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TRATAMENTO ANAEROBIO DE EFLUENTE DE ABATEDOURO DE AVES UTILIZANDO
SURFACTINA PRODUZIDA EM MANIPUEIRA

RESUMO

O efluente de agroindlstrias abatedoras de aves apresenta elevada concentracdo de
matéria organica, e, em razdo disso, ha a necessidade de realizacdo de um tratamento
antes de ser descartado no ambiente. Comumente promove-se um pré-tratamento fisico-
quimico a fim de remover, principalmente, a gordura. Mais recentemente, a adicdo de
metabdlitos microbianos, que agem a fim de emulsionar ou quebrar as gorduras, € estudada
como pré-tratamento alternativo. Os biossurfactantes sdo produtos do metabolismo de
diversos microrganismos e possuem a capacidade de emulsionar e solubilizar uma solugéo
composta por dois liquidos imisciveis, e assim promover maior disponibilidade dos
componentes presentes para a biodegradacdo. Neste sentido, o presente trabalho teve
como objetivo geral avaliar o tratamento anaerébio de efluente de abatedouro de aves ao
utilizar surfactina produzida em manipueira. O biossurfactante obtido foi caracterizado por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) como a surfactina em concentracdo de 30%
no extrato bruto, com excelentes propriedades emulsificantes, estabilidade de emulsbes de
hidrocarbonetos e 6leos vegetais e Concentracdo Micelar Critica (CMC) de 28 mg.L™
Verificou-se também, de acordo com a metodologia de Atividade Metanogénica Especifica
(AME), que a surfactina nao inibiu a comunidade microbiana presente no lodo a ser utilizado
como indculo na biodigestdo anaerdbia, ao verificar que a producédo de metano e reducgéo da
Demanda Quimica de Oxigénio Soluvel (DQOs) foi muito semelhante entre os tratamentos
aplicados. O pré-tratamento do efluente de abatedouro de aves com a surfactina produzida
foi realizado nas seguintes condi¢des: 150 mL de volume util, agitagcdo de 150 rpm e tempo
de incubacédo de até seis horas. Os efeitos das variaveis temperatura (25, 30, 42,5, 55 e
60°C), e da concentracdo de surfactina (6, 13,27, 31, 48,73 e 56 mg.L™) sobre o aumento da
DQOs foram avaliadas pela metodologia de Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR). Observou-se que o tempo de 4,5 horas foi suficiente para solubilizar a DQO em
sua maxima concentracdo, e que nas maiores temperaturas e concentracdes de surfactina
(acima da CMC) encontraram-se os maiores valores de aumento da solubilizacdo da DQO.
O tratamento anaerobio dos efluentes pré-tratados nas condi¢cbes j& mencionadas foi
desenvolvido com as seguintes condi¢des: 34°C, sem agitacdo, com eudidmetros para
verificar a producdo de metano e com amostras destrutivas para analise temporal dos
parametros fisico-quimicos. A analise microbioldgica do lodo anaerdbio foi realizada para
caracterizacao inicial e final do inéculo entre os tratamentos a partir das metodologias de
Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) e coloracdo de Gram. Foi possivel observar que o
efluente de abatedouro de aves é passivel de biodigestdo anaerdbia, com produgédo de
metano no biogas. O volume acumulado de metano ao final do experimento para o
tratamento controle, em que ndo houve a adicdo de surfactina no pré-tratamento, foi o
menor observado entre os tratamentos. A remogdo da DQOs apresentou-se igual entre 0s
tratamentos aplicados assim como a remocao de Oleos e Graxas (OG), os quais podem ter
sido disponibilizados com o efeito da temperatura sobre os constituintes do efluente ao invés
de uma acao direta do biossurfactante na etapa de pré-tratamento. O acompanhamento dos
ensaios, por meio das amostras destrutivas, permitiu observar o comportamento temporal
dos parametros de controle diretamente envolvidos na biodigestdo anaerdbia e constatar
que o processo se desenvolveu adequadamente. A partir das analises microbiol6gicas foi
possivel observar que o biossurfactante surfactina ndo inibiu o aparecimento dos géneros
bacterianos comumente presentes em tratamentos anaerdbios de efluentes e apresentou,
em todos os tratamentos, grande riqueza de espécies microbianas. De maneira geral, pode-
se inferir que o biossurfactante surfactina ndo alterou significativamente quaisquer das
propriedades do efluente de abatedouro de aves que permitissem melhorias na
biodegradacao anaerédbia e consequente maior producéo de metano.

PALAVRAS-CHAVE: Biossurfactantes; gorduras em efluentes; residuos agroindustriais.
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ANAEROBIC TREATMENT OF POULTRY SLAUGHTERHOUSE WASTEWATER WITH
SURFACTIN PRODUCED IN CASSAVA WASTEWATER

ABSTRACT

The effluent from poultry slaughterhouse has high concentration of organic matter, thus, it is
essential to carry out a treatment before being disposed in the environment. A physico-
chemical pretreatment is usually put forward mostly in order to remove fat. Recently, the
addition of microbial metabolites, which act out to emulsify or break down fats, is studied as
an alternative pre-treatment. The biosurfactants are metabolic products from several
microorganisms and can solubilize and emulsify a solution composed of two immiscible
liquids; thereby it promotes greater availability of components responsible for biodegradation.
In this regard, this study aimed at evaluating the anaerobic treatment of effluent from poultry
slaughterhouse when using surfactin produced in cassava. The obtained biosurfactant was
characterized by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) as surfactin in 30%
crude extract concentration, with excellent emulsifying properties, emulsion stability of
hydrocarbons and green oils, so that Critical Micelle Concentration (CMC) was 28 mg. L™ It
was also observed, according to the methodology of specific methanogenic activity (SMA),
that surfactin did not inhibit microbial community present in sludge to be used as inoculum
during the anaerobic biodigestion. It was also registered that methane production and
reduction of Soluble Chemical Oxygen Demand (SCOD) was very similar among the applied
treatments. Pretreatment of effluent from poultry slaughterhouse with the produced surfactin
was carried out under the following conditions: 150 mL working volume, 150 rpm stirring and
the incubation time of six hours. The effects of temperature variables (25, 30, 42.5, 55 and
60 ° C) and surfactin concentration (6, 13.27, 31, 48.73 and 56 mg.L™) on SCOD increase
were evaluated by the method of delineation Central Composite Rotational (DCCR). It was
observed that the 4.5-hour time was enough to solubilize COD at its maximum concentration
and at higher temperatures and concentrations of surfactin (above CMC), the greatest values
of increase were reached in COD solubility. The anaerobic treatment of pretreated effluents
under the aforementioned conditions was developed based on the following conditions:
34 °C without stirring, with eudiometers to check methane production and with destructive
samples for temporal analysis of physico-chemical parameters. Microbiological analysis of
anaerobic sludge was carried out for initial and final inoculum characterization among
treatments according to the methodologies of Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) and
Gram stain. It was observed that effluent from poultry slaughterhouse can be submitted to
anaerobic digestion, methane production in biogas. The cumulative volume of methane at
the end of the trial for the control treatment, in which there was no surfactin addition in the
pretreatment, was the lowest observed among the treatments. SCOD removal was the same
among the studied treatments as well as the removal of oils and greases (GL), which may
have been provided with the temperature effect on the effluent constituents rather than a
direct action in phase of biosurfactant pretreatment. The assays monitoring through
destructive samples allowed observing a temporal behavior of the control parameters directly
involved in anaerobic digestion and note that the process developed properly. From the
microbiological analyses, it was observed that the biosurfactant surfactin did not inhibit the
emergence of bacterial genera commonly present in anaerobic wastewater treatment and
presented in all treatments a great number of microbial species. In general, it can be inferred
that the biosurfactant surfactin did not significantly change any of the poultry slaughterhouse
effluent properties, which allow improvements in anaerobic biodegradation and consequent
increased production of methane.

KEYWORDS: Biosurfactants; fats in effluents; agroindustrial wastes.
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ESTRUTURA DA TESE — APRESENTACAO GERAL

Esta tese esta dividida em trés capitulos. No primeiro capitulo esta apresentado e
desenvolvido o tema sobre a producdo do biossurfactante a ser utilizado para alcancar os
resultados nos demais capitulos. A partir de uma parceria técnica com a Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), especificamente com o Laboratério de Bioaromas, foi
produzido o biossurfactante. Para isso, utilizou-se da cepa de Bacillus subtilis LB5a e do
residuo agroindustrial de producdo de mandioca (manipueira) como meio de cultivo.
Realizou-se o cultivo em biorreator em escala piloto, nas condi¢bes que ja eram estudadas e
publicadas pelos pesquisadores da UNICAMP. Apresentam-se, dessa forma, a
caracterizacdo do biossurfactante obtido bem como a avaliacdo da inibicdo dos
microrganismos anaerébios conversores da matéria organica e geradores de biogas. Isso
impediria, consequentemente, sua aplicacdo na area de tratamento de efluentes (objetivo
final desta tese). Para alcangar tal resposta, utilizou-se a metodologia da Atividade
Metanogénica Especifica (AME).

