lodo com o sobrenadante também aumentou as concentracdes de proteinas totais, mas nao
de forma t&o expressiva como com o lodo da ETE 1 (Figura 2.17), que fora aproximadamente
cinco vezes em relacdo ao lodo controle. Em relacdo as concentracdes de proteinas nas fracdes
de EPS, no tratamento do lodo com o sobrenadante da R. mucilaginosa, neste caso, resultou em

um pequeno aumento da concentracédo de proteinas na fracdo soltvel de EPS (144,6 + 3,6 mg
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de proteinas - L™*) em 3 horas de tratamento, equivalente a 64,8% das proteinas totais (223,3 +
6,4 mg de proteinas - L™) e uma pequena diminuicdo da concentracio de proteinas na fracio
ligada (78,7 + 2,8 mg de proteinas - L™), equivalente a 35,2% das proteinas totais. Este
resultado, em comparagdo com o lodo avaliado anteriormente, indica influéncia da
concentracdo de proteinas no desaguamento, bem como a relagdo da redugdo do TTF com uma

conversdo eficiente de proteinas da fracdo ligada para a fracdo solvel do lodo em relagédo ao
lodo controle.

Figura 2.16. Concentracdo de carboidratos em EPS (fragdes soltvel e ligada) ao longo das 3

horas de tratamento com o sobrenadante da levedura (R. mucilaginosa)
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Figura 2.17. Concentracdo de proteinas em EPS (fracfes soltvel e ligada) ao longo das 3

horas de tratamento com o sobrenadante da levedura (R. mucilaginosa)
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2.4. CONCLUSAO

As concentracBes de inoculo avaliadas apresentaram resultados de desaguamento
semelhantes, mas melhor resultado de desaguamento foi obtido com a menor concentragéo de
indculo de R. mucilaginosa, com tempo de filtracdo aproximadamente 96% inferior ao lodo
controle.

Embora a concentracdo de proteinas totais em EPS tenha aumentado com o tratamento
utilizando indculos, a proporcdo entre as fracGes ligadas e solUveis das proteinas foram
modificadas, resultando em um percentual de proteinas na fracao ligada inferior a 10% nas trés
concentracOes analisadas. A melhoria no desaguamento relaciona-se com a reducdo da
concentracdo de proteinas ligadas no EPS.

O tratamento com o sobrenadante da R. mucilaginosa (TTF = 1,2 £ 0,1 min) resultou
em desempenho semelhante aos tratamentos de desaguamento com o indculo da levedura (TTF
= 1,1+ 0,2 min), mas a concentracdo de proteinas na fracdo ligada foi reduzida comparado com
o in6culo e com o lodo controle.
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Embora o uso do indculo seja eficaz, 0 uso de seu sobrenadante apresenta vantagens
operacionais, pois a biomassa fungica pode ser reaproveitada para extracao de carotenoides e
servir de indculo para novas fermentacoes.

A reprodugdo dos resultados obtidos com o sobrenadante foi avaliada demonstrando
grande influéncia da composicdo, caracteristicas fisico-quimicas do esgoto e tipologia de
tratamento. No entanto a utilizacdo de sobrenadante do cultivo da levedura parece ser
promissora. Os resultados de concentracdo de carboidratos e proteinas em EPS também
apresentaram comportamento semelhante, com diferenciagdo em relagdo ao incremento da
concentracdo de proteinas totais, que fora menor comparado ao lodo anterior, bem como uma
conversdo menos eficiente de proteinas da fracdo ligada para a fracdo soltvel do lodo.

Em relacdo aos surfactantes comerciais, houve melhoria do tempo de filtracdo com
CTAB (6,9 £ 0,5 min) comparado ao controle, mas deterioracdo do desaguamento com SDS
(46,5 £ 0,2 min). No entanto, ambos surfactantes comerciais apresentaram desempenho inferior
aos tratamentos bioldgicos, tanto com o in6culo de R. mucilaginosa (TTF = 1,1 £ 0,2 min),

guanto com o seu sobrenadante (TTF = 1,2 £ 0,1 min).
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CAPITULO 3: DESAGUAMENTO DE LODO DE ESTACOES DE TRATAMENTO DE
ESGOTO USANDO COINOCULACAO (Acidithiobacillus thiooxidans e Rhodotorula
mucilaginosa) COMO CONDICIONADOR DE LODO

Resumo

A biolixiviacdo, embora eficaz no tratamento de metais e com potencial simultaneo de
desaguamento de lodo de esgoto, é limitada pela presenca de matéria orgénica dissolvida, pois
inibe as bactérias quimiolitoautotréficas, como as Acidithiobacillus. Neste aspecto, a
coinoculacdo com microrganismos capazes de metabolizar compostos organicos, pode
melhorar a eficiéncia do processo. O presente estudo avaliou o desaguamento de lodo de duas
EstacOes de Tratamento de Esgoto (ETE) via coinoculacdo de Acidithiobacillus thiooxidans e
Rhodotorula mucilaginosa. Os resultados de coinoculagdo foram comparados com a bactéria
individualmente em trés concentracGes de indculo (5%, 10% e 15%), bem como com seu
sobrenadante livre de células do cultivo. O desaguamento foi analisado por ensaios de Tempo
de Filtracdo (TTF), Resisténcia Especifica a Filtracdo (SRF) e Substancias Poliméricas
Extracelulares (EPS). Em ensaio de 96 horas houve melhoria do desaguamento com o aumento
da concentragdo de inoculo (TTF = 8,3 £ 0,2 min para concentracdo de 15%), resultado que se
relaciona a reducdo de proteinas ligadas em EPS (71,3 %, em relacdo ao controle). O tratamento
com o sobrenadante resultou em TTF de 1,5 + 0,1 min, inferior ao tratamento com o inéculo na
melhor concentracédo (8,3 £ 0,2 min). Em ensaio de 3 horas com o sobrenadante foi possivel
identificar a possibilidade de desaguamento em menor tempo. O melhor resultado de
desaguamento foi obtido com a coinoculacdo da A. thiooxidans (15%) e R. mucilaginosa (5%),
atingindo TTF de 14 segundos em 96 horas, 98,7% inferior ao controle e concentracédo de 11,6
+ 1,9 mg de proteinas - L%, 79% inferior ao controle. Analise de Correlacio de Kendall reforgou
a correlacdo positiva entre o TTF e as proteinas ligadas em EPS. Os sobrenadantes combinados
da A. thiooxidans (15%) e R. mucilaginosa (15%), reduziram o TTF em 90,0% em relacdo ao
controle, e embora apresente desempenho semelhante a coinoculacdo, sua aplicacdo préatica
pode ser vantajosa ao permitir o reaproveitamento da biomassa e potencial de desaguamento
em menor tempo de tratamento.

Palavras-chave: Rhodotorula, Acidithiobacillus, substancias poliméricas extracelulares,

proteinas.
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Abstract

Bioleaching, although effective in the treatment of metals and with simultaneous potential for
dewatering sewage sludge, is limited by the presence of dissolved organic matter, as it inhibits
chemolithoautotrophic bacteria, such as Acidithiobacillus. In this regard, co-inoculation with
microorganisms capable of metabolizing organic compounds can improve the efficiency of the
process. The present study evaluated the dewatering of sludge from two Sewage Treatment
Plants (STP) via co-inoculation of Acidithiobacillus thiooxidans and Rhodotorula
mucilaginosa. The co-inoculation results were compared with the bacteria individually at three
inoculum concentrations (5%, 10% and 15%), as well as with their cell-free supernatant from
the culture. Dewatering was analyzed by Filtration Time (TTF), Specific Filtration Resistance
(SRF) and Extracellular Polymeric Substances (EPS) tests. In a 96-hour test, dewatering
improved with increasing inoculum concentration (TTF = 8.3 £ 0.2 min for 15% concentration),
a result that is related to the reduction of proteins bound in EPS (71.3%, in relation to the
control). Treatment with the supernatant resulted in a TTF of 1.5 + 0.1 min, lower than the
treatment with the inoculum at the best concentration (8.3 + 0.2 min). In a 3-hour test with the
supernatant, it was possible to identify the possibility of dewatering in a shorter time. The best
dewatering result was obtained with the co-inoculation of A. thiooxidans (15%) and R.
mucilaginosa (5%), reaching a TTF of 14 seconds in 96 hours, 98.7% lower than the control,
and a concentration of 11.6 + 1.9 mg of proteins L-1, 79% lower than the control. Kendall's
correlation analysis reinforced the positive correlation between TTF and EPS-bound proteins.
The combined supernatants of A. thiooxidans (15%) and R. mucilaginosa (15%) reduced TTF
by 90.0% compared to the control, and although it presents similar performance to co-
inoculation, its practical application can be advantageous by allowing the reuse of biomass and
dewatering potential in a shorter treatment time.

Keywords: Rhodotorula, Acidithiobacillus, Extracellular Polymeric Substances, proteins.
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3.1 INTRODUCAO

A biolixiviacdo é uma alternativa tecnologica eficiente e ambientalmente segura para
tratamento de metais e estudos recentes demonstram potencial simultaneo de desaguamento de
lodo residual de ETE, mas a elevada concentracdo de matéria organica dissolvida presente no
lodo possui toxicidade as bactérias quimiolitoautotroficas, comumente utilizadas no processo,
como a A. thiooxidans e a A. ferroxidans (PATHAK et al. 2009).

Em estudo com lodo de curtume, FANG & ZHOU (2006) identificaram que 150 mg -
L de Carbono Organico Dissolvido (DOC) causou inibicio da oxidagdo do enxofre por A.
thiooxidans em 70%. Em experimentos de biolixiviagdo com A. ferrooxidans, CHO et al. (2008)
também observaram que a biolixiviacdo de Cu cessou completamente em uma alta concentracao
de solidos, superior a 226 mg - L de Carbono Organico Total (TOC). Além disso, estudos
indicam que espécies de Acidithiobacillus sdo sensiveis a varios tipos de compostos organicos,
desde acucares simples, aminoacidos e até acidos organicos. GU & WONG (2004) observaram
atraso nos periodos de biolixiviacdo de Cu e Cr em lodo de esgoto digerido anaerobicamente,
de 6 e 7 dias, respectivamente, e pontuaram entre as causas a presenca de acidos acético e
propidnico no lodo.

Entre as possiveis causas de toxicidade dos microrganismos quimiolitotroficos
acidofilos aos acidos organicos, como , o primeiro ponto a se considerar é que o pH interno
dessas bactérias é aproximadamente 6,5, enquanto o pH do meio externo pode ser inferiora 2,5.
O segundo ponto é que em ambiente com baixo pH, a maior parte do acido organico esta
presente na forma indissociada, podendo difundir-se através da membrana citoplasmatica.
Desta forma, o acido orgénico ao entrar no pH neutro no citoplasma se dissociara, causando
acidificacdo do citosol, desestabilizando o gradiente de pH transmembranar, que é necessario
ao crescimento e sobrevivéncia desses microrganismos em meios acidos (VARDANYANA &
VYRIDESB, 2019).