O segundo capitulo enfoca a etapa de pré-tratamento de efluentes que apresentam
gorduras em sua constituicdo, visto que essas podem ocasionar diversos problemas
operacionais aos sistemas de tratamento de efluentes biolégicos. Nesse sentido, o
biossurfactante surfactina produzido, foi avaliado quanto a sua capacidade de solubilizar a
matéria organica e degradacdo presente no efluente de abatedouro de aves, como a que
constitui os Oleos e graxas (OG). Em ensaios de incubacao do efluente, foi observada a
influéncia das concentracbes de surfactina e das diferentes temperaturas ao atuar sobre a
variavel resposta.

No terceiro capitulo apresenta-se a etapa final do tratamento biolégico do efluente de
abatedouro de aves por biodigestdo anaerdbia. Com o efluente pré-tratado na condicdo
ideal, esse é submetido a biodigestdo anaerébia para avaliagdo da remoc¢do da sua carga
organica e producdo de metano. Nesta etapa foram utilizados eudidmetros para mensurar
volumetricamente a producdo de metano, e por ndo serem compativeis sua abertura e
retirada de amostra com a biodigestdo, foram desenvolvidas amostras destrutivas em
garrafas de 500 mL. Dessa maneira foi possivel analisar temporalmente a degradagédo da
matéria organica e a variagdo dos demais parametros fisico-quimicos, tais como: pH,
alcalinidade, acidez, série de sélidos, Demanda Quimica de Oxigénio Soltuvel (DQOs),
acidos orgéanicos volateis (acético, propibnico, butirico e latico) e concentracdo de OG.
Também foi avaliada a comunidade microbiana do lodo anaerébio, por meio das técnicas de

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) e coloragdo de Gram.
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Na Figura 1 é apresentado o fluxograma das etapas realizadas para o desenvolvimento da

tese.
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Figura 1 Fluxograma das etapas executadas durante o desenvolvimento da tese.
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CAPITULO 1 - PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE BIOSSURFACTANTE EM
MANIPUEIRA E ENSAIO DE ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA DO
BIOSSURFACTANTE SOBRE LODO ANAEROBIO

RESUMO

O efluente proveniente da agroindustria processadora de mandioca (manipueira) apresenta
caracteristicas que podem ser exploradas em pesquisas biotecnolégicas. A manipueira pode
ser utilizada como meio de cultura para o crescimento de linhagens bacterianas que,
metabolicamente, produzem substancias como o0s biossurfactantes. A producdo de
biossurfactantes a partir de residuos agroindustriais pode representar uma alternativa viavel
nos aspectos econdmicos e funcionais, pois, no Brasil, ha diversas agroindustrias geradoras
de elevados volumes de efluentes. Os biossurfactantes possuem a capacidade de reduzir a
tensao interfacial entre dois liquidos imisciveis, assim, os torna passiveis de aplicacdo em
muitas areas. Na area ambiental, podem ser aplicados no tratamento de efluentes que
apresentam 6leos e graxas na composi¢do. Os objetivos desta pesquisa foram caracterizar
o biossurfactante produzido por Bacillus subtilis LB5a, em manipueira e avaliar a aplicacédo
desse frente ao consércio microbiano presente no lodo anaerdbio utilizado no tratamento do
efluente. O processo de obtencdo, semi-purificacdo e caracterizacdo do biossurfactante foi
descrito, e observou-se, ao utilizar-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
gue se trata da surfactina em concentracdo de 30% no extrato bruto. Observou-se também
que a surfactina apresentou propriedades emulsificantes e estabilidade de emulsao apos 72
horas de avaliacdo de acordo com a metodologia do indice de emulsificacdo aplicada em
hidrocarbonetos e 0leos vegetais. A Concentracdo Micelar Critica (CMC), obtida com um
tensiémetro, foi em torno de 28 mg.L™, o que caracterizou excelente CMC. Desenvolveu-se
o teste da Atividade Metanogénica Especifica (AME) para avaliar a inibi¢cdo da surfactina no
lodo anaerdbio e observar a producéo de biogas bem como a redugédo da matéria organica
(Demanda Quimica de Oxigénio soluvel). Foram aplicadas as seguintes concentracdes de
surfactina: na CMC (28 mg.L™), cinco vezes abaixo da CMC (5,6 mg.L™) e cinco vezes
acima da CMC (140 mg.L™). Observou-se que a surfactina, em todas as suas concentracoes
testadas, ndo inibiu a comunidade microbiana presente no lodo anaerdbio, e com isso
conclui-se que este biossurfactante pode ser aplicado na area de tratamento de efluentes.

Palavras-chave: Surfactina, Bacillus subtilis, efluentes agroindustriais, lodo anaerdbio.



CHAPTER 1 - PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF BIOSURFACTANT IN
CASSAVA WASTEWATER AND ASSAY OF SPECIFIC METHANOGENIC ACTIVITY OF
BIOSURFACTANT ON ANAEROBIC SLUDGE

ABSTRACT

The effluent from cassava agribusiness (cassava) processing has some characteristics that
can be used on biotechnology research. Cassava may be used as culture medium to grow
bacterial strains that produce metabolically substances such as biosurfactants. The
biosurfactants production from agroindustrial waste can be a viable alternative in economic
and functional aspects, since there are several agro-industries that have generated high
volumes of effluents in Brazil. Biosurfactants can reduce interfacial tension between two
immiscible liquids, which makes them believable to be applied in many areas. In the
environmental area, they can be applied in wastewater treatment that have oil and grease in
their composition. Thus, this trial aimed at characterizing a biosurfactant produced by
Bacillus subtilis LB5a in cassava, and evaluate its application based on the microbial
consortium present in anaerobic sludge used to treat such effluent. The process of obtaining,
semi-purification and biosurfactant characterization has been described during this trial and it
was observed when using the high-performance liquid chromatography (HPLC) that it was
the 30% surfactin concentration in crude extract. It was recorded that surfactin has
emulsifying properties and showed some emulsion stability after 72-evaluation hours
according to the emulsifying index methodology applied in hydrocarbons and green ails. The
critical micelle concentration (CMC), obtained by a tensiometer, was near 28 mg I"*, featured
as excellent CMC. The specific methanogenic activity test (SMA) was developed to evaluate
surfactin inhibition in anaerobic sludge, record biogas production and organic matter
reduction (Soluble Chemical Oxygen Demand). The following surfactin concentrations have
been applied: CMC (28 mg 1), five times below the CMC (5.6 mg I') and five times the CMC
(140 mg.L™). It was observed that surfactin, in all its tested concentrations, did not inhibit
microbial community present in anaerobic sludge. At last, it is concluded that this
biosurfactant can be applied in waste treatment area.

KEYWORDS: Surfactin, Bacillus subtilis, agroindustrial effluents, anaerobic sludge.



1 INTRODUCAO

Surfactantes sdo produtos que atuam na reducgdo da tensédo superficial entre dois
liquidos ndo misciveis (por exemplo: 4gua e 6leo) e, por isso, sdo Uteis e empregados em
muitas areas, tais como: farmacéutica, cosmética, médica, recuperacdo de petroleo,
produtos de limpeza, biorremediacdo de areas contaminadas, dentre outras.

Os surfactantes podem ser produzidos quimica ou biologicamente (biossurfactantes).
A maioria € produzida a partir de derivados de petréleo, mas os biossurfactantes séo obtidos
do metabolismo de microrganismos como bactérias, fungos e leveduras.

Atualmente, h4 muito interesse na producdo de biossurfactantes, pois esses
apresentam algumas vantagens frente aos surfactantes de origem quimica: baixa toxidez,
biodegradabilidade, menor custo de produgdo e suportam condi¢cdes adversas (de pH,
temperatura e pressao), o que mantém suas propriedades funcionais.

A obtencdo de biossurfactantes, que utiliza residuos agroindustriais como meio de
cultura ao microrganismo produtor, é uma area que, nos Ultimos tempos, tornou-se alvo de
pesquisa. As agroindustrias processadoras de matérias naturais geram efluentes com carga
organica que pode ser aproveitada como substrato ao crescimento microbiano, como é o
caso do efluente da industria de processamento de mandioca, a manipueira.

A aplicagdo dos biossurfactantes nas mais diversas areas é investigada bem como
na area ambiental. No tratamento de efluentes gordurosos, os biossurfactantes podem
emulsionar, e assim disponibilizar a matéria organica presente nas grandes moléculas de
gordura aos microrganismos, o que acelera a degradacdo microbiana do residuo.

No Brasil, o processo biol6gico de tratamento de efluentes agroindustriais € muito
utilizado devido as condi¢Bes climaticas e de extensdo territorial. O tratamento anaerébio
acontece na auséncia de oxigénio, onde 0s microrganismos presentes, principalmente no
lodo, degradam a matéria organica, reduzem a carga poluente e produzem biogas.

O sucesso de um processo anaerébio de tratamento depende fundamentalmente da
manutengdo de uma biomassa com elevada atividade microbiolégica no lodo. Nesse
sentido, os biossurfactantes podem ser explorados para serem utilizados como
complementares no tratamento biol6gico, e, dessa forma, € necessario que seja avaliada
sua aplicacao e efeito na microbiota do lodo anaerdébio.

Assim, este capitulo apresenta a caracterizacao do biossurfactante, obtido a partir do
cultivo de uma linhagem bacteriana em manipueira bem como a investigagdo do seu
potencial de inibir o crescimento dos microrganismos presentes no lodo anaerébio a ser

utilizado no tratamento de efluente por biodigestdo anaerdbia.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Produzir e caracterizar o biossurfactante obtido em manipueira, e avaliar sua inibicdo

aos microrganismos presentes em um lodo anaerébio.