Como forma de mitigar esse efeito tdxico da matéria organica dissolvida em
Acidithiobacillus, que afeta adversamente o processo de biolixiviagdo, alguns microrganismos
heterotréficos acido tolerantes, como Rhodotorula sp. (GU & WONG, 2007; WANG et al.
2010), Brettanomyces sp. (FANG & ZHOU, 2007), Pichia spartinae (ZHENG et al., 2009),
entre outros, foram introduzidos no processo por serem capazes de metabolizar compostos
organicos. Essa relacdo de mutualismo com as espécies de Acidithiobacillus, melhora a
atividade das bactérias aumentando a eficiéncia da biolixiviacdo e possivelmente também o

desaguamento de lodo.
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Em experimento realizado em um reator air-lift com coinoculacdo da levedura
Brettanomyces e bactéria A. thiooxidans, FANG & ZHOU (2007) constaram reducdo mais
rapida do pH do lodo e aumento do Potencial de Oxidacdo/Reducédo (ORP), contribuindo para
uma biolixiviagdo mais eficiente de Cr. Neste estudo, o tempo de biolixiviagdo para
solubilizagcdo méxima do Cr p6de ser reduzido de 5 para 3 dias com a coinoculagéo, comparado
com a biolixiviacdo sem a levedura Brettanomyces.

Em coinoculacdo de A. ferrooxidans, A. thiooxidans e L. ferriphilum com Rhodotorula
e Aspergillus niger, o efeito toxico da matéria organica dissolvida aos microrganismos
aciddfilos foi reduzida, atingindo eficiéncias de biolixiviacdo de Cd, Cu, Mn e Zn em 84,2,
90,9, 94,0 e 94,74%, respectivamente (GAN et al. 2016). Semelhantemente, WANG et al.
(2010) também identificaram aprimoramento da biolixiviacdo em lodo de curtume com o
coinoculacdo da levedura R. mucilaginosa e espécies de Acidithiobacillus. Identificaram que
com a coinoculagdo houve um efeito sinérgico entre 0os microrganismos, que além de reduzir
0s compostos organicos dissolvidos tdxicos a Acidithiobacillus, resultou em aumento da
concentracdo de CO> dissolvido (em até 3 vezes) na solugéo de biolixiviagdo, benéfica para o
crescimento das bactérias biolixiviantes.

As Acidithiobacillus, em especial A. ferrooxidans e A. thiooxidans, assimilam CO:
através do ciclo de Calvin-Benson para suprir carbono para seu crescimento, bem como para
oxidar ferro ou enxofre para atender aos requisitos de energia. A concentracdo de CO:
disponivel € um componente critico para o crescimento e atividade das Acidithiobacillus. Foi
identificada também uma reducdo no periodo de biolixiviagdo do Cr com a coinoculacéo de
Acidithiobacillus com R. mucilaginosa, de 96 horas, redugéo do pH de 5,5a 1,73 e solubilizacéo
de 94,5% do Cr do lodo na biolixiviacdo com apenas Acidithiobacillus, para 64 horas na
biolixiviacdo em coinoculacdo com R. mucilaginosa, reduzindo o pH de 5,48 para 1,73 e
solubilizando 95,5% do Cr presente orginalmente no lodo (WANG et al. 2010).

Coinoculacédo de Acidithiobacillus e levedura produtora de biossurfactante Meyerozyma
guilliermondii em biolixiviagdo de lodo de esgoto resultaram em solubiliza¢éo de 9,8%, 9,8%,
22,0%, 59,8%, 7,1% e 76,5% de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb e Zn, respectivamente, ap6s 10 dias de
biolixiviacdo, demonstrando que o mutualismo com a levedura reduziu o tempo de
biolixiviacdo do Cd de 240 para 96 horas (CAMARGO et al. 2018).

Pichia spartinae coinoculada com A. ferrooxidans e A. thiooxidans para biolixiviagdo
de lodo de curtume, demonstrou que o mutualismo entre os microrganismos resultou em

aumento da biolixiviagdo em 33 e 12 vezes, respectivamente. Para aumentar a eficiéncia da
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biolixiviacdo e aumentar a atividade das espécies de Acidithiobacillus, recomenda-se a adigdo
periddica de P. spartinae em intervalos de lote (ZHENG et al. 2009).

Embora diversos estudos relatem melhorias na biolixiviagdo de metais com a
coinoculacdo espécies de Acidithiobacillus e microrganismos heterotréficos acido tolerantes,
0s aspectos relacionados ao desaguamento do lodo simultaneamente a biolixiviagdo ainda séo
pouco explorados e compreendidos. Especialmente em relagdo aos efeitos da coinoculacdo em
Substancias Poliméricas Extracelulares (EPS, do inglés Extracellular Polymeric Substances),
sua composicao e fracOes soluveis e ligadas, que sdo frequentemente associadas ao desempenho
de desaguamento. Portanto, o estudo do presente capitulo avaliou o desaguamento de lodo de
ETE via coinoculacdo de bactéria acidofila (A. thiooxidans) e levedura (Rhodotorula
mucilaginosa), analisando o processo de desaguamento sob a perspectiva de alteracBes nas
fracbes e composicdo de EPS. Os resultados de coinoculacdo foram comparados com 0s
desempenhos de desaguamento da bactéria aciddfila (A. thiooxidans) individualmente em trés
diferentes concentracdes de indculo, bem como o desaguamento do lodo tratado com o
sobrenadante da A. thiooxidans, livre de células de cultivo, a fim de avaliar a vantagem do uso

da coinoculacgéo frente as demais abordagens de biolixiviagao e desaguamento.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1. Coleta, preservacao e caracterizacdo do lodo de Estacdo de Tratamento de
Esgoto

A amostra de lodo aerébio foi coletada no decantador secundario de sistema de lodos
ativados em uma Estagéo de Tratamento de Esgoto (ETE1) localizada no Estado de S&o Paulo.
A metodologia de coleta e armazenamento foi realizada de acordo com as recomendacdes de
coleta e preservacdao de amostras do método 1060 (APHA, 2012), em garrafas de polietileno
com capacidade de 1 litro. As propriedades fisico-quimicas iniciais foram caracterizadas
conforme apresentado na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Parametros fisico-quimicos e métodos utilizados para caracterizacdo inicial do

lodo
Parametro Analise Método
pH 9040C (APHA, 2012)
Fisico-quimicos Sélidos Totais (ST) 2540B (APHA, 2012)

Solidos Totais Voléteis (STV) 2540E (APHA, 2012)
Fonte: Autor (2024).

Uma segunda coleta de lodo foi realizada em outra estagédo de tratamento para avaliar o
tratamento com melhor resultado obtido na etapa anterior. A segunda Estagéo de Tratamento
de Esgoto (ETE?2) também se localiza no interior do Estado de Sao Paulo, mas diferentemente
da ETEL, possui fase unica de tratamento bioldgico, aerobia por lodos ativados, seguida por
membranas de ultrafiltracdo para producdo de &gua de reuso. Os lodos residuais gerados sdo
tratados com produtos quimicos. O sistema de lodos ativados avaliado nesta pesquisa € o lodo
residual do tratamento bioldgico aerébio. A amostra foi coletada em galdo de polietileno com
capacidade de 20 litros, posteriormente fracionado em garrafas de polietileno de 1 litro. A
metodologia de coleta e armazenamento foi realizada de acordo com as recomendacdes de
coleta e preservacdo de amostras do método 1060 (APHA, 2012) e as propriedades fisico-
quimicas iniciais também foram caracterizadas de acordo com os métodos apresentados na
Tabela 3.1.

3.2.2. Andlises de desaguamento

O desaguamento do lodo foi avaliado pelo Ensaio de Tempo de Filtracdo (TTF),
adaptado do método descrito em APHA (2012), e pela Resisténcia Especifica a Filtragdo (SRF).
O experimento consistiu em inserir amostra de lodo (50 mL) em funil de Buchner com filtro de
1,2 um, sob pressdo constante de 51 kPa. O TTF foi obtido ao mensurar o tempo necessario
para obtencdo de 50% do volume original da amostra (25 mL). A SRF foi calculada conforme
a Equacdo 3.1 (ARHAN et al. 1996) e os parametros mensurados pelo Teste de Funil de
Buchner (WISNIEWSKI & GRASMICK, 1998).

2bPA?
uc

SRF =

Equacéo 3.1.
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Onde P ¢ a pressdo aplicada (N-m™2); A ¢ a area de filtragdo (m?); p é a viscosidade
dinamica (N-s:m); ¢ é a massa de solidos/unidade de volume filtrado (kg-m=) = 1/Ci/(100 - Cj)
- C/(100 - Cs); Ci é a umidade inicial (%); Ct é a umidade final (%); b é o coeficiente angular
da curva t/v vs. v; v é o volume filtrado (m3); e t é o tempo de filtragéo (s).

As EPSs no lodo foram extraidas conforme descrito por JUDD (2006) e quantificadas
quanto a concentracdo de proteinas (LOWRY-FOLIN, 1951) e carboidratos (DUBOIS et al,
1956). Na extracdo do EPS, ap6s a primeira centrifugacdo, o sobrenadante foi filtrado e obtido
0 EPS soluvel (EPSs), que fora entdo caracterizado quanto as proteinas (EPSsp) e carboidratos
(EPSsc). O precipitado foi ressuspendido em solugéo salina, submetido a aquecimento (100°C)
por 1 hora e novamente centrifugado. O sobrenadante foi filtrado e fora obtido o EPS ligado

(EPSL), também caracterizado quanto as proteinas (EPS.p) e carboidratos (EPS.c).

3.2.3. Microrganismos e preparo dos inéculos

A bactéria A. thiooxidans (ATCC 19377) foi cedida pelo Laboratorio de
Biohidrometalurgia do Instituto de Quimica, Departamento de Bioquimica e Tecnologia
Quimica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus
Araraquara e foi cultivada em meio 9K modificado ((NH4)2SO4 2,7g; KCI 0,09 g; KoHPO4 0,45
g; MgS04-7H20 0,45 g; H.O 1000 mL, pH 2.8), autoclavado a 121°C por 15 min e pH ajustado
com H2SO4. Ao meio foi adicionado 10 g-L™ de enxofre elementar (esterilizado durante 60
minutos a 110°C) como fonte de energia (FANG et al., 2011).

O crescimento foi conduzido em Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de meio,
acondicionado em incubadora com agitacdo de 150 rpm e temperatura controlada a 30°C,
temperatura que apresentada melhor resultado em ensaios de biolixiviagédo (VILLAR, 2003;
PATHAK et al. 2009). O meio foi mantido sob essas condi¢des até que seu pH atingisse 0,8
aproximadamente. Os nimeros de células de A. thiooxidans foram cerca de 102 células-mL™*
no final de sua fase exponencial de crescimento (cerca de 48 horas ou 15 dias ap6s a inoculagéo)
(ZHOU et al., 2013).

Para os ensaios de desaguamento, aliquotas dos indculos foram centrifugadas durante
10 minutos a 7830 rpm e 25°C, o sobrenadante foi reservado e as células foram ressuspendidas
em agua destilada estéril com pH 4,0 ajustado com H2SO4. As células ressuspendidas foram

padronizados no comprimento de onda de 560 nm, para absorbancia entre 0,400 e 0,500. A
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diluicdo da amostra para padronizagéo foi realizada também com &gua destilada em pH ajustado
para 4,0 com H2SOa.

A levedura R. mucilaginosa, extremdfila, identificada molecularmente por MOURA et
al. (2021). Os cultivos subsequentes foram realizados em &gar Sabouraud. As leveduras foram
coletadas com a alca de inoculacdo de 10 pL e transferidas para meio de enriquecimento
conforme proposto por KITAMOTO et al. (2001) e permaneceram em incubadora com agitacdo
de 120 rpm e temperatura controlada a 30°C por 48 horas. Para os ensaios de desaguamento,
aliquotas dos indculos foram centrifugadas durante 10 minutos a 7830 rpm e 25°C, o
sobrenadante foi reservado e as celulas foram ressuspendidas em solugdo salina estéril. O
inoculo foi padronizado no comprimento de onda de 600nm, para absorbancia proxima de 1, o
equivalente a 10’ UFC-mL? (MARCELINO et al., 2019). A diluicdo da amostra para

padronizacao foi realizada também com solu¢do salina esteéril.

3.2.4. Experimentos de desaguamento do lodo

Para o desenvolvimento dos experimentos de desaguamento, os ensaios foram divididos
em trés etapas (Figura 3.1): Etapa I, compreende ensaios com trés concentra¢des de in6culo da
bactéria A. thiooxidans individualmente, (5, 10 e 15%), bem como ensaio com seu sobrenadante
livre de células de cultivo prévio. Nos ensaios da Etapa | foram realizados monitoramento diario
do pH e analises de desaguamento somente no final do tratamento (apos 96 horas); Etapa 2
compreende ensaio de coinoculagdo da levedura R. mucilaginosa (5% de inéculo, concentracao
com melhores resultados de desaguamento conforme identificado no estudo do CAPITULO 2)
com a bactéria A. thiooxidans na concentracdo de in6culo que obteve melhor resultado de
desaguamento na etapa I. Nos ensaios da Etapa I, foram retiradas aliquotas intermediarias para
analises de desaguamento, portanto, foi utilizado um volume maior (750 mL) de lodo e
fracionamento da amostra em Erlenmeyer de mesmo volume da etapa anterior (500 mL), de
modo a garantir as mesmas condi¢fes experimentais e evitar que a retirada de aliquotas
comprometa o desempenho dos microrganismos; Etapa I11 compreende a reproducédo do ensaio
com o sobrenadante da bactéria, porém utilizando o lodo residual da ETE2 em menor tempo de
tratamento (3 horas). Paralelamente fora conduzido ensaio comparativo utilizando apenas lodo
com é&cido sulfarico. Nesses ensaios foram realizados monitoramento do pH e analises de
desaguamento intermediarias (a cada 1 hora de tratamento). Ainda na Etapa Ill, o melhor
resultado obtido na etapa I, coinoculacdo de R. mucilaginosa e A. thiooxidans foi reproduzido

com o lodo da ETE2 e paralelamente também foi realizado ensaio de desaguamento com 0s
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sobrenadantes da bactéria e levedura combinados (ambos ensaios de 96 horas). Os
experimentos de desaguamento foram conduzidos em incubadora com agitacdo de 150 rpm e

temperatura controlada a 30°C. As condi¢Oes experimentais foram detalhadas na Tabela 3.2.

Figura 3.1. Experimentos de desaguamento, condi¢cOes analisadas e parametros

monitorados em cada etapa

Etapa | Etapa Il Etapa Il
Lodo da Primeira Coleta Lodo da Primeira Coleta Lodo da Segunda Coleta
23 de fevereiro de 2023 23 de fevereiro de 2023 25 de junho de 2024

Desaguamento com
sobrenadante de

A. thiooxidans e
desaguamento com
acido sulfirico.

(Ensaio de 3 horas)

Andlises de TTF e SRF
intermediarias.

Desaguamento com
Desaguamento com

A. thiooxidans: coinoculagéo de
5% de indculo; R. mucilaginosa com

10% de in6culo; A. thiooxidans na
melhor concentracdo
identificada na etapa I.

(Ensaio de 96 horas)

Analises de TTF e SRF
intermediérias.

15% de indculo;
(Ensaio de 96 horas)

Desaguamento com
coinoculacéo de R.
mucilaginosa e A.
thiooxidans e
desaguamento com 0s
sobrenadantes
combinados

Desaguamento com
sobrenadante da

A. thiooxidans livre de
células de cultivo.

(Ensaio de 96 horas)

(Ensaio de 96 horas)

Fonte: Autor (2024).
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Tabela 3.2. Condi¢6es experimentais de desaguamento do lodo ETE

Ind6culo ou Inéculo ou < .
Ensaio I(_rgch)J sobrenadante de sobrenadante de (S O) Agua(r(:]eigllada
A. thiooxidans (mL) R. mucilaginosa (mL) g
Controle 200 - - 0,6 100
Etapa |
Bactéria 200 15® - 0,6 85
Bactéria 200 300 - 0,6 70
Bactéria 200 45 ©) - 0,6 55
Sobrenadante 200 45 - - 55
Etapa Il
Coinoculagdo 200 45 15 0,6 40
Etapa Ill
Sobrenadante 200 45 - - 55
H,SO,
(até pH = 200 - - - 100
sobrenadante)
Coinoculagdo 200 45 15 0,6 40
Sobren_a\dantes 200 45 45 i 10
combinados

@) Equivalente a 1,5-10° células de A. thiooxidans (108 células-mL™?)
@ Equivalente a 3,0-10° células de A. thiooxidans (108 células-mL™)

@) Equivalente a 4,5-10° células de A. thiooxidans (108 células-mL™?)
Fonte: Autor (2024).

Os experimentos foram realizados em triplicatas, das quais foram calculadas as médias
e desvio padrdo em cada caso. A significancia entre os resultados de TTF para as condic¢des de
desaguamento foi avaliada pelo teste de Kruskal-Wallis (ANOVA, ndo paramétrico) no
XLSTAT®, utilizado para testar se houve reducdo significativa do TTF dos diferentes
tratamentos avaliados no nivel de significancia de 5%. No caso da existéncia de reducédo
significativa, a probabilidade de significancia (p-valor) é inferior a 0,05. Para identificar quais
pares de condigdes possuem TTF significativamente diferentes foi realizado adicionalmente o
teste post-hoc de ComparacGes Multiplas de Dunn (Teste de Dunn, 1964) também no nivel de
significancia de 5%. Para levar em conta o fato de que existem mdaltiplas comparacGes em k
grupos, foi utilizada a correcdo de Bonferroni. Os testes de Kruskal-Wallis e Comparacdes
Multiplas de Dunn podem ser aplicados caso rejeitada a hipotese de distribuicdo normal dos
dados. A normalidade dos dados foi avaliada e rejeitada pelos testes Shapiro-Wilk, Anderson-
Darling e Lillifors.

Os melhores resultados de TTF e fracbes de EPS foram submetidos a analises de

Correlacdo de Kendall a fim de identificar a associacao entre pares de variaveis. A Correlacdo
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de Kendall é um teste ndo-paramétrico, e, portanto, pode ser usado quando ndo ha distribuicao
normal dos dados, hipdtese verificada anteriormente, e pode ser usado para testar relagcdes ndo-
lineares entre as varidveis. Coeficiente de Correlagdo de Kendall (representado pela letra grega
T —tau), varia de -1 a +1, sendo que valores proximos a esses extremos indicam uma correlacao
forte e valores proximos de 0 implicam em correlagcdes mais fracas ou inexistentes. O valor de
T positivo ou negativo indica a dire¢do da relagdo entre as variaveis, caso positivo significa que
0 aumento de uma variavel implica no aumento da outra e caso negativo indicam que o0 aumento

de uma variavel implica na diminuicéo de outra.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
3.3.1. Caracterizagao inicial do lodo
Apbs as coletas, conforme detalhado no item 3.2.1., o lodo bruto foi submetido a uma

caracterizagdo inicial (Tabela 3.3), que compreende parametros fisico-quimicos, como pH e

solidos e uma caracterizacao inicial dos parametros de desaguamento, como TTF, SRF e EPS.
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Tabela 3.3. Caracterizacdo inicial dos lodos: parametros fisico-quimicos e de desaguamento

Parametro Analise Resultado

ETE 1- Coleta realizada em 23 de fevereiro de 2023

pH 71£0,2
Fisico-quimicos Sélidos Totais (ST) 6.078,3+108,7mg - L
Sélidos Totais Volateis (STV) 4.523,3+368,9mg - L*
TTF 22,8 + 3,3 min
SRF 5,1-10% m-kg

25,2 + 1,4 mg de carboidratos - L
40,1 + 2,3 mg de proteinas - L
55,9 + 3,1 mg de carboidratos - L
52,8 + 2,0 mg de proteinas - L*

ETE2 - Coleta realizada em 25 de junho de 2024

Desaguamento EPS soltvel

EPS ligado

pH 6,8+0,1
Fisico-quimicos Sélidos Totais (ST) 3.7275+1046 mg - L*
Sélidos Totais Volateis (STV) 2.767,2+912mg - L*
TTF 10,5+ 0,1 min
SRF 8,3-10%¥ m-kg

10,1 + 1,1 mg de carboidratos - L
98,2 + 1,4 mg de proteinas - L
47,8 + 0,3 mg de carboidratos - Lt
67,5 + 4,8 mg de proteinas - Lt

Fonte: Autor (2024).

Desaguamento EPS soltvel

EPS ligado

3.3.2. Experimentos de desaguamento do lodo — Primeira Coleta

O desaguamento do lodo nos ensaios avaliados foi mensurado pelo TTF e SRF, bem
como caracterizado quanto o contedo de proteinas e carboidratos nas frages soltvel e ligada
de EPS. Ao longo das 96 horas de tratamento foi realizado o monitoramento diario do pH das
amostras. O tratamento do lodo com as trés concentracdes de indculo da bactéria A. thiooxidans
resultou em reducdo do TTF e SRF (Figura 3.2 e Tabela 3.4). Menores valores de TTF (8,3 +
0,2 min) e SRF (3,0-10* m - kg*) foram obtidos com a concentragio de 15% de indculo de A.
thiooxidans, aproximadamente trés vezes inferior do que o lodo controle (25,4 + 0,3 min;
9,2:10% m - kg). Com o aumento das concentragdes de indculo de A. thiooxidans houve
reducdo do TTF em 48,7%, 60,9% e 67,1%, para as concentracOes de 5%, 10% e 15% de
indculo respectivamente. Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Comparac6es Mdltiplas de

Dunn demonstraram que, comparado ao controle, a redugdo no TTF foi significativa para as
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concentracOes de 10% e 15% de indculo de A. thiooxidans, no nivel de significancia de 5%, e
a reducdo mais significativa foi com a concentracdo de 15% entre as trés concentracfes de
inoculo avaliadas.