1.2.2 Objetivos especificos

o Caracterizar o biossurfactante obtido no cultivo de Bacillus subtilis LB5a em
manipueira quanto aos parametros: indice de emulsificacdo, reducéo da tensédo superficial,
concentracdo micelar critica, classificacdo e concentracao;

. Caracterizar o lodo proveniente de biodigestor a ser utilizado como in6culo na
etapa de tratamento anaerébio do efluente de abatedouro de aves quanto a sua capacidade
de produzir metano no biogas;

. Desenvolver o ensaio de Atividade Metanogénica Especifica (AME) para
avaliar a inibicdo dos microrganismos presentes no lodo anaerébio frente ao biossurfactante
obtido.



1.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Caracteristicas e propriedades dos surfactantes ou tenso-ativos

O termo surfactante descreve um composto de molécula anfipatica ou anfifilica, com
uma cabeca hidrofilica (polar) e uma cauda hidrofébica (apolar), que possui a capacidade de
reduzir a tenséo superficial no meio (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997; MAKKAR; CAMEOTRA,
1999). Na Figura 2 pode-se observar a representacdo esquematica de uma molécula de

surfactante.

Extremidade polar - capaz de
Extremidade apolar - capaz de interagir com a dgua
interagir com o 6leo

Figura 2 Representacdo esquematica de uma molécula de surfactante.

A classificagdo dos surfactantes ou tenso-ativos depende da existéncia ou ndo de
carga em sua extremidade polar: quando a extremidade polar apresenta carga negativa,
este tipo de surfactante é chamado de anibnico; se for positiva, € catidnico. Os que néo
apresentam cargas verdadeiras sdo o0s ndo-ibnicos; e os surfactantes anféteros, sao
agueles que se comportam como anidnicos ou catidnicos, o que depende do pH da solucéo
(DALTIN, 2011).

Em funcdo da estrutura da molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas
interfaces entre as fases fluidas com diferentes graus de polaridade (6leo/agua e agua/éleo),
0 que da origem a um filme molecular, ordenado nas interfaces, que é responsavel pelas
propriedades Unicas destes compostos (NITSCHKE; PASTORE, 2002). A estabilidade
desse filme depende da natureza dos grupos hidrofilicos e hidrofébicos (ROSSI et al., 2006).

Daltin (2011) explica que quando uma molécula tensoativa é solubilizada em agua, a
parte polar (hidrofilica) da molécula auxilia na sua solubilizacdo, enquanto a parte apolar
(hidrofébica) diminui sua solubilidade. A solucdo é estavel caso a extremidade hidrofilica
seja suficientemente polar para solubilizar a parte apolar. Da mesma maneira, a molécula,
qguando solubilizada em um 6éleo, tem a parte hidrofébica responsavel pela sua solubilidade
(Figura 3). Um surfactante, por apresentar as caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas na
mesma molécula, nunca apresenta total estabilidade na sua dissolucdo, e é essa

instabilidade que proporciona as caracteristicas diferenciadas aos surfactantes.
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Figura 3 Representacdo esquematica da adsorcdo e orientagcdo das moléculas nas
interfaces.
Fonte: Rossi et al. (2006).

Em solucdes diluidas, as moléculas dos surfactantes apresentam-se dispersas,
enquanto que em solugbes mais concentradas organizam-se em agregados moleculares,
gue geralmente contém de 50 a 100 moléculas, denominadas micelas (RIZZATI; ZANETTE,
2009), em um processo conhecido como micelizacdo. Os agregados crescem e se
organizam, pois sdo mais estaveis que os surfactantes livres em solu¢éo (DALTIN, 2011).

Para cada tipo de surfactante existe uma concentragdo na qual todas as superficies
(6leo-4gua, liquido-ar e liquido-sélido) ja estdo ocupadas pelas moléculas, e a quantidade
de surfactante excedente atinge uma concentragdo minima necessaria para o inicio de
formacdo de micelas (Figura 4). Essa concentracdo é uma caracteristica fisico-quimica do

surfactante e € chamada de concentracdo micelar critica (CMC) (DALTIN, 2011).

cabeca do
tensoativo

cauda do _,/II
tensoativo i /_,-/.'

A
o
\__\__‘_. . o

/—/_, o ’J_’
_IJ_' » L .

abaixo da CMC acima da CMC
(mondmeros dispersos) (micelizacio)

Figura 4 Processo de formacao da micela.
Fonte: Rossi et al. (2006).

A CMC é uma propriedade intrinseca e caracteristica do surfactante a uma dada
temperatura e concentragéo eletrolitica. As micelas séo responsaveis pela catélise micelar e
pela solubilizagdo de gorduras (RIZZATI; ZANETTE, 2009).

Devido a presenca do surfactante, menos trabalho é necessario para trazer uma
molécula a superficie e a tenséo superficial é reduzida. Por exemplo, um bom surfactante
pode reduzir a tensdo superficial da agua de 72 para 35 mN.m™. A tensdo superficial

correlaciona-se com a concentracdo do composto superficie-ativo até que a CMC seja
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alcancada. Os surfactantes eficientes apresentam uma baixa CMC, pois, assim, menos
surfactante é necessario para reduzir a tensdo superficial. Na prética, a CMC é também a
concentracdo maxima de mondémeros de surfactante na agua, e é influenciada pelo pH,
temperatura e forga ionica (MULLIGAN, 2005).

O grafico da tensdo superficial em funcdo de log da concentracdo do surfactante

comporta-se como apresentado na Figura 5.
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Figura 5 Esquema gréfico que demonstra a tensé@o superficial em fungdo da concentracao
do surfactante.
Fonte: Adaptado de Attension (2012).

No gréfico supra é possivel observar trés fases: em 1) com concentragcbes muito
baixas de surfactante no meio, ligeira alteracdo na tenséo superficial é detectada; em 2) a
adicdo de surfactante diminui a tenséo superficial; em 3) a superficie do liquido torna-se
completamente carregada de surfactante, assim, ndo ocorre nenhuma mudanca adicional da
tensédo superficial. A CMC é encontrada como o ponto em que duas linhas se intersectam; a
linha de base da tensdo superficial minima, e a linha em que a inclinacdo da tensdo
superficial mostra declinio linear (ATTENSION, 2012).

A formacdo de um filme molecular ordenado nas interfaces reduz a tenséo interfacial
e superficial, além de ser responsavel pelas propriedades Unicas dos surfactantes, como
detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante,
solubilizacdo e dispersdo de fases. Tais propriedades tornam os surfactantes adequados
para um grande numero de aplica¢des industriais (SINGH et al., 2007).

A biodisponibilidade de compostos organicos hidrofébicos tais como gorduras, pode
ser aumentada por surfactantes através dos seguintes mecanismos: emulsificagdo, aumento
da solubilidade aparente dos compostos, facilidade no transporte de substancias da fase

sélida e auxilio aos microrganismos na adsorcéo as particulas (BUSTAMANTE et al., 2012).



1.3.2 Biossurfactantes

Muitas moléculas biologicas sdo anfifilicas e localizam-se preferencialmente nas
interfaces. Os compostos microbianos que exibem alta atividade superficial e emulsificante
sao classificados como biossurfactantes ou biotenso-ativos (CAMEOTRA; MAKKAR, 1998).

Os biossurfactantes sdo produtos de origem biotecnolégica de grande importancia
que apresentam trés funcbBes principais: aumentam a area superficial de substratos
hidrofébicos insollveis em agua, aumentam a biodisponibilidade de substratos hidrofébicos
pelo aumento de sua solubilidade aparente e influenciam a adesdo de microrganismos a
superficies (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004), assim promovem conseguentemente maior
degradacédo microbiana do substrato (SANTOS; MILLIOLI, 2003).

Uma grande variedade de microrganismos possui a capacidade de produzir
biossurfactantes, como Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Candida antarctica,
Acinetobacter radioresistensis, Serratia sp., dentre outros (DESAI; BANAT, 1997).

Existem muitas moléculas complexas incluidas nos biossurfactantes, como o0s
glicolipidios, lipopeptideos, lipoproteinas, fosfolipideos e &cidos graxos, surfactantes
poliméricos e particulados. Tais surfactantes naturais séo classificados de acordo com a sua
composi¢cdo quimica e sua origem microbiana, além de estarem 0S microrganismos
produtores distribuidos em diversos géneros, em sua maioria bactérias (CAMEOTRA;
MAKKAR, 1998; NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Na emulsificagéo, os biossurfactantes podem diminuir a tensdo interfacial entre a
fase aquosa e a fase ndo aquosa. Isto pode orientar a formacdo de micro e macro
emulsdes, que resulta no aumento da area de contato entre 0 microrganismo e o substrato.
O aumento da solubilidade aparente de compostos orgénicos hidrofébicos é devido a
presenca de micelas que contém altas concentracdes desses compostos em seu interior
(BUSTAMANTE et al., 2012).

Os surfactantes produzidos por microrganismos devem competir com os surfactantes
de origem petroquimica em trés aspectos: custo, funcionalidade e capacidade de producéo,
a fim de suprir as necessidades de aplicagdo. Enquanto os elevados custos de producéo
podem ser tolerados para os surfactantes usados em pequenos volumes, como na produgao
de cosméticos e medicamentos, o valor elevado na produgdo é incompativel para a
aplicacdo em outras éareas, como na recuperacdo avancada de 6leo (MAKKAR;
CAMEOTRA, 1999) e no tratamento de efluentes.