Os resultados de TTF e SRF do tratamento do lodo com o sobrenadante do inoculo da
bactéria A. thiooxidans demonstraram reducdes de 94,1% (1,5 £ 0,1 min) no TTF e 94,1%
(5,1-10 m - kg}) no SRF, respectivamente, comparado com o TTF (25,4 + 0,3 min) e SRF
(9,2:10" m - kg!) do lodo controle (Figura 3.2 e Tabela 3.4). Comparado com a melhor
concentracdo de indculo, o sobrenadante apresentou TTF 82,1% inferior ao in6culo. Os testes
estatisticos de Kruskal-Wallis e Compara¢des Multiplas de Dunn demonstram que a redugao
foi significativa no nivel de significancia de 5%.

O monitoramento do pH evidenciou reducédo ao longo das 96 horas nos ensaios com 0s
inéculos (Figura 3.3), demonstrando maior atividade das bactérias acidofilas no final do periodo
de tratamento. Embora tenha ocorrido reducdo do pH para todas as concentra¢@es de inéculo
de A. thiooxidans, a partir de 72h foi observada uma diferenciacdo entre os tratamentos
avaliados, de modo que o menor pH observado (pH = 4,4) foi relacionado com a maior
concentracdo de inoculo (15%) e menores TTF e SRF obtidos. O monitoramento do pH do
ensaio com o sobrenadante da A. thiooxidans evidenciou diferenca significativa no pH de
partida entre os tratamentos, ou seja, 0 pH do sobrenadante iniciou em 1,5 comparado com o
pH inicial de 6,6 do tratamento com 15% de in6culo de A. thiooxidans, mas ndo houve grandes

variagOes ao longo das 96 horas de tratamento.
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Figura 3.2. TTF e SRF médios do lodo durante o desaguamento com a bactéria acidéfila (A.

thiooxidans) e seu sobrenadante
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Fonte: Autor (2024).

Tabela 3.4. Variacdo percentual do TTF em relacdo ao controle durante o desaguamento com

a bactéria (A. thiooxidans) e seu sobrenadante

Ensaio TTF (min) Variacio % SRF (m-kg™?) Variagdo %
Controle 25,3+0,3 - 9,2 -10* m-kg* -
A. thiooxidans (5%) 13,0+0,2 1 48,7 4,1-10%m-kg* 1 56,6
A. thiooxidans (10%) 9,9+0,2 1 61,0 3,1-10% m-kg? 1 66,7
A. thiooxidans (15%) 8,3%+0,2 1 67,1 3,0 - 10** m-kg* 1678
Sobrenadante A. thiooxidans 15+0,1 1 94,1 51108 m-kg? 1 94,4

Fonte: Autor (2024).
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Figura 3.3. Variacdo do pH do lodo durante o desaguamento com a bactéria acidofila (A.

thiooxidans) e seu sobrenadante
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Fonte: Autor (2024).

Com a caracterizacdo de EPS, observou-se que os tratamentos de desaguamento com A.
thiooxidans ndo apresentaram grandes variagdes nas concentracdes de carboidratos totais
comparado com o lodo controle (Figura 3.4), mas avaliando as concentragc0es de carboidratos
nas fracbes de EPS, observou-se que com o aumento das concentra¢fes de inoculo de A.
thiooxidans, houve liberacdo dos carboidratos da fracdo ligada, resultando em um maior
percentual de carboidratos na fragéo soltvel, 54,3% (40,6 + 0,5 mg de carboidratos - L), 59,9%
(46,2 + 3,9 mg de carboidratos - L) e 58,1% (53,8 + 4,9 mg de carboidratos - L), para as
concentragdes de 5%, 10% e 15% de indculo, respectivamente. A concentragdo de carboidratos
soltiveis no lodo controle foi de 31,1% (25,2 + 1,4 mg de carboidratos - L™) e 68,9% de
carboidratos na fragdo ligada (55,9 + 3,1 mg de carboidratos - L™2).

Diferentemente do observado com a concentragdo de carboidratos totais, o tratamento
do lodo com os in6culos de A. thiooxidans reduziram as concentra¢fes de proteinas totais
comparado com o lodo controle (Figura 3.5), mas ndo houve grandes variagfes na concentracao
de proteinas totais entre as trés concentracGes de indculo de A. thiooxidans avaliadas. Com
relacdo as concentragdes de proteinas nas fragdes de EPS, observou-se que com o aumento da
concentracdo de indculo, houve reducéo no percentual de proteinas na fragdo ligada, resultado
no melhor caso, maior concentracdo de indculo de A. thiooxidans, uma concentragdo de 12,7 +

1,6 mg de proteinas - L, que equivale a 37,6% da concentracdo de proteinas totais (33,9 + 2,5
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mg de proteinas - L™?). O tratamento de desaguamento com 15% de in6culo de A. thiooxidans,
resultou, em uma concentracdo de proteina ligada trés vezes e meia menor do que a
concentragéo de proteina ligada do lodo controle (44,3 + 2,9 mg de proteinas - L™2).

Relacionando os resultados de filtracdo (TTF e SRF) com os resultados de
caracterizacdo de EPS, houve melhoria do desaguamento do lodo com o aumento da
concentracdo de indculo de A. thiooxidans, e tal aprimoramento no desaguamento relaciona-se
com a reducdo da concentracédo de proteinas em EPS, em especial a concentracao de proteinas
na fragéo ligada.

Estudos anteriores também testaram bactérias oxidantes de enxofre no processo de
desaguamento para tratamento de lodo, e o lodo biolixiviado apresentou diferenca significativa
em relacdo ao lodo controle, como uma reducdo consideravel do pH (para 3,92) e menor SRF,
que reduziu para 5,31-10° m - kg ap6s 72 horas de tratamento (LIU et al. 2016). Segundo
LIU et al. (2016), EPS no lodo biolixiviado diminuiram consideravelmente, com proteinas e
polissacarideos reduzidos em 97,4% e 76,0%, respectivamente, e entre as causas para melhoria
do desaguamento, os autores apontaram como fator decisivo a diminuicéo de EPS.

No estudo de ZHOU et al. (2014), com coinoculacdo de A. thiooxidans e A.
ferrooxidans, o teor de EPS no lodo impactou significativamente no desaguamento, e reducdes
nos teores de proteinas e polissacarideos na fracdo ligada de EPS contribuiram, segundo 0s
autores, para o aprimoramento do desaguamento. Segundo DAI et al. (2018), a fracdo ligada de
EPS pode conter até 70% de biopolimeros, incluindo proteinas e carboidratos, cuja liberacao
de proteinas, caracteristica predominantemente hidrofilica, pode enfraquecer sua capacidade de
se ligar a 4gua e consequentemente melhorar a capacidade de desaguamento.

HUOQ et al. (2014) investigaram as taxas de contribuicdo dos fatores que controlam o
desaguamento do lodo durante a biolixiviagdo, como pH do lodo, quantidade microbiana, EPS
etc., e entre esses fatores, a quantidade microbiana, o teor de dgua ligada e o teor de EPS do
lodo foram apontados como os fatores dominantes, e suas taxas de contribuigdo na melhoria do
desaguamento foram de 32,5%, 24,2% e 22,4%, respectivamente. Portanto, o aumento do
desaguamento do lodo durante a biolixiviacéo foi relacionado principalmente pela alteracdo da
comunidade microbiana e pela diminuicéo do teor de agua ligada e EPS do lodo. YANG et al.
(2020), também observaram que a relacdo entre as fracGes sollvel e ligada de EPS afetou
significativamente o desaguamento do lodo, e por analise de componentes principais e analise
de correlagcdo de Pearson forneceram evidéncias de que reducgdes na fracdo ligada de EPS

correlaciona-se positivamente com o desaguamento do lodo.
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O sobrenadante da bactéria A. thiooxidans, por sua vez, resultou em um aumento nas
concentracOes de carboidratos totais comparado com o lodo controle (Figura 3.4). Avaliando
as concentracdes de carboidratos nas fracGes de EPS, houve liberacdo dos carboidratos da
fracdo ligada, resultando em um maior percentual de carboidratos na fragdo soltvel (93,4 £ 6,4
mg de carboidratos - L), equivalente a 77,7% dos carboidratos totais (120,2 + 7,9 mg de
carboidratos - L™).

Semelhantemente ao observado com a concentragédo de carboidratos totais, o tratamento
do lodo com o sobrenadante também aumentou as concentragdes de proteinas totais comparado
com o lodo controle (Figura 3.5). Este aumento da concentragdo de proteinas totais foi de
aproximadamente dez vezes comparado ao lodo controle. Ao analisar as concentracGes de
proteinas nas fracdes de EPS, 54,8% da concentracao de proteinas encontra-se na fracédo soluvel
(410,6 + 5,8 mg de proteinas - L) e 45,2% na fracdo ligada (339,0 + 6,8 mg de proteinas - L"
1. No caso do sobrenadante, observa-se que o contetido de proteinas na fragdo ligada no foi o
fator determinante na promocao do desaguamento, embora, os resultados de TTF e SRF obtidos
sejam menores do que os obtidos com os inoculos da bactéria. Logo, no tratamento com o
sobrenadante do inoculo, outros fatores, como a carga superficial dos flocos e mecanismos de
floculagcdo podem ter influenciado mais fortemente para a promogédo do desaguamento.

Este aumento da concentragdo de proteinas totais foi de aproximadamente dez vezes
comparado ao lodo controle. Ao analisar as concentracBes de proteinas nas fraces de EPS,
54,8% da concentracdo de proteinas encontra-se na fragdo soltvel (410,6 + 5,8 mg de proteinas
- L) e 45,2% na fracgéo ligada (339,0 + 6,8 mg de proteinas - L™%). No caso do sobrenadante,
observa-se que o conteudo de proteinas na fracdo ligada ndo foi o fator determinante na
promocao do desaguamento, embora, os resultados de TTF e SRF obtidos sejam menores do
que os obtidos com os inoculos da bactéria. Logo, no tratamento com o sobrenadante do
indculo, outros fatores, como a carga superficial dos flocos e mecanismos de floculagdo podem
ter influenciado mais fortemente para a promogédo do desaguamento.