As vantagens dos biossurfactantes em relacdo aos surfactantes sintéticos incluem a
biodegradabilidade (Lima et al., 2011), baixa toxicidade (Islas et al., 2010) bem como a
manutencdo da funcionalidade e estrutura sob condi¢cdes extremas de pH, temperatura e
salinidade (MAKKAR; CAMEOTRA, 2002; NITSCHKE; PASTORE, 2006; BARROS et al.
2008a).
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A grande maioria dos surfactantes disponiveis comercialmente é sintetizada a partir
de derivados de petréleo. O interesse biotecnoldgico nos surfactantes produzidos por outros
meios, como por microrganismos, reside no fato de que existe uma tendéncia de
substituicdo dos surfactantes sintéticos pelos naturais. Tal propensdo é movida pela
necessidade de produtos mais brandos devido a preocupacdo ambiental entre os
consumidores, pela necessidade de substituicdo de compostos néo biodegradaveis,
combinada com novas legislacbes ambientais, e pelo aumento da especificidade dos
produtos (NITSCHKE; PASTORE, 2002).

Os biossurfactantes sdo produzidos principalmente pelo crescimento aerébio de
microrganismos em meios aquosos a partir de carboidratos, hidrocarbonetos, 6leos e
gorduras, ou uma mistura desses, 0 que inviabiliza a producdo em larga escala devido aos
custos dos substratos (KRONEMBERGER et al., 2008).

Uma das possibilidades para diminuir o custo da produgéo de biossurfactantes é a
utiizacdo de residuos agroindustriais como substrato para o0 crescimento dos
microrganismos produtores de tais compostos. A utilizacdo de residuos para a producao de
biossurfactantes pode reduzir potencialmente os custos de producdo a niveis competitivos
com o produto similar derivado de petréleo, e, a0 mesmo tempo, promover economia no
tratamento dos residuos. Os carboidratos e os 6leos vegetais estdo entre os residuos mais
utilizados como substratos (SAHARAN; SAHU; SHARMA, 2011; MAKKAR; CAMEOTRA,
1999).

Ha relatos da producédo de biossurfactantes a partir de residuos de varios processos
agroindustriais, tais como efluentes do processamento de oliva, da producdo de Oleo
vegetal, do processamento da batata, do processamento de raizes de mandioca (Makkar;
Cameotra; Banat, 2011) e de bagaco de cana e okara (residuo do preparo de leite de soja)
(SLIVINSKI, 2012).

Sobrinho (2007) avaliou a producdo de biossurfactante por Candida sphaerica, e
utilizou dois residuos industriais: milhocina (residuo resultante da maceragdo do milho) e
residuo de refinaria de 6leo de soja como meios nutrientes. O biossurfactante obtido foi
caracterizado como glicolipideo e apresentou caracteristicas desejaveis, tais como: redugéo
da tenséo superficial, indice de emulsificacdo e manutengéo das propriedades frente a pH e
temperaturas adversas, baixa CMC e potencial de aplicagdo na area de biorremediacdo
ambiental.

No Brasil, diversos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de utilizar os residuos
agroindustriais como substrato, dentre os quais se destaca o residuo liquido proveniente do
processamento da mandioca, chamado de manipueira. Esse efluente é gerado em grandes
quantidades na indastria (300 L.t de raiz processada para a obtencéo de farinha). Todavia,
a disposicdo do mesmo no ambiente pode gerar diversos problemas devido a alta carga

organica constituinte. Por outro lado, tal residuo € composto de carboidratos, nitrogénio,



10

minerais e elementos tracos, e possui, portanto, potencial de uso como substrato em
processos biotecnolégicos, como a producdo de biossurfactantes (NITSCHKE; PASTORE,
2003; NITSCHKE; PASTORE, 2004; NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004; BARROS et
al. 2008b).

1.3.3 Surfactina

O surfactante surfactina foi primeiramente relatado por Arima; Kakinuma e Tamura
(1968). Os pesquisadores realizaram um estudo que abordava a coagulacdo do sangue ao
utilizar produtos microbianos e observaram a presenca de um novo composto
biologicamente ativo nos fluidos das culturas de Bacillus subtilis, que possuia um potente
efeito de inibicdo da coagulagéo.

Na Figura 6 é apresentada a estrutura quimica do biossurfactante surfactina.

L-Asp — D-Leu — L-Leu—O ?Hﬁ

/ HE(CH,),- CH
-Val | !

L-Va CH,  CH,

|
D-Leu — L-Leu — L-Glu—C =0

Figura 6 Estrutura do lipopetideo ciclico surfactina, produzido por Bacillus subtilis.
Fonte: Adaptado de Desai e Banat (1997).

A biossintese do lipopetideo surfactina € uma propriedade dos membros do género
Bacillus, e em torno de 20 cepas de Bacillus subtilis sdo listadas como produtores
(PEYPOUX; BONMATIN; WALLACH, 1999).

O lipopetideo ciclico surfactina, produzido por B. subtilis ATC 21332 é considerado o
mais potente biossurfactante conhecido, pois possui a capacidade de reduzir a tenséo
superficial da Agua de 72 para 27,9 mN.m™ em concentracdes abaixo de 0,0005% (ARIMA;
KAKINUMA; TAMURA, 1968).

Assim como os demais biossurfactantes, os lipopetideos sdo capazes de alterar as
propriedades fisicas e/ou quimicas de interfaces. Tais compostos podem atuar como
antibidticos, agentes antivirais e antitumorais, imunomoduladores ou inibidores de enzimas e
toxinas. O modo de ag¢édo de muitos desses compostos néo foi esclarecido até o momento,
apesar de se saber que suas atividades de superficies e de membrana desempenham um
papel importante em diversos sistemas (CAMEOTRA; MAKKAR, 2004; BARROS et al.,
2007).
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1.3.4 Producdao de surfactina em manipueira

No processamento da mandioca séo gerados residuos, e dentre 0s principais esta a
manipueira, que consiste em um residuo liquido de aspecto leitoso que escorre das raizes
da mandioca por ocasido da sua moagem e prensagem. Na forma fisica, € uma suspensao
aguosa, e quimicamente apresenta-se como uma mistura de amido, glicose e outros
acucares, proteinas, linamarina e derivados cianogénicos, substancias organicas diversas e
sais minerais (FARIAS; FERREIRA FILHO; MATTOS, 2006).

A disposicao desse residuo causa problema ambiental devido a alta carga organica
bem como devido a toxidez decorrente do glicosideo linamarima, presente em todas as
partes da planta e que, por hidrélise, origina a glicose, a acetona e o0 acido cianidrico. A
linamarina é muito solivel em agua. Ha relatos da morte de animais que beberam a
manipueira e dados de elevada poluicdo de rios que atravessam comunidades produtoras
de farinha de mandioca (CARVALHO et al., 2005; CRUZ, 2009).

Entretanto, a manipueira tem se mostrado como um potencial substrato a ser
utilizado em processos biotecnolégicos, como na producédo de biossurfactantes (Nitschke;
Pastore, 2003), ndo apenas por promover o crescimento bacteriano e acumulo do produto,
mas também por permitir a obtencao de um biossurfactante com propriedades interessantes
e Uteis, com potencial para muitas aplicagc6es industriais (NITSCHKE; PASTORE, 2006).

Makkar; Cameotra e Banat (2011) destacam que os residuos ricos em amido podem
ser utilizados como substrato para a producao de biossurfactantes devido ao seu contetdo
nutricional, como a presenca de carboidratos, ions metalicos, nitrogénio e outros, que
tornam desnecessaria a suplementacédo nutricional.

Na Tabela 1 é apresentada a caracterizacdo da manipueira segundo diversos

autores.

Tabela 1 Caracterizacdo da manipueira segundo diversos autores.

Autores
Parametro Nitschke; Nitschke; Barros Costa
Pastore (2003) Pastore (2006) (2007) (2010)
Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) (mg.L?) - 55800 - -
N'”O%ﬁr}'ﬁf(?;zl_ E{‘;'dah' 2100 2500 1920 .
Fosforo (mg.L™) 244 225 246 900
Potassio (mg.L™) 3472 2665 894 3960
Enxofre (mg.L™) 154 104 150 -
Calcio (mg.L™) 292 272 212 -
Magnésio (mg.L™) 519 519 288 550
Ferro (mg.L™) 7,8 7,8 4,2 6
Zinco (mg.L™) 2,8 7,3 1,4 11
Manganés (mg.L™) 1,7 1,8 1,6 4

Cobre (mg.L™") 1 0,6 0,3 14
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Tabela 1 (continuacao) Caracterizacdo da manipueira segundo diversos autores.

Autores
Parametro Nitschke; Nitschke; Barros Costa
Pastore (2003) Pastore (2006) (2007) (2010)
Carboidratos totais (mg.L™) 41500 35300 - -
Acticares redutores 18200 12800 13900 -
- (mg.L?)
Agucares nao_{edutores 23200 92900 i )
(mg.L™)
Nitrato (mg.L™) - - 16,2 710
Nitrito (mg.L™) - - - 0,05
Solidos totais (ST) (mg.L™) 62000 - - -
Proteina (%) - - - 0,96
Glicose (mg.L™ - - - 0,02

A producéo de surfactina em manipueira tem sido amplamente relatada na literatura,
principalmente, pelos trabalhos cientificos publicados pelo grupo de pesquisa do laboratério
de Bioaromas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), liderado pela professora
Dra. Glaucia Maria Pastore.

Nitschke e Pastore (2003) testaram cinco diferentes tipos de preparo da manipueira
como meio de cultura para a producdo de biossurfactante por um isolado do tipo selvagem
de B. subtilis. Os pesquisadores verificaram que houve crescimento e produgédo de
biossurfactante em todos os tipos de manipueira testados.

Em um estudo subsequente Nitschke e Pastore (2004) utilizaram duas cepas de B.
subtilis para a produgé@o de biossurfactante em manipueira. Ambas as cepas testadas, B.
subtilis ATCC 21332 e B. subtilis LB5a, exibiram boa atividade superficial e geraram um
produto similar a surfactina.

Nitschke, Ferraz e Pastore (2004) avaliaram uma combinagdo de alguns isolados
bacterianos para a producdo de biossurfactante. Eles utilizaram melaco, soro de leite e
manipueira, como substrato alternativo, em comparacdo ao meio de cultura convencional.
Os resultados iniciais demonstraram que muitos isolados foram aptos a crescer e exibir
excelente atividade superficial quando suplementados com a manipueira.

A fim de ampliar os estoques de substrato para a producdo mais econbmica de
biossurfactante, Nitschke e Pastore (2006) investigaram a producdo e as propriedades de
um biossurfactante sintetizado pela cepa de B. subtilis LB5a e adotaram, para tanto,
manipueira como substrato. Os autores concluiram que o produto obtido pode ser muito Util
para aplicacdo em locais de condigdes ambientais extremas bem como destacaram que a
manipueira € um meio adequado para a biossintese de biossurfactante.

Barros et al. (2008b) relataram a producgéo de biossurfactante por B. subtilis LB5a,
em escala piloto e valeram-se de manipueira como substrato. O estudo foi conduzido com a
utilizagdo da mesma clarificada por aguecimento, em um bioreator piloto com volume de 40
litros, adaptado para a coleta simultdnea da espuma durante o processo fermentativo. O

biossurfactante foi precipitado da espuma e apresentou-se como um bom agente tensoativo.
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A manipueira foi identificada como um bom substrato para a producéo de biossurfactante.

1.3.5 Caracteristicas da surfactina produzida em manipueira

A caracterizacdo estrutural de um biossurfactante produzido em manipueira foi
realizada primeiramente por Nitschke; Pastore (2004) em espectroscopia de infravermelho
(FTIR). O espectro obtido do biossurfactante semipurificado produzido por Bacillus subtilis
LB5a apresentou-se muito similar ao espectro da surfactina comercial testada.

No estudo subsequente, Nitschke; Pastore (2006) realizaram a caracterizacdo do
biossurfactante produzido em manipueira pelo B. subtilis LB5a. O biossurfactante obtido
apresentou um indice de retencdo pelo cromatégrafo de camada delgada muito similar a
surfactina padrdo testada. As analises indicaram que os conteudos lipidico e proteico
obtidos desse biossurfactante foram de 53,6% e 38,5%, respectivamente, e a presenca de
quatro aminoacidos: acido glutdmico, acido aspartico, valina e leucina, nas fracdes:
1:1:1,2:3,4. O biossurfactante apresentou concentracdo micelar critica (CMC) de 33 mg.L™,
tensdo superficial de 26,6 mN/m e tenséo interfacial de 0,97 mN/m. O biossurfactante cru,
com concentracdo de 3 g.L ™" no extrato bruto demonstrou ser um potente agente superficie-
ativo, além de resisténcia a exposicdo a elevada temperatura (100 °C), estabilidade a
autoclavagem e estocagem em baixa temperatura (-18 °C) por longo periodo de tempo (6
meses), tolerancia para alta salinidade (acima de 20% NaCl) e tolerancia a ampla faixa de
pH, ao formar emulsdes estaveis com varios hidrocarbonetos.

Barros et al. (2008b) obtiveram um biossurfactante em meio de manipueira com
rendimento de 2,4 g.L™". Ele apresentou boa atividade superficial, com reducéo da tenséo
superficial do meio de 51 para 27 mN.m™ e CMC de 11 mg.L™.

Em outro estudo, Barros et al. (2008a) testaram em escala piloto, a estabilidade do
biossurfactante produzido em manipueira por B. subtilis frente a condi¢cdes extremas bem
como a capacidade emulsificante em misturas de 6leos e hidrocarbonetos em agua. A
concentracdo micela critica (CMC) encontrada foi de 12 mg.mL™?, reducdo de tensio
superficial de 72,31 para 27,01 mN.m™. O biossurfactante foi estavel & temperatura de
100 °C por 140 minutos e a 121 °C por até 60 minutos, a concentragdo de 2,5 a 20% de
NaCl e na faixa de pH de 6 a 10. Em relacdo ao indice de emulsdo com 24 horas, 0
biossurfactante mostrou elevados valores para diversos hidrocarbonetos ciclicos e alifaticos,
além de 6leos vegetais com diferentes perfis de acidos graxos.

Quadros, Duarte e Pastore (2011) avaliaram a atividade biol6gica da mistura da
supracitada surfactina e da lipase alcalina proveniente de Fusarium oxysporum e
observaram que a presenca da lipase nédo interferiu nas propriedades de atividade

superficial do biossurfactante.
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1.3.6 Capacidade de producdo de metano por um consorcio microbiano

Embora a surfactina seja um biossurfactante bastante eficiente, poucos estudos tém
sido desenvolvidos com este biossurfactante para aplicagdo na area ambiental, quando
comparado com o0s biossurfactantes do tipo ramnolipideo (MULLIGAN, 2005).

Mesmo diante de algumas pesquisas que demonstram como 0s biossurfactantes
apresentam baixa toxicidade aos organismos, convém ressaltar que os surfactantes do tipo
aniénico ou neutros sdo relatados como compostos tdxicos a organismos, como em
claddceros e bactérias (Romanelli et al., 2004), organismos marinhos (Resgalla; Laitano,
2002) bem como apresentaram toxicidade as bactérias metanogénicas presentes em um
biodigestor anaerébio (PETRUY; LETTINGA, 1997).

Petruy e Lettinga (1997) ao testarem o surfactante sintético aniénico dodecilsulfato
de sodio, utilizado para preparar emulsédo de efluente com gordura de leite, observaram que
o surfactante utilizado para formar a emulsdo causou inibicdo de 50% da maxima atividade
metanogénica especifica, quando presente em concentracdo de 22 mg. L™, e inibicdo de
80% quando em concentracéo de 55 mg. L™.

Nesse sentido, Florentino et al. (2010) destacam que 0 sucesso de um processo
anaerobio em reatores depende fundamentalmente da manutencao de uma biomassa com
elevada atividade microbiologica e resistente a choques. A busca por um parametro que
pudesse fornecer informacfes a respeito da biomassa ativa metanogénica de lodos
anaerobios levou a proposicdo de um teste para avaliar a Atividade Metanogénica
Especifica (AME) (AQUINO et al., 2007).

A AME do lodo é definida como a capacidade maxima de producdo de metano por
um consorcio de microrganismos anaerébios realizada em condigbes controladas de
laboratério, para viabilizar a atividade bioquimica maxima de conversdo de substratos
organicos a biogas (AQUINO et al., 2007).

Esse teste consiste em incubar uma pequena quantidade de biomassa, em meio que
contenha substratos e nutrientes, a fim de medir a quantidade de gas produzido por unidade
de tempo e por unidade de massa bacteriana. O teste além de auxiliar no controle de
operacdo dos reatores também pode ser util para a determinagcédo da degradabilidade e a
toxicidade de efluentes e/ou substéncias em condigbes anaerdbias (POETSCH; KOETZ,
1998).

Ha diferentes métodos para a medicdo do biogas produzido no teste de AME. O
método volumétrico se baseia na determinacdo do volume de biogads ou metano produzido
em um frasco reacional que contém o lodo a ser testado. No método do volume e
composicdo do biogas, os frascos sdo inoculados com lodo e solugdo de nutrientes, e
incubados a 30 °C por um periodo de 7 a 20 dias (AQUINO et al., 2007). Assim, a partir de

gquantidades conhecidas de biomassa (gramas de SSV) e de substrato (gramas de DQO),
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sob condi¢bes pré-estabelecidas, verifica-se a produ¢do de metano ao longo do periodo de

teste. A AME é entdo calculada pelas taxas de produtividade maxima de metano (mL CH4/g

SSV.h ou g DQO_ /g SSV.d) (CHERNICHARO, 1997).
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1.4 MATERIAL E METODOS

1.4.1 Origem e producao do biossurfactante

O biossurfactante foi produzido no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biolégicas e Agricolas da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA/UNICAMP) e a
avaliacdo e a purificacdo foram realizadas no Laboratério de Bioaromas da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da mesma instituicdo (FEA/UNICAMP).

A manipueira utilizada como substrato na producdo do biossurfactante foi coletada
apos a etapa de prensagem da mandioca, em uma industria produtora de farinha localizada
no municipio de Santa Maria da Serra, SP.