Estudo anterior avaliou floculante biogénico produzido por A. ferrooxidans para
condicionamento de lodo e melhoria do desaguamento, e constatou que o floculante biogénico
reduziu rapidamente o pH, diminuiu o CST e a SRF do lodo em 74% e 89%, respectivamente,
em comparagdo com o lodo controle (KURADE et al. 2016). Entre as justificativas de melhoria
do desaguamento, os autores destacaram que como as particulas de lodo sdo carregadas
negativamente, a forga de repulsdo entre as particulas impede com que se agreguem e
sedimentem, e ao analisarem a estrutura microscopica dos flocos de lodo, observaram que a

morfologia dos flocos do controle era de flocos pequenos, totalmente dispersos na fase aquosa
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sem apresentar qualquer agregacdo/floculagdo, mas ap6s o tratamento com o floculante
biogénico exibiram limites entre os flocos individuais bastante claros e com conexdes entre as
particulas individuais muito mais baixas do que os flocos de lodo de controle. Alem disso, 0
tamanho dos flocos formados foi maior, consistente e compacto, mostrando formacéo clara de
flocos (KURADE et al. 2016).

Outro estudo comparou o desaguamento do lodo inoculado com cultura de A.
ferrooxidans (células sem meio) com o filtrado da cultura sem células e demonstrou melhoria
efetiva do desaguamento do lodo, conforme evidenciado pela reducédo do CST para 20 segundos
e SRF em 90%, no entanto, necessitou um periodo de tratamento de 1 a 2 dias, j& o floculante
biogénico produzido por A. ferrooxidans, por sua vez, diminuiu o CST e melhorou o
desaguamento do lodo em apenas 4 horas (WONG et al. 2016). Este estudo demonstra
eficiéncia da cultura e do sobrenadante da cultura de A. ferrooxidans na melhoria do
desaguamento do lodo, mas, embora o indculo seja eficaz, requer um tempo substancial para
atingir o desaguamento, enquanto o sobrenadante pode ser usado como floculante sem a adi¢éo
de fonte de energia aos microrganismos (neste caso Fe?*), obtendo-se réapida floculagio e

desaguamento do lodo.

Figura 3.4. Concentracdo de carboidratos em EPS (fragcfes soltvel e ligada) durante o

desaguamento com a bactéria aciddfila (A. thiooxidans) e seu sobrenadante
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Figura 3.5. Concentracdo de proteinas em EPS (fracOes soltvel e ligada) durante o

desaguamento com a bactéria aciddfila (A. thiooxidans) e seu sobrenadante
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A concentracdo de in6culo de 15% de A. thiooxidans foi escolhida para o experimento
de coinoculagdo com a levedura R. mucilaginosa. Os resultados, apresentados na Figura 3.6 e
Tabela 3.5, indicam que a reducdo do TTF foi significativa (p-valor < 0,05) a partir de 72 horas
de tratamento (10,7 £ 0,42 min; p-valor: 0,025), atingindo 0 minimo de 14 segundos em 96
horas (0,23 £ 0,04 min; p-valor: 0,005), aproximadamente 98,7% de redugdo em relacdo ao
controle (17,9 + 0,6 min) e 84,7% de reducdo em relagdo ao sobrenadante da A. thiooxidans
(13,5 £ 0,1 min). Os resultados de SRF acompanharam o padrdo de reducdo do TTF, com
reducBes mais acentuadas a partir de 72h de tratamento (3,1:10** m - kg™?), atingindo seu
minimo em 96h (4,6-10'? m - kg™), 0 que representa uma reducio de 99,3% em relagio ao SRF
do lodo controle (6,1-10* m - kg™). Os testes estatisticos apontaram que ndo houve diferenca
significativa entre o lodo controle inicial e o lodo controle final (p-valor: 0,553), e ndo houve
diferenca significativa entre os controles e os tempos Oh, 24h e 48h de desaguamento, em todos
0S casos 0s testes estatisticos indicaram p-valor > 0,05.

No ensaio de coinoculacdo foi possivel estabelecer a correlacdo entre o TTF e 0 pH ao
longo das 96 horas de (Figura 3.7), evidenciando que a reducdo do TTF possui um padrdo de
diminuicdo bastante semelhante a diminuigéo do pH ao longo do tempo, ou seja, a partir de 72

horas iniciou uma reducdo do pH mais acentuada comparado ao lodo controle, atingindo o pH
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de 2,7 no final do ensaio. Os resultados permitem inferir maior atividade das bactérias acidofilas
e leveduras consorciadas em 96 horas de tratamento. Na Figura 3.8 € possivel observar a
diferenca visual entre o lodo controle e o tratamento do lodo com a coinoculacéo apés 96 horas,
resultando em um sobrenadante mais clarificado e um lodo decantado com aspecto de flocos

maiores.

Figura 3.6. TTF e SRF médios do lodo ao longo das 96 horas de tratamento com a

coinoculacédo da bactéria A. thiooxidans e levedura R. mucilaginosa.
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Tabela 3.5. Variacao percentual do TTF em relagéo ao controle durante o desaguamento com

coinoculacdo da bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa)

Ensaio TTF (min) Variagdo % SRF (m-kg?) Variagdo %

Controle inicial 179+0,6 - 6,1 - 10 m-kg? -

Oh 18,3+0,4 12,0 6,1 - 10 m-kg? 0

24h 18,3+0,8 11,8 6,1 - 10 m-kg* 0

48h 17,7+0,9 11,5 6,1 - 10 m-kg* 0

72h 10,7 +0,4 1 40,5 3,1 - 10% m-kgt 1 50,0

96h 0,2+0,1 1 98,7 4,6 - 102 m-kg* 1993
Controle final 180+1,3 - 6,1 - 10* m-kg* -

Fonte: Autor (2024).

Figura 3.7. Variagéo do pH do lodo ao longo das 96 horas de tratamento com a coinoculagéo
da bactéria A. thiooxidans e levedura R. mucilaginosa
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Figura 3.8. Diferenca visual entre o lodo controle (esquerda) e o tratamento do lodo com a
coinoculacdo da bactéria A. thiooxidans e levedura R. mucilaginosa (direita) apds 96h de

tratamento
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Fonte: Autor (2024).

Em relagdo a EPS (Figura 3.9), nas primeiras 24 horas a concentragéo de carboidratos
duplicou em comparacdo com o lodo controle, no entanto, a propor¢do de carboidratos nesta
fase foi predominantemente na fracdo soltvel (80,8%). Nas horas seguintes de desaguamento
a concentracao de carboidratos totais voltou a diminuir, até atingir a concentracdo de 91,0 +5,5
mg de carboidratos - L, bastante proximo a concentracéo final do lodo controle (95,3 + 4,9
mg de carboidratos - L™). A proporcéo de carboidratos nas fragdes soltvel e ligada, apds 96
horas foi de 60,6% (55,1 + 1,3 mg de carboidratos - L) e 39,4% (35,9 + 4,3 mg de carboidratos
- LY, respectivamente.

Semelhantemente ao carboidrato total, nas primeiras 24 horas de tratamento houve um
aumento na concentragdo de proteinas totais em comparagdo com lodo controle, atingindo
aproximadamente o dobro da concentracéo (Figura 3.10). No entanto, a proporcao de proteinas
nas fracdes ligadas e sollvel ndo variou significativamente nas primeiras 24 horas. Nas horas
seguintes de ensaio a concentracdo de proteinas totais voltou a diminuir, e a partir de 72 horas
foi acentuada a reducdo da concentracdo de proteinas na fracdo ligada, atingindo no final do
periodo ensaio a concentragdo de proteinas totais de 52,5 + 2,9 mg de proteinas - L™, das quais

apenas 22,1% correspondem a fracdo ligada.
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Uma limitagdo importante do uso das Acidithiobacillus consiste na sua toxicidade a
matéria organica dissolvida presente no lodo. Por essa razdo, para minimizar esses efeitos
negativos e aumentar a eficiéncia do processo, cepas de levedura tolerantes a acidos tém sido
empregadas na biolixiviacdo. ZHENG et al. (2016) utilizaram Mucor circinelloides ZG-3, um
fungo filamentoso, para melhorar o desaguamento do lodo durante processo de biolixiviagao, e
observaram que a degradacdo da matéria organica dissolvida do lodo pelo fungo reduziu o
tempo de tratamento de 11 dias para apenas 4 dias, além de aprimorar o desaguamento do lodo
em 8,1 vezes. A coinoculagdo do fungo com A. ferrooxidans foi associada a uma SRF do lodo
25,9% menor do que a SRF em biolixiviacdo convencional, bactéria sozinha.

Em estudo semelhante, foi avaliada a coinoculacdo de R. mucilaginosa e
Acidithiobacillus no tratamento de lodo de curtume e identificado que além da remocéo de
matéria organica dissolvida, a levedura aprimorou a biolixiviacdo do lodo através da elevacao
dos niveis de CO; dissolvido (WANG et al. 2010). Os pesquisadores identificaram que a
concentragédo de CO; dissolvido na solugdo de biolixiviacéo foi elevada de 0,23 e 0,54 mg-L™*
para 0,76 e 1,01 mg-L em comparagdo ao controle inoculado apenas com espécies de
Acidithiobacillus, e foi demonstrado experimentalmente que o acumulo de CO2 aumentou
significativamente o crescimento de A. thiooxidans, reduzindo o pH do meio. A melhoria da
biolixiviacdo de lodo foi atribuida ao efeito combinado de elevacdo dos niveis de CO»
dissolvido e reducdo de matéria organica dissolvida toxica para espécies de Acidithiobacillus
relatadas em estudos anteriores (WANG et al. 2010).

WANG et al. (2010) avaliaram a coinoculagdo de R. mucilaginosa e Acidithiobacillus
na biolixiviacdo de lodo de curtume e identificaram que além da remocdo de matéria organica
dissolvida, a levedura aprimorou a biolixiviacdo do lodo através da elevacdo dos niveis de CO;
dissolvido. Neste estudo, os pesquisadores identificaram que a concentracdo de CO> dissolvido
na solucdo de biolixiviacdo foi elevada de 0,23 e 0,54 mg-L™! para 0,76 e 1,01 mg-L™* em
comparacao ao controle inoculado apenas com espécies de Acidithiobacillus, e foi demonstrado
experimentalmente que o acimulo de CO> aumentou significativamente o crescimento de A.
thiooxidans, reduzindo o pH do meio. A melhoria da biolixiviacdo de lodo foi atribuida ao
efeito combinado de elevacdo dos niveis de CO: dissolvido e reducdo de matéeria organica
dissolvida toxica para espécies de Acidithiobacillus relatadas em estudos anteriores.

O aumento do teor de EPS nas primeiras horas de biolixiviagdo e posterior redugédo pode
ter contribuido para a otimizagao do processo de biolixiviagdo e desaguamento, pois conforme
discutido no estudo de WANG et al. (2010), além da remocdo de matéria organica dissolvida,

a levedura R. mucilaginosa é capaz de melhorar a biolixiviagdo do lodo elevando os niveis de
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CO- dissolvido e os niveis de EPS na solucédo de biolixiviagdo. Os autores sugeriram que EPS

derivado da R. mucilaginosa ao formar complexos soltveis na solucdo de biolixiviacdo, pode

aumentar a eficiéncia da biolixiviacdo, mas tais mecanismos precisam ser melhor explorados.