No Laboratério de Bioaromas, a manipueira passou por tratamento prévio para ser
utilizada como meio de cultivo ao microrganismo produtor do biossurfactante. O tratamento
consistiu na homogeneizacéo, fervura, resfriamento e centrifugacdo a 9500 rotagbes por
minuto (rpm) por 11 minutos a 5 °C. O sobrenadante obtido foi coletado e mantido
congelado até o uso. De acordo com Christé et al. (2007), o tratamento térmico promove a
hidrélise mais acentuada dos compostos cianicos e a consequente volatilizacdo das formas
de cianeto livre (HCN) para o ambiente, logo a torna menos toxica.

A caracterizacdo da manipueira tratada foi realizada no Laboratério de Saneamento
Ambiental da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) campus de Cascavel

e apresenta as caracteristicas descritas na Tabela 2.

Tabela 2 Caracterizagdo da manipueira utilizada como meio de cultura para a obtencdo do
biossurfactante.

Parametros Resultados Metodologias Métodos

Aclcares Redutores (g.L™) 35,30 Somogyi-Nelson Colorimétrico

(EMBRAPA, 2013)

Fenol-sulfarico (Dubois et al.,

Aclcares Totais (g.L™) 48,17 Colorimétrico

1956)
Carbono Organico Total . . ® Combustao
(CoT) (mg.L'l) 4,61 Analisador TOC Shimadzu catalitica
Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) (mg.L'l) 60406 APHA et al. (2005) 5220 D
Ferro (mg.L?) 1,16 APHA et al. (2005) nitg'geers;%?ica
Fésforo (mg.L™) 0,4 APHA et al. (2005) 4500 P E
N 1 Digestéo
Manganés (mg.L™) 191 APHA et al. (2005) nitroperclérica
N'trogenéfngofﬂg Kieldah 771 APHA et al. (2005) 4500-NorgC
pH 5,7 APHA et al. (2005) 4500 H
Zinco (mg.L?) 0,72 APHA et al. (2005) Digestao

nitroperclérica
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1.4.2 Manutencdo do microrganismo e preparo do inéculo

O microrganismo produtor do biossurfactante surfactina em manipueira, a bactéria
Bacillus subtilis linhagem LB5a, estava armazenado em agar nutriente a 4 °C, e pertence ao
Laboratério de Bioaromas da FEA/UNICAMP (NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004).

Alcadas do meio de cultura do microrganismo em questdo foram transferidas para
frascos Erlenmeyer que continham 150 mL de meio nutriente. Os frascos foram mantidos a
30 °C por 12 horas e 150 rpm em agitador rotativo para crescimento do inéculo. O meio de
cultura utilizado para o desenvolvimento do inéculo (g.L™ 4gua destilada) era composto de:
extrato de carne: 1,0; extrato de levedura: 2,0; peptona: 5,0 e cloreto de sddio: 5,0
(BARROS et al. 2008b). Foram preparados 4 litros de in6culo nas condigbes acima

descritas.

1.4.3 Producéo do biossurfactante

O cultivo do microrganismo para a producdo de biossurfactante em manipueira foi

realizado em biorreator piloto, marca New Brunswick Scientific®, modelo Mobile Pilot Plant
Fermentor 8000 MP 80 (Figura 7).

Figura 7 Biorreator utilizado para cultivo do microrganismo em manipueira e producdo do
biossurfactante.

O volume de 56 litros da manipueira previamente tratada foi adicionado e esterilizado
no proprio biorreator, nas condiges de 1 atm, 121 °C, por 20 minutos, e o pH do meio ndo
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foi ajustado. Apos o resfriamento do meio de cultura, foi inoculado o Bacillus subtilis LB5a na
porcentagem de 7% (4 L de inoculo), cujo total de cultivo foi de 60 litros. A medida da
concentracdo de células do inéculo foi obtida por leitura em espectrofotdmetro de luz visivel,
marca Beckman Coulter®, modelo DU640, com comprimento de onda de 660 nm.

As condi¢cBes experimentais do biorreator para a obtencao do biossurfactante foram:
aeracdo de 20 L.min?, agitacdo de 150 rpm e temperatura de 35 °C (BARROS et al.,
2008b). O cultivo foi mantido por 48 horas nessas condicdes.

Uma amostra do meio de cultura e outra da espuma produzida foram retiradas apés
36 horas do inicio do cultivo e foram avaliadas quanto ao niamero de células viaveis pela
técnica spread plate ao utilizar 4gar nutriente como meio de cultura (NITSCHKE; PASTORE,
2003; NITSCHKE; FERRAZ; PASTORE, 2004).

Os resultados do plagueamento demonstraram que na amostra do meio de cultura
do biorreator obteve-se a concentracdo de 5,3.10° Unidades Formadoras de Coldnias por
mililitro (UFC.mL™), e na amostra da espuma obteve-se 3,5.10° UFC.mL™

Na Figura 8 est4d apresentada a sintese dos procedimentos de cultivo do

microrganismo para obtenc¢éo do biossurfactante.

M Aguadestilada
estéril

¥

=) wcaly | 3 1s0mpm b
S—— = =

Agar nutriente { ‘_" (o)) g
Bacillus subtilis Caldo Padronizagdo 660

LBSa nutriente nm Inéculo

Manipueira
359C, 150 rpm)

(
s — B

Inéculo .
» Purificagao do

Espuma biossurfactante

Figura 8 Etapas de cultivo do Bacillus subtilis LB5a e obtengdo do biossurfactante
surfactina.

A espuma produzida no cultivo foi coletada do biorreator com auxilio de uma
mangueira de silicone estéril, colapsada a temperatura ambiente, e entdo submetida as

andlises e ao processo de semipurificacdo para obtencao dos dados do biossurfactante.

1.4.4 Extracdo e semipurificacdo do biossurfactante

A espuma colapsada foi centrifugada a 9500 rpm por 11 minutos a 5 °C a fim de

remover as células microbianas. O sobrenadante obtido teve seu pH ajustado para 2, a
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partir de uma solugédo de HCI 6N, e mantido em repouso por 12 horas para decantagao.
Seguiu-se entdo nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cbes anteriores, e o precipitado foi
neutralizado com solucdo de NaOH 6N. Apdés a completa dissolugdo, o extrato de
biossurfactante foi seco em estufa a 80 °C, destorroado e esterilizado em autoclave a
121 °C/latm/15min (MAKKAR; CAMEOTRA, 1997; MAKKAR; CAMEOTRA, 1999; BARROS
et al., 2008b) (Figura 9).

| Espuma colapsada |

.

Centrifugagdo ||

—»| Céluas |

—| Sobrenadante 1

A4

Acidificagio

Repouso l

Centrifugagio

—>| Sobrenadante 2 |

—> Precipitado

v

MNeutralizagio

v

Dissolugéo

Secagem | Extratobruto

v

Solubilizago

v

| Caracterizacio e aplicacio |

Figura 9 Fluxograma de extracao e semipurificacdo do biossurfactante.

Ao final, obteve-se um extrato de biossurfactante em pé (extrato bruto), de coloragéo

marrom (Figura 10), o qual foi armazenado congelado até sua utilizacao.

Figura 10 Extrato em pé do biossurfactante obtido no cultivo de B. subtilis LB5a em
manipueira.
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Esse biossurfactante é dito semipurificado, pois ndo passa pelo processo de
purificacdo completo, que consiste em dissolver o produto seco em agua destilada sob pH
7,0, seca-lo e extrai-lo com cloroférmio:metanol (6:15) (NITSCHKE; PASTORE, 2006).

A caracterizacdo da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) do biossurfactante obtido
foi realizada de acordo com os procedimentos descritos no Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater (APHA et al., 2005).

1.4.5 Caracterizacdo do biossurfactante
1.4.5.1 indice de emulsificacdo (IE%)

O biossurfactante obtido foi avaliado quanto a sua capacidade de formar e estabilizar
emulsdes, pois essa é uma das caracteristicas mais importantes a serem consideradas para
a aplicacao préatica de um surfactante (COSTA et al., 2010). O indice de Emulsificacéo (IE) é
um importante parametro de avaliagdo do poder de um emulsificante e da estabilidade de
emulsdo (COOPER; GOLDENBERG, 1987).

O IE do biossurfactante foi obtido conforme metodologia descrita por Cooper e
Goldenberg (1987). Foram adicionados 6 mL de compostos hidrofébicos (gasolina comum,
6leo diesel, 6leo de soja e 6leo de girassol) e 4 mL de uma solucdo 1 mg.mL™ do extrato
bruto de biossurfactante ou de dodecil sulfato de sédio (SDS) em um tubo de ensaio com
tampa rosqueavel. O SDS € um surfactante anidnico sintético e foi utilizado a fim de
comparar seu IE com o do biossurfactante.

Cada composicgéo foi realizada em triplicata, homogeneizada em agitador de tubos
em velocidade maxima por 2 minutos e deixados em repouso a temperatura ambiente. Apos
24, 48, 72 e 96 horas foram efetuadas medidas de altura da Camada Emulsionada (CE) e
da Altura Total (AT) dos liquidos nos tubos.

O indice de emulsificagéo de cada surfactante (IE) foi obtido por meio da Equacgéo 1:

IE (%) = (32) x 100 Eq. (1).

1.4.5.2 Caracterizacdo e quantificacdo do biossurfactante por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE)

O biossurfactante produzido por B. subtilis LB5a também foi caracterizado e

quantificado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) além de utilizar-se
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surfactina comercial (Sigma-Aldrich St. Louis, USA) com 298% de pureza como padrédo. As
anélises de CLAE foram realizadas em um equipamento Prominence (Shimadzu®) acoplado
com detector SPD UV, coluna C18 (4,6 x 150 mm cm particulas de 5 um, marca Kromasil®)
em temperatura de 30 °C. A fase movel consistiu na mistura de acetonitrila e &cido
trifluoracético (TFA 3,8 mmol.L™") na proporcdo de 80:20 v/v, com fluxo de 0,6 mL.min*
(SLIVINSKI, 2012).

A surfactina padrdo (1 mg.mL™) e as amostras do biossurfactante semipurificado
(1 mg.mL™) foram dissolvidas em acetonitrila e metanol (1:1 v/v), e 20 pL foram usados para
injecdo. Os picos foram detectados a 205 nm e comparados com o tempo de retencéo do
padrdo comercial (YEH; WEI; CHANG, 2005 citado por SLIVINSKI, 2012).

1.4.5.3 Determinacéo do poder tensoativo

Uma amostra de aproximadamente 10 mL da espuma colapsada foi utilizada para
determinar a tenséo superficial e a Diluigdo Micelar Critica (DMC™ e DMC™®) (BARROS et al.,
2008b). A espuma colapsada foi diluida 10 (DMC™) e 100 vezes (DMC? com &gua
destilada.

A determinacao da Concentracdo Micelar Critica (CMC) foi realizada ao medir-se a
tensédo superficial (TS) a partir de diluicbes sucessivas (com agua destilada) de uma solucao
aquosa de 300 mg.L™ da surfactina produzida nesse trabalho, segundo a técnica descrita
por Sheppard e Mulligan (1987).

Para as investigagbes, foi utilizado o equipamento tensidbmetro K12, Processor
Tensiometer, Kriiss (Hamburgo, Alemanha) (Figura 11). As analises foram feitas pelo
método do anel, que utiliza um anel de platina denominado anel de Du Nouy. Nesse método,

a amostra é colocada em um recipiente do aparelho, com o anel inicialmente submerso. A

forca adicional exercida sobre o anel no momento em que a lamina do liquido se rompe dé a
medida da tens&o superficial (KRUSS, 1994 citado por SLIVINSKI, 2012).
w1 —

Figura 11 Tensiémetro utilizado para determinacdo da tenséo superficial e da DMC.
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1.4.6 Origem, coleta e caracterizacdo do lodo utilizado como indculo no tratamento

anaerobio

O lodo utilizado como in6culo nos testes de biodigestdo anaerdbia, do efluente de
abatedouro de aves, foi coletado em um biodigestor anaerdbio presente na planta de
tratamento de efluentes de uma industria processadora de mandioca, localizada na regido
oeste do Parana.

Tal lodo desenvolveu-se aderido a um meio suporte composto por pedacos de

bambu, que estavam acondicionados em bolsas de rafia dentro do biodigestor (Figura 12).

Figura 12 Lodo anaerébio aderido ao suporte.

O lodo aderido ao suporte foi removido com espatula, homogeneizado e armazenado
em geladeira a 4 °C. Antes da sua utilizacdo e caracterizacdo buscou-se ativar a biomassa
do lodo por meio da sua incubacdo em shaker a 100 rpm e 35 °C por 7 dias. A
caracterizacdo do lodo contemplou as seguintes andlises: série de Sélidos Suspensos (SS):
Sélidos Suspensos Totais (SST), Sélidos Suspensos Fixos (SSF) e Sdlidos Suspensos
Volateis (SSV), de acordo com a metodologia descrita em APHA et al. (2005) e Atividade
Metanogénica Especifica (AME).

1.4.6.1 Atividade Metanogénica Especifica do lodo anaerdbio

A Atividade Metanogénica Especifica (AME) do lodo é definida como a capacidade
maxima de producdo de metano por um consorcio de microrganismos anaerébios, realizada
em condi¢cGes controladas de laboratério. Os ensaios para a determinacdo da AME desse
lodo foram baseados nos trabalhos de Chernicharo (1997), Rocha et al. (2001), Alves et al.
(2005) e Aquino et al. (2007) que utilizam o método de medi¢éo direta do volume de metano.

Trabalhou-se com uma relacdo in6culo/substrato de 2 g SSV.L™ de concentracdo
celular para 2 g DQO.L™ em &cidos organicos, ou seja, uma relacdo 1:1, em regime estatico

e temperatura de 35 °C em camara BOD. De acordo com Chernicharo (1997), ndo ha
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consenso na literatura quanto a influéncia da agitacdo intermitente e do tipo de agitador
usado nos testes de AME.

Foram utilizados frascos de vidro de 600 mL com tampa de borracha, cujos 500 mL
séo de volume (til, para uma mistura indculo + nutrientes + substrato.

A composicdo das solucdes estoques de nutrientes e de acidos volateis usados no

teste da AME encontra-se nas Tabelas 3 e 4.

Tabela 3 Composicdo das solucdes estoque de nutrientes.

Solucéo Nutriente Concentracdo (mg.L™) Finalidade

NH.CI 500 Macronutriente
Macronutriente e

KHzPO, 650 fonte de alcalinidade
Macronutriente e
KHPO, . 3H,0 150 fonte de alcalinidade
1 MgSQO, . 7H,O 100 Macronutriente
CaCl, . 2H,0 100 Macronutriente
NaHCO3; 1000 Fonte de alcalinidade
MgCL, 100 Macronutriente
Na,S . 7H,0O 100 Agente redutor
Extrato de levedura 50 Fonte de vitaminas
FeCl; . 6H,0 2000
ZnS0O, . 7H,O 106
CuS0O, . 5H,0 38
(NH4)éM07024 . 4H,0 50
2 AlCls . 6H,0 90 Micronutrientes
CoCl, . 6H,0 2000
NiCl, . 6H,O 50
H;BO4 50
HCI concentrado 1mL.L?
EDTA 1000

Fonte: Adaptado de Chernicharo (1997); Rocha et al. (2001); Alves et al. (2005).

Tabela 4 Composi¢cdo da solugcdo estoque de acidos organicos.

Acidos organicos Concentracao (g.L™) DQO (g.L™)
Acético 28 29,88
Propi6nico 28 42,28
Butirico 28 50,96

Fonte: Alves (2005).

O teste da AME seguiu as seguintes etapas:

a) Determinacdo da concentracdo de SSV (g.L™) presente no lodo a ser analisado,
de acordo com a metodologia descrita em APHA et al. (2005);

b) Determinag&o do volume de lodo a ser adicionado nos frascos, a fim de se obter a
concentracao final na mistura (lodo+nutrientes+substrato) igual a 2 g SSV.L™;

c) Determinacdo do volume de substrato (mistura de &cidos) a ser adicionado nos
frascos, a fim de se obter a concentracéo final de 2 g DQO.L™. De acordo com Alves (2005),

tomam-se 16,24 mL da solugdo estoque de acidos, para um volume util de 400 mL da
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solugdo final que resulta em um fator de diluicdo de 24,63 vezes. Dessa forma, a
concentracao total de acidos organicos dentro do frasco é de aproximadamente 5 gDQO.L™.
Assim, para um volume util de 500 mL e concentracdo requerida de 2 gDQO.L™, foram
utilizados 8,12 mL da solucéo estoque de acidos organicos;

d) Determinacdo do volume de solucdo tampao e de nutrientes: sabe-se que o
volume total da mistura foi estabelecido em 500 mL e o volume da solu¢cédo tampao e de
nutrientes pode ser obtido, subtraem-se do volume total os volumes de lodo e de substratos
ja calculados;

e) Definidos os parametros, acrescentou-se o0 respectivo volume de lodo e da
solucdo de nutrientes aos frascos. No momento da utilizacdo das solu¢des de nutrientes,
adicionou-se 1 mL da solugéo 2 por litro da solucdo 1, para se obter uma solucdo Unica, a
qual foi entdo adicionada aos frascos reatores;

f) Efetuou-se a incubagdo prévia do lodo na presenca dos nutrientes e na
temperatura do teste, mas sem a adicdo de substrato (a4cidos organicos), durante um
periodo suficiente para cessar (ou estabilizar) a producao de metano enddgena do lodo (em
torno de 3 dias). O oxigénio foi purgado com nitrogénio comercial por 5 minutos.

g) Apoés a incubagdo prévia, os frascos foram abertos e adicionou-se o volume
correspondente da solucéo estoque de acidos organicos, que totalizou 500 mL;

h) Purgou-se novamente o oxigénio presente nos frascos por borbulhamento com
nitrogénio gasoso (pressao de 5 psi, durante 5 minutos) na mistura,

i) Os frascos foram fechados com as tampas de borracha e de plastico e lacrados
com cola tipo veda calha;

j) Os frascos foram entdo conectados, por meio de mangueiras tipo cristal de @
60mm aos gasbmetros, para a medicdo volumétrica de gas metano por deslocamento de
liguido em uma proveta graduada. Os gasdmetros com volume de 250 mL estavam
preenchidos com uma solugdo de NaOH na concentracdo de 5%, para que houvesse a
retencdo do CO, produzido;

k) Os frascos foram incubados em camara BOD, sem agitacdo, a temperatura de
35 °C;

[) Os ensaios foram realizados em triplicata e com frascos em branco, nos quais 0s
acidos volateis foram substituidos por agua destilada, mas com indculo e nutrientes;

m) As leituras de volume de metano produzido foram observadas pela medi¢do do
volume de NaOH, deslocado para o frasco de descarte e efetuadas com intervalos de duas
horas no primeiro dia de incubacédo, e de duas a trés vezes ao dia nos dias subsequentes
até que a producéo de biogas estabilizou-se;

n) A AME real do lodo foi obtida ao subtrair-se o valor de AME do controle (branco),
do valor de AME obtida com a adicao de substrato (acidos organicos).