Figura 3.9. Concentracdo de carboidratos em EPS (fragdes soltvel e ligada) ao longo das 96
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Figura 3.10. Concentracdo de proteinas em EPS (fracdes soluvel e ligada) ao longo das 96
horas de tratamento com a coinoculacdo da bactéria A. thiooxidans e levedura R.

mucilaginosa
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Fonte: Autor (2024).

Os resultados do ensaio de coinoculacdo, identificado como melhor desaguamento
entre os ensaios avaliados, foram submetidos a analises de Correlacdo de Kendall a fim de
identificar a correlacdo entre as varidveis TTF, e concentracdes de proteinas e carboidratos nas
fracGes soluvel e ligada de EPS. A matriz de Correlacdo de Kendall é apresentada na Tabela
3.6 e Figura 3.11 e sinaliza alta correlagdo positiva entre a concentracdo de carboidratos e
proteinas na fracdo solivel de EPS (tr = 0,751), indicando quando hd um aumento na
concentracdo de carboidratos na fracdo sollvel, a concentragdo de proteinas na fracdo soltvel
também aumenta. No entanto, a correlagcdo entre ambas as variaveis e 0 TTF sdo proximas de
zero, ou seja, possuem baixa correlagdo com o aumento ou diminuigdo do tempo de filtracéo.
A concentracdo de proteinas na fracdo ligada no EPS, por sua vez, possui a maior magnitude
de correlacdo com o TTF (t = 0,469) entre as variaveis analisadas, e por se tratar de uma
correlacdo positiva, indica que quando ha um aumento da concentracao de proteinas ligadas em
EPS, ha um aumento do TTF, fator que afeta negativamente o desaguamento. A analise de
Correlacdo de Kendall reforca a hipotese anterior de que uma conversdo eficiente das proteinas

ligadas em EPS para proteinas sollveis favorece o desaguamento, mensurado neste
experimento pelo TTF.
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Tabela 3.6. Matriz de Correlacdo de Kendall: TTF e concentra¢des de carboidratos e proteinas

nas fracdes soltvel e ligada de EPS

o EPSs EPS. EPSs EPS.
Variaveis TTF (s) ) ) ) )
Carboidratos  Carboidratos Proteinas Proteinas
TTF (s) 1
EPSs Carboidratos -0,055 1
EPS, Carboidratos -0,011 -0,231 1
EPSs Proteinas -0,044 0,751 -0,221 1
EPS, Proteinas 0,469 0,402 -0,246 0,303 1

Fonte: Autor (2024).

Figura 3.11. Grafico de Correlacdo de Kendall: TTF e concentragdes de carboidratos e

proteinas nas fragcdes sollvel e ligada de EPS
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Fonte: Autor (2024).
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3.3.3. Experimentos de desaguamento do lodo — Segunda Coleta

A fim de replicar o tratamento com melhor resultado obtido na etapa anterior
(coinoculacdo da bactéria e levedura), uma segunda amostra de lodo foi coletada em outra
estacdo de tratamento. Além disso, o tratamento com o sobrenadante da bactéria também fora
aplicado em ensaio de menor duracao (3 horas) e com analises intermediarias de desaguamento,
a cada 1 hora. Simultaneamente ao ensaio com o sobrenadante foi realizado ensaio com lodo
acidificado com &cido sulfurico (H2SO4) até pH préximo ao do lodo com o sobrenadante.

Os novos ensaios tiveram como objetivo testar a aplicabilidade do melhor resultado
obtido na etapa anterior em outros tipos de lodo, bem como identificar para o sobrenadante da
bactéria, a partir das analises intermediarias, se 0 desaguamento pode ser obtido em menor
tempo de tratamento, haja vista o sobrenadante, livre de células de cultivo, ndo necessitar do
tempo de adaptacdo necessario quando utilizado o indculo no tratamento. O lodo acidificado
com acido sulfarico foi utilizado na comparacéo do sobrenadante com o intuito de identificar a
influéncia do acido presente no sobrenadante no desaguamento do lodo, uma vez que é
conhecida a capacidade de bactérias A. thiooxidans oxidar enxofre (enxofre elementar ou
compostos de enxofre) a &cido sulfurico e tornar o meio acido, condicdo que é favoravel no
processo de biolixiviagéo.

O desaguamento do lodo também foi mensurado pelo TTF e SRF, bem como
caracterizado quanto o conteudo de proteinas e carboidratos nas fracfes soluvel e ligada de
EPS. Os resultados do sobrenadante da A. thiooxidans e ensaio comparativo com cido sulfarico
sdo apresentados na Figura 3.12 e Tabela 3.7 e indicam que a reducgéo do TTF foi significativa
(p-valor < 0,05) a partir de 1 hora de tratamento, tanto para o tratamento com o sobrenadante
(4,9 £ 0,3 min), quanto para o tratamento com o acido sulfurico (5,2 = 0,1 min), refletindo em
ambas as resisténcias a filtracdo. Apo6s 3 horas de tratamento o sobrenadante reduziu o TTF a
4,5 + 0,5 minutos (p-valor: 0,012), aproximadamente 57,0% de reducdo em relagdo ao controle
(10,5 £ 0,1 min). O &cido sulfarico ap6s 3 horas de tratamento obteve reducdo semelhante ao
sobrenadante, isto é, 58,3% (4,4 £ 0,2 min). Esses resultados indicam influéncia do acido
sulfurico presente no sobrenadante na reducdo do tempo de filtragdo, reducéo da resisténcia a
filtracdo e melhoria do desaguamento do lodo.

Embora as reducdes de TTF e SRF sejam menos expressivas comparado aos resultados
obtidos com o lodo avaliado anteriormente, foi possivel verificar a aplicabilidade do tratamento
a outros tipos de lodo, ainda que possa existir variacbes na eficacia devido a influéncia da

composicao, caracteristicas fisico-quimicas do esgoto e tipologia de tratamento na ETE.
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Além disso, com o ensaio de menor duragdo com o sobrenadante foi possivel identificar
que o TTF variou em taxa inferior a 5% entre os tempos analisados, indicando que pode ser
obtida estabilidade do TFF e consequentemente o desaguamento maximo em tempo inferior a
quatro dias de tratamento. O monitoramento do pH evidenciou baixa variacdo ao longo das 3
horas em ambos os tratamentos (Figura 3.13) e foi observado pequeno aumento no pH do lodo

controle.

Figura 3.12. TTF e SRF médios do lodo ao longo das 3 horas de tratamento com o
sobrenadante da bactéria (A. thiooxidans) e comparativo com &cido sulfarico
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TTF - Sobrenadante A. thiooxidans SRF - Acido sulfarico
——SRF - Sobrenadante A. thiooxidans

Fonte: Autor (2024).
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Tabela 3.7. Variacao percentual do TTF em relacéo ao controle durante o desaguamento com

0 sobrenadante da bactéria (A. thiooxidans) e comparativo com acido sulfdrico

) Sobrenadante A. thiooxidans Acido sulfarico
=nsalo TTF (min) Variacdo % TTF (min) Variacédo %

Controle inicial 105+£0,1 - 105+0,1 -

Oh 6,0+0,1 1 42,6 75+0,8 1 28,5

1h 49+0,3 1 53,0 52+0,1 1 50,7

2h 43+04 1 58,8 46+0,1 1 56,5

3h 45+05 1 57,0 44+02 1 58,3
Controle final 9,7+0,3 - 9,7+0,3 -

Fonte: Autor (2024).

Figura 3.13. Variacdo do pH do lodo ao longo das 3 horas de tratamento com o sobrenadante

da bactéria (A. thiooxidans) e comparativo com acido sulfurico
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Fonte: Autor (2024).

Com a caracterizacdo de EPS, observou-se que o tratamento com o sobrenadante da
bactéria A. thiooxidans, diferentemente do lodo anterior, ndo aumentou as concentracdes de
carboidratos totais em relacdo ao controle, bem como as concentracdes apresentaram
comportamento de aumento ao longo das 3 horas de tratamento e nao declinio como com o lodo

anterior (Figura 3.14). No entanto, em relagdo as concentragdes de carboidratos nas fragdes de
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EPS, observou-se que no lodo controle inicial, a maior parcela dos carboidratos também se
encontra na fracdo ligada (47,7 + 0,3 mg de carboidratos - L), equivalente a 82,6% dos
carboidratos totais (57,8 + 1,3 mg de carboidratos - L™t). Assim como com o lodo da ETE 1 0
tratamento do lodo com o sobrenadante da A. thiooxidans proporcionou liberagcdo dos
carboidratos da fragédo ligada, resultando em um maior percentual de carboidratos na fracéo
soltvel (27,3 + 2,0 mg de carboidratos - L), equivalente a 51,1% dos carboidratos totais (49,5
+ 3,8 mg de carboidratos - L), embora a conversdo tenha sido mais eficiente com o lodo da
ETE1, 77,7% de carboidratos na fracao soltvel, refletindo em um menor tempo de filtragdo (1,5
+ 0,1 min) e melhor resultado de desaguamento.

O tratamento com &cido sulfurico (Figura 3.15), por sua vez, aumentou a concentragao
de carboidratos totais em EPS, mas teve tendéncia de declinio ao longo do tratamento, atingindo
82,1 + 5,8 mg de carboidratos - L™ em 3 horas. A converséo de carboidratos da fragio ligada
para a soluvel teve eficiéncia superior ao sobrenadante, atingindo o percentual de 85,1% de

carboidratos na fragdo soltvel em relagdo a concentracao de carboidratos totais.

Figura 3.14. Concentracdo de carboidratos em EPS (fracdes soltvel e ligada) ao longo das 3

horas de tratamento com o sobrenadante da bactéria (A. thiooxidans)
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Fonte: Autor (2024).
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Figura 3.15. Concentracdo de carboidratos em EPS (fracdes soluvel e ligada) ao longo das 3

horas de tratamento com o acido sulfurico
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Fonte: Autor (2024).

Diferentemente ao observado com o lodo anterior, tanto o tratamento com o
sobrenadante da A. thiooxidans, quanto o tratamento com acido sulfarico, ndo aumentaram as
concentracOes de proteinas totais (Figuras 3.16 e 3.17) e com o sobrenadante neste caso, houve
uma tendéncia de diminuicao ao longo do periodo de tratamento. Em relacao as concentracdes
de proteinas nas fracGes de EPS no tratamento do lodo com o sobrenadante da A. thiooxidans,
assim como com o lodo anterior, houve aumento da concentracao de proteinas na fracéo soltvel
de EPS (50,9 + 2,1 mg de proteinas - L'Y) em 3 horas de tratamento, equivalente a 80,6% das
proteinas totais (63,2 + 5,9 mg de proteinas - L™) e diminuig&o da concentragdo de proteinas na
fracéo ligada (12,3 + 3,9 mg de proteinas - L), equivalente a 19,4% das proteinas totais.

O tratamento com o &cido sulfarico, por sua vez, resultou em uma pequena diminui¢ao
da concentracdo de proteinas totais, mas ndo apresentou variacdo significativa nas
concentracdes de proteinas solveis e ligadas em comparacdo com o lodo controle. Desta forma,
foi observada uma conversdo mais eficiente de carboidratos da fracédo ligada para solivel com
o tratamento do acido sulfurico do que com o sobrenadante da A. thiooxidans e uma conversdo
mais eficiente de proteinas da fracdo ligada para soltvel com o tratamento do sobrenadante do
que com o acido sulfarico, mas ambos refletiram em reducdes semelhantes de tempo de

filtracdo e promocdo de desaguamento.
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Figura 3.16. Concentracdo de proteinas em EPS (fracfes soltvel e ligada) ao longo das 3

horas de tratamento com o sobrenadante da bactéria (A. thiooxidans)
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Fonte: Autor (2024).

Figura 3.17. Concentracdo de proteinas em EPS (fracGes sollvel e ligada) ao longo das 3

horas de tratamento com o acido sulfirico
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Fonte: Autor (2024).

O ensaio com melhor resultado de desaguamento obtido nas Etapas | e I, isto €, a
coinoculacdo de 15% de inoculo de A. thiooxidans e 5% de inoculo de R. mucilaginosa, foi
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replicado com lodo de outra ETE2. O novo ensaio, com a mesma duragéo (96 horas) e condic¢oes
experimentais do ensaio anterior, teve como objetivo testar a aplicabilidade da coinoculagao
em outros tipos de lodo. Como os sobrenadantes da bactéria e levedura também apresentam
resultados significativos de desaguamento na Etapa I, eles também foram testados com o novo
lodo, mas combinados na proporcdo de 15% de cada sobrenadante. O desaguamento do lodo
também foi mensurado pelo TTF e SRF, bem como caracterizado quanto o conteddo de
proteinas e carboidratos nas fracdes soltvel e ligada de EPS.

Semelhante ao lodo anterior, a coinoculacdo da bactéria A. thiooxidans com a levedura
R. mucilaginosa resultou em redugdo do TTF e SRF (Figura 3.18 e Tabela 3.8). Em comparacao
com os sobrenadantes da bactéria e levedura combinados, menores valores de TTF (0,7 £ 0,1
min) e SRF (5,8 - 102 m - kg™*) foram obtidos com a coinoculagio, aproximadamente 96,5%
de reducdo em relagdo ao lodo controle (14,8 + 0,5 min; 1,7-10* m - kg?). Com os
sobrenadantes combinados houve reducdo do TTF em 90,0% em relagdo ao lodo controle,
atingindo um TTF de 1,7 £ 0,1 min. Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Comparacdes
Mdltiplas de Dunn demonstraram que, comparado ao controle, a reducdo no TTF foi
significativa para o tratamento com a coinoculagdo no nivel de significancia de 5% (p-valor:
0,007), mas ndo houve diferenga entre os TTF dos tratamentos avaliados (p-valor: 0,180).
Embora a coinoculacéo e os sobrenadantes combinados apresentem, neste estudo, desempenho
de desaguamento semelhantes, € importante ressaltar que o uso dos sobrenadantes podem ser
mais vantajosos ao permitir o reaproveitamento da biomassa como in6culo para producédo de
mais sobrenadante, bem como possuem potencial de promogao do desaguamento em um menor
tempo de tratamento.

Assim como observado com o lodo anterior, houve redugdo do pH ao longo do tempo
(Figura 3.19) e a partir de 48 horas iniciou uma reducdo do pH mais acentuada comparado ao
lodo controle, atingindo o pH de 2,9 no final do ensaio, bastante proximo ao pH identificado
com o lodo anterior (pH de 2,7). Os resultados reforcaram a inferéncia anterior quanto a maior

atividade das bactérias acidofilas e leveduras consorciadas no final do tratamento.
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Figura 3.18. TTF e SRF médios do lodo ao longo das 96 horas de tratamento: coinoculagéo da
bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) e sobrenadantes da bactéria (A.

thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) combinados
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Fonte: Autor (2024).

Tabela 3.8. Variacao percentual do TTF em relacédo ao controle durante o desaguamento com
coinoculacdo da bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) e sobrenadantes da
bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) combinados

Ensaio TTF (min)  Variacdo % SRF (m-kg?) Variacéo %
Controle 148 +0,5 - 1,7 - 10 m-kg™* -
Sobrenadantes Combinados 1,7 +0,1 | 88,3 1,7 - 108 m-kg* 1 90,0
Coinoculagdo 0,7+0,1 1954 5,8 - 102 m-kg* 1 96,5

Fonte: Autor (2024).
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Figura 3.19. Variagdo do pH do lodo durante o desaguamento com coinoculacdo da bactéria
(A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) e sobrenadantes da bactéria (A. thiooxidans) e

levedura (R. mucilaginosa) combinados
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Fonte: Autor (2024).

Em relacdo a EPS (Figura 3.20), o tratamento com os sobrenadantes combinados
resultou em aumento da concentracdo de carboidratos totais (498,9 + 14,1 mg de carboidratos
- LY em comparagdo com o lodo controle (80,0 + 2,6 mg de carboidratos - L™?) e com a
coinoculagéo (67,8 + 3,6 mg de carboidratos - L™). No entanto, a proporcéo de carboidratos no
lodo controle era predominante na fracdo ligada (75,0%) e ap0s o tratamento dos sobrenadantes
combinados foi predominante a fracdo sollvel (60,4%). Com o tratamento de coinoculacédo
também houve predominio de carboidratos na fracdo soltvel (61,1%) em relacdo a fracdo ligada
(39,9%), indicando, em ambos os tratamentos, que houve uma conversao dos carboidratos da
fracdo ligada para a fragdo soltvel do EPS, resultado semelhante ao obtido com a coinoculagéo

do lodo avaliado anteriormente.



129

Figura 3.20. Concentracdo de carboidratos em EPS (fracdes sollvel e ligada) durante o
desaguamento com coinoculacao da bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) e

sobrenadantes da bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) combinados
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Fonte: Autor (2024).

Semelhantemente ao carboidrato total, com os sobrenadantes combinados também
houve aumento na concentragio de proteinas totais (211,0 + 17,3 mg de proteinas - L) em
comparagdo com lodo controle (162,8 + 5,7 mg de proteinas - L™?) e ndo houve reducéo
significativa nas proteinas da fracdo ligada (Figura 3.21). O tratamento de coinoculacéo,
entretanto, resultou em diminuicdo das proteinas totais (140,1 + 5,9 mg de proteinas - L) e
diminuigdo na proporc¢do de proteinas na fragdo ligada (39,9%) em comparacdo com o lodo
controle (46,1%). No entanto, esta reducdo foi menos expressiva comparado com o lodo
avaliado anteriormente, que resultou em apenas 22,1% de proteinas na fracédo ligada de EPS.

Os resultados obtidos com a segunda coleta reforcam a hip6tese de no tratamento de
coinoculacdo existir uma correlagdo entre a redugdo das proteinas ligadas em EPS com a
diminuicdo do TTF para promocdo do desaguamento. No entanto, com os sobrenadantes
combinados, assim como observado com o sobrenadante da A. thiooxidans no lodo avaliado
anteriormente, observa-se que o contedo de proteinas na fracdo ligada ndo foi novamente o
fator determinante na promogéo do desaguamento, embora, os resultados de TTF e SRF obtidos
sejam semelhantes aos obtidos com a coinoculagdo da bactéria e levedura. Esta constatacdo
reforca a hipdtese de que com os sobrenadantes dos indculos, outros fatores, como a carga

superficial dos flocos e mecanismos de floculagdo podem ter influenciado mais fortemente para
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a promocéo do desaguamento do que as proporc¢des de carboidratos e proteinas nas fracdes de

EPS.

Figura 3.21. Concentracao de proteinas em EPS (fracGes soltvel e ligada) durante o

desaguamento com coinoculacao da bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) e

sobrenadantes da bactéria (A. thiooxidans) e levedura (R. mucilaginosa) combinados
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Fonte: Autor (2024).

3.3.4. Caracterizacao final do lodo

60,1%

39,9%

Coinoculagéo

Apo6s 0s experimentos, para 0 melhor resultado de desaguamento obtido, isto é,

coinoculacdo de A. thiooxidans e R. mucilaginosa (Etapa I1), o |
tratado foram submetidos a uma caracterizacdo final, que com
quimicos (Tabela 3.9).

odo controle final e o lodo

preende parametros fisico-

Tabela 3.9. Caracterizacédo final do lodo: parametros fisico-quimicos

Parametro Analise Controle final Coinoculagao
Fisico- pH 6003 2,7£01
quimicos Sélidos Totais (ST) 5880,0 +156,2mg - L 4031,7 #409,7 mg - L

Sélidos Totais Volateis (STV) 4368,3+190,4mg - L*

1976,7 £209,3mg - L*

Fonte: Autor (2024).
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Os resultados de pH da caracterizagéo final indicam que houve uma variagao percentual
de 15,5% do pH do lodo controle final em relacdo ao lodo bruto caracterizado incialmente. A
variacdo percentual do lodo coinoculado, no entanto, foi mais significativa, 62% em relacdo ao
lodo bruto caracterizado inicialmente.

Os resultados da caracterizagéo final indicam ainda que houve pequena variagdo nas
concentracdes de ST e STV do lodo controle em relacéo ao lodo bruto. O lodo bruto apresentou
na caracterizacéo inicial concentragdes de 6078,3 + 108,7 mg de ST - L™ e 4523,3 + 368,3 mg
de STV - L* enquanto o lodo controle na caracterizacio final apresentou resultados
ligeiramente menores, concentracdes de 5880,0 + 156,2 mg de ST - L™ e 4368,3 + 190,4 mg de
STV - L%, representando uma variagéo percentual de 3,3 e 3,4% em ST e STV, respectivamente.

A caracterizacdo final da coinoculagéo, por sua vez, apresentou reducao de organico e
maior variacdo nas concentragdes de ST e STV comparado com os lodos bruto e lodo controle,
concentragdes de 4031,7 + 409,7 mg de ST - L? e 1976,7 + 209,3 mg de STV - L%,
representando uma variacao percentual em relacdo ao lodo bruto de 33,7 € 56,3% em ST e STV,

respectivamente.

3.4. CONCLUSAO

A utilizacdo do sobrenadante da A. thiooxidans apresentou menor TTF comparado com
a melhor concentracéo de indculo da bactéria (15%), atingindo 1,5 + 0,1 min (aproximadamente
81,2% inferior), indicando vantagem do uso do sobrenadante em relacdo ao indculo. Além
disso, em ensaio de menor duracdo com o sobrenadante foi possivel identificar que o TTF
variou em taxa inferior a 5% entre os tempos analisados, indicando que pode ser obtida
estabilidade do TFF e consequentemente o desaguamento maximo em tempo inferior a quatro
dias de tratamento. O lodo acidificado com &cido sulfurico foi utilizado para comparativo com
0 sobrenadante e ap6s 3 horas de tratamento obteve reducéo semelhante de TTF (4,4 £ 0,2 min)
indicando forte influéncia do acido sulfdrico presente no sobrenadante na redugdo do tempo de
filtracdo.

A coinoculacdo da bactéria com a levedura foi o melhor resultado de desaguamento
entre os ensaios avaliados (14 segundos em 96 horas, pH = 2,7), reducdo de 98,7% no TTF em
relacdo ao controle, resultado reforcado com o lodo da segunda ETE. A partir de 72 horas de
tratamento foi acentuada a reducdo da concentracdo de proteinas ligadas em EPS (79% inferior
ao lodo controle) e por analise de Correlacdo de Kendall foi demonstrada que a concentracédo

de proteinas na fracdo ligada no EPS possui a maior magnitude de correlagcdo positiva com o
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TTF (t = 0,469) entre as variaveis analisadas reforcando a hipotese de que uma conversao
eficiente das proteinas ligadas em EPS para proteinas sollUveis favorece o processo de
desaguamento. Os sobrenadantes combinados apresentam resultado de desaguamento
semelhante a coinoculacédo e os testes estatisticos indicaram que ndo houve diferenca entre os
TTF da coinoculagdo e sobrenadantes combinados. Portanto, conclui-se que embora a
coinoculacdo apresente neste estudo melhores resultados de desaguamento, os sobrenadantes
combinados apresentam resultado bastante semelhante e o uso dos sobrenadantes podem ser
mais vantajosos ao permitir o reaproveitamento da biomassa como indculo para producdo de
mais sobrenadante, bem como pelo seu potencial de promogao do desaguamento em um menor

tempo de tratamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

A biolixiviagdo como estratégia para desaguamento do lodo residual de ETE ¢é
promissora considerando aspectos de economia e meio ambiente. No entanto, foi identificada
uma forte influéncia de EPS, principalmente relacionada a concentracdo de proteinas na fragdo
ligada, que devido a sua alta hidrofilicidade afeta negativamente o desaguamento. Neste
trabalho foi avaliado o desaguamento de lodo de ETE em ensaios com bactéria do género
Acidithiobacillus (A. thiooxidans) e levedura produtora de biosurfactante (R. mucilaginosa).
Foram comparadas diferentes concentragdes de indculo, o desempenho dos seus sobrenadantes,
livre de células de cultivo, com seus respectivos indculos, bem como o desempenho do
sobrenadante da levedura com surfactantes sintéticos comerciais. Por fim, foram avaliados o0s
microrganismos, levedura e bactéria em ensaio de coinoculagdo. Os ensaios com melhores
resultados de desaguamento foram replicados com lodo de outra ETE a fim de identificar a
aplicabilidade dos tratamentos em diferentes tipos de lodo.

As trés diferentes concentracfes de indculo de A. thiooxidans (5, 10 e 15%) indicaram
melhoria do desaguamento do lodo com o aumento da concentracdo de indculo, houve reducéo
da concentragdo de proteinas em EPS, em especial na fracdo ligada. J& nos tratamentos com 0s
inoculos da levedura R. mucilaginosa, os melhores resultados de desaguamento foram obtidos
com a menor concentracdo de inoculo (5%), e embora tenha ocorrido aumento nas
concentracOes de carboidratos e proteinas totais em EPS, ndo houve crescimento significativo
na concentracdo de proteinas ligadas, fator que pode estar positivamente relacionado aos
resultados obtidos de desaguamento com a levedura individualmente.

Os sobrenadantes da bactéria A. thiooxidans e da levedura R. mucilaginosa promoveram
melhoria de desaguamento do lodo. No entanto, com o tratamento do lodo com o sobrenadante
da R. mucilaginosa, a maior parcela da concentracdo de proteinas, encontra-se na fracao soltvel
de EPS (92,5% das proteinas totais), enquanto no tratamento do lodo com o sobrenadante da A.
thiooxidans foi de 54,8%, demonstrando que entre os dois tratamentos, o sobrenadante da R.
mucilaginosa teve uma conversao mais eficiente de proteinas da fracdo ligada para a fracéo
soluvel do lodo, inclusive inferior ao lodo controle. Os sobrenadantes foram avaliados no
segundo lodo coletado, mas em ensaios com menor duracao (3 horas), nos quais foi identificada
a possibilidade de desaguamento em tempo de tratamento inferior a 96 horas.

O melhor resultado de redugéo de TTF e SRF em relagdo ao lodo controle foi obtido
com a coinoculacdo da bactéria acidofila A. thiooxidans (15%) com a levedura produtora de

biossurfactante R. mucilaginosa (5%), atingindo TTF de 14 + 2,4 segundos, aproximadamente
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98,7% menor que o lodo controle (17,9 £ 0,6 min). A reducéo do TTF foi significativa (p-valor
< 0,05) a partir de 72h de tratamento, atingindo no final do processo um pH de 2,7. Os resultados
permitiram concluir que a coinoculagdo foi benéfica para 0s microrganismos, pois
potencializou o desaguamento do lodo devido maior atividade das bactérias acidofilas e
leveduras consorciadas. Analise estatistica de Correlacdo de Kendall, aplicada aos resultados
de desaguamento via coinoculacdo, demonstrou que a concentracdo de proteinas na fracédo
ligada no EPS possui a maior magnitude de correlagdo positiva com o TTF (t = 0,469) entre as
variaveis analisadas reforcando a hipdtese de que a reducdo das proteinas ligadas em EPS
favorece o processo de desaguamento.

O ensaio de coinoculacao foi ainda replicado com lodo da segunda ETE demonstrando
sua aplicabilidade em outros tipos de lodo. Com o lodo da segunda ETE, os sobrenadantes da
A. thiooxidans e R. mucilaginosa foram avaliados combinados na concentracéo de 15% de cada
sobrenadante e apresentam resultados significativos de desaguamento, com reducdo do TTF em
90,0% em relacdo ao lodo controle. Os testes estatisticos de Kruskal-Wallis e Comparacdes
Mudltiplas de Dunn demonstraram que ndo houve diferenca significativa entre os TTF da
coinoculacéo e sobrenadantes combinados. Portanto, conclui-se que embora a coinoculacao e
0s sobrenadantes combinados apresentem desempenho de desaguamento semelhantes, o uso
dos sobrenadantes pode ser vantajoso ao permitir o reaproveitamento da biomassa como inéculo
para producdo de mais sobrenadante, bem como pelo seu potencial de promocdo do

desaguamento em um menor tempo de tratamento.
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APENDICE A

Tabela Al. P —valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com a bactéria acidofila A. thiooxidans

A. thiooxidans A. thiooxidans A. thiooxidans

Controle 504 10% 15%
CONTROLE 1 0,308 0,042 0,002
A. thiooxidans 5% 0,308 1 0,308 0,042
A. thiooxidans 10% 0,042 0,308 1 0,308
A. thiooxidans 15% 0,002 0,042 0,308 1

Bonferroni corrected significance level: 0,0083

Tabela A2. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com a levedura R. mucilaginosa

R. mucilaginosa R. mucilaginosa R. mucilaginosa
5% 10% 15%

0,308

Controle

Controle 1
R. mucilaginosa 5%

R. mucilaginosa 10%
R. mucilaginosa 15% 0,308

Bonferroni corrected significance level: 0,0083

Tabela A3. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com os surfactantes sintéticos SDS e CTAB

Controle CTAB SDS
Controle 1 0,180 0,180
CTAB 0,180 1 0,007
SDS 0,180 0,007 1

Bonferroni corrected significance level: 0,0167

Tabela A4. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com os sobrenadantes da bactéria A. thiooxidans e da levedura R. mucilaginosa

Sobrenadante Sobrenadante

Controle A. thiooxidans R. mucilaginosa

Controle

Sobrenadante A. thiooxidans
Sobrenadante R. mucilaginosa
Bonferroni corrected significance level: 0,0167

1
1 0,180
0,180 1
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Tabela A5. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com a coinoculacdo da bactéria A. thiooxidans e levedura R. mucilaginosa

oh  24n 4gh 720 geh ~ Conwole  Controle
Final Inicial
oh 1 0843 0262 ORI 0843 0,429
24h 0843 1 0356 INUSMMNOEE 1,000 0,553
48h 0262 0356 1 0262 008 __ 0356 0,742

72h 0,025 0,041 oAy 1 0,553 0,147

96h (ONO[ SN0l 0,086 0,553 1
Controle Final 0,843 1,000 0,356 1 0,553
Controle Inicial 0,429 0,553 0,742 0,553 1

Bonferroni corrected significance level: 0,0024

Tabela A6. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com o sobrenadante da levedura R. mucilaginosa

Oh 1h 2h 3h Controle Final  Controle Inicial
oh 1 0,108 0,359 0,819
1h 1 0,491 0,169 0,491 0,066
2h 0,491 1 0,491 0,169
3h 0,169 0,491 1
Controle Final 0,359 0,491 0,169 1 0,251
Controle Inicial 0,819 0,066 0,251 1

Bonferroni corrected significance level: 0,0033

Tabela A7. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparacdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com o sobrenadante da bactéria A. thiooxidans

Oh 1h 2h 3h Controle Final  Controle Inicial
Oh 1 0,284 0,194 0,320 0,491 0,126
1h 0,284 1 0,819 0,939 0,079
2h 0,194 0,819 1 0,760
3h 0,320 0,939 0,760 1
Controle Final 0,491 0,079 0,047 0,092 1 0,400

Controle Inicial 0,126 0,009 0,005 0,012 0,400 1

Bonferroni corrected significance level: 0,0033
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Tabela A8. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento

com o acido sulfurico

oh 1h 2h 3h
Oh 1 0419 0,090
1h 0,419 1 0,374 0,196
2h 0,090 0,374 1 0,686
3h 0,196 0,686 1
Controle Final 0,718 0,278 0,060
Controle Inicial 0,258 0,052

Bonferroni corrected significance level: 0,0033

Controle Final  Controle Inicial

0,718
0,278
0,060

0,258
0,052

1 0,515
0,515 1

Tabela A9. P — valores do teste de significancia (Kruskal-Wallis e Comparagdes Multiplas de
Dunn, nivel de significancia de 5%) entre os resultados de TTF no tratamento de desaguamento
com a coinoculacdo da bactéria A. thiooxidans e levedura R. mucilaginosa e seus sobrenadantes

combinados
Coinoculagdo Controle Sobrenadantes Combinados
Coinoculagdo 1 0,007 0,180
Controle 0,007 1 0,180
Sobrenadantes Combinados 0,180 0,180 1

Bonferroni corrected significance level: 0,0167