Na Figura 13 é apresentado o aparato experimental do teste de AME.
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Figura 13 Aparato experimental utilizado no teste de atividade metanogénica especifica: (1)
reator; (2) gasébmetro; (3) frasco de coleta do NaOH.

Foi construido, pelo software Excel, um grafico temporal de producdo acumulada de
metano, observada pelo deslocamento de volume do NaOH em litros, em funcdo do tempo
de incubacgéo (dias).

A determinagdo da AME foi calculada ao dividir-se a maxima taxa de variagdo da
producdo de metano pela concentragdo da biomassa (em SSV de lodo) aplicada nos
reatores. Obteve-se entdo a AME em mlLcu,.gSSV™.d™. A partir da Equacao 2 (Chernicharo,

1997) pode-se fazer a conversdo da unidade para gDQOcp4.gSSV™.d™.

DQOCH: K(t) = FKE

VCH, = K(T) R (2734T)

Eq. (2)

Onde:

VCH, é o volume de metano produzido (em L);

T é a temperatura operacional do reator (em °C);

K (t) é o fator de correcdo para a temperatura operacional do reator (em gDQO.L™);

P é a presséo atmosférica (em atm); K € a DQO correspondente a um mol de CH,
(64 gDQO.mol™);

R é a constante dos gases (0,08206 atmL.mol°K™).
1.4.7 Efeito inibitério do biossurfactante sobre o lodo anaerdbio
O efeito inibitério do biossurfactante sobre as bactérias presentes no lodo anaerébio

a ser utilizado como in6culo, na biodigestao anaerédbia do efluente de abatedouro de aves,
passou por avaliacdo com testes semelhantes ao apresentado no item 1.4.6.1 sobre a AME,
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foram utilizados o lodo anaerébio, a solucdo de macro e micronutrientes (Tabela 3) e 0
substrato (acidos organicos) (Tabela 4).

Os ensaios ocorreram em regime de batelada; utilizaram-se frascos de vidro de 600
mL, dos quais 500 mL eram de volume util. A quantidade de lodo utilizada em cada ensaio
foi calculada para se manter uma relacdo DQO inicial: SSV do lodo de 1:1.

O biossurfactante foi dissolvido em agua ultrapura em diferentes concentracdes a
partir da sua CMC obtida, em solu¢ées com concentracdes de 5,6; 28 e 140 mg.L™.

A partir de uma solucdo de biossurfactante de 500 mg.L™ de concentracdo, os

tratamentos aplicados em triplicatas foram conforme os apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 Tratamentos aplicados nos ensaios de inibicdo da surfactina sobre o lodo
anaeroébio.

Tratamento Lodo (mL) Surfactina (mL) Nutrientes (mL) Acidos organicos (mL)
0 Controle 51,8 0 440,8 8,12
T1=56mg.L"'BS 51,8 5,6 434,4 8,12
T2=28mg.L* BS 51,8 28 412,0 8,12
T3 =140 mg.L" BS 51,8 140 300,0 8,12

BS = Biossurfactante.

O pH das misturas de cada tratamento ndo foi ajustado e apresentou-se em média
de 5 £0,5. Os frascos que continham as composi¢des dos tratamentos foram submetidos a
purga do oxigénio com N, gasoso por 15 minutos, fechados com tampas de borracha e de
plastico e incubados em BOD a 35 °C por 22 dias (DAMASCENO, 2013).

O efeito téxico ou inibitorio foi avaliado por meio da medida da eficiéncia de remogé&o
de DQO soluvel e producédo de metano monitorado diariamente por meio do deslocamento
da solucéo de NaOH presente no gasémetro. Aliquotas para a determinagdo da DQO inicial
foram tomadas antes do contato com o lodo anaerébio. A DQO soluvel final (obtida através
da filtracado do sobrenadante em membrana de acetato de celulose com tamanho de poro de
0,45 um (APHA et al., 2005)) foi determinada no Gltimo dia do ensaio (VALLADAO, FREIRE;
CAMMAROTA, 2007).
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1.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.5.1 Caracterizacado do biossurfactante obtido
1.5.1.1 indice de emulsificago e estabilidade da emuls&o

Na Tabela 6 s&o apresentados os Indices de Emulsificacdo (IE) obtidos do
biossurfactante e do surfactante quimico (SDS) a 98% com os hidrocarbonetos e 6leos

vegetais, apds os periodos de 24, 48, 72 e 96 horas.

Tabela 6 indices de emulsificacdo do biossurfactante surfactina e do surfactante sintético
dodecil sulfato de sédio (SDS).

Periodo (horas)

Reducéo IE (%)

Composicdo 24 48 72 96 apos 96 hs

Indice de emulsificacdo (%) '
Gasolina+Biossurfactante 61,31 60,50 60,00 58,88 3,95
Gasolina+SDS 60,00 60,00 58,71 58,38 2,70
Diesel+ S Biossurfactante 74,41 74,41 74,41 72,02 3,21
Diesel+SDS 71,0 71,10 71,10 71,00 0,14
Oleo soja+ Biossurfactante 63,68 58,53 55,09 51,85 18,57
Oleo soja+SDS 78,74 78,74 78,74 78,71 0,03
Oleo girassol+ Biossurfactante 61,90 61,54 55,77 47,62 23,07
Oleo girassol+SDS 76,41 76,41 76,34 75,52 1,16

Ao serem comparados o0s resultados observados no presente trabalho com os
obtidos por Barros et al. (2008), pode-se dizer que o biossurfactante apresentou elevados
valores de IE, até mesmo levemente superiores aos do surfactante sintético SDS para o0s
hidrocarbonetos gasolina e diesel. O fato supra caracterizou-o, portanto, como bom
surfactante quanto ao indice de emulsificacdo, inclusive para ser aplicado na area
ambiental.

Verifica-se por meio da porcentagem de redugcdo da camada de emulsdo apoés 96
horas que no geral, o biossurfactante mostrou-se com estabilidade levemente inferior ao
surfactante sintético.

Observou-se também que o biossurfactante mostrou-se levemente mais estavel com
os hidrocarbonetos do que com os 6leos vegetais, 0 que difere de Costa et al. (2010). Os
autores avaliaram as propriedades de um ramnolipideo produzido por P. aeruginosa L2-1
em manipueira e verificaram que o biossurfactante foi capaz de formar emulsdes estaveis
por mais de 30 dias com querosene, 6leo de soja e benzeno. Também verificaram que as
emulsdes foram formadas mais eficientemente em compostos que contém longas cadeias

de acidos graxos, como os triglicerideos que predominam em 6leos e gorduras.
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Na Figura 14 é apresentado o aspecto da camada emulsionada obtida com cada um

dos hidrocarbonetos e 6leos vegetais em contato com o biossurfactante.

Figura 14 Tubos com os hidrocarbonetos e Oleos vegetais emulsionados com o
biossurfactante. Em ordem: (1) diesel, (2) 6leo de soja, (3) gasolina e (4) 6leo de girassol.

1.5.1.2 Caracterizagcdo e quantificacdo do biossurfactante por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE)

A composicdo do biossurfactante produzido pela cepa de B. subtilis LB5a ja havia
sido determinada por Nitschke e Pastore (2004) como o biossurfactante surfactina, o que
facilitou sua quantificacdo por CLAE. Na Figura 15, esta apresentado o cromatograma com

os perfis de eluigdo da surfactina comercial utilizada como padréo.

Uy
1750004 Time 27 196 Inten. 157,332

150000
125000
100000

7 Pico 5
75000
50000 Fico 4

250004

_ 200 250 min
Figura 15 Perfis de eluicdo das diferentes concentracdes de surfactina padrdo (Sigma-
aldrich) obtidos por CLAE.

Os tempos de retencéo dos picos obtidos para a surfactina comercial foram: pico 1:

6,4 min.; pico 2: 14,5 min.; pico 3: 18,2 min.; pico 4: 25,2 min. e pico 5: 27,6 min.
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As diferentes cores que compdem o0s picos de retengcdo sdo referentes as
sobreposi¢cfes das cinco concentragcdes de surfactina utilizadas para compor a curva
padrdo: 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 e 1,0 mg.mL™.

Na Figura 16 é apresentado o cromatograma com os perfis de eluicdo do
biossurfactante obtido do cultivo de B. subtilis LB5a em manipueira.
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Figura 16 Perfil de eluicdo do biossurfactante surfactina de B. subtilis LB5a obtido por
CLAE.

No cromatograma do biossurfactante foi possivel identificar os picos nos respectivos
tempos de retencdo observados no cromatograma da surfactina padréo.

A cepa de B. subtilis LB5a produziu os mesmos cinco homdlogos observados por
Slivinski (2012), a qual avaliou a producéo de surfactina por Bacillus pumilus UFPEDA 448
em fermentagdo em estado solido ao utilizar bagago de cana e okara como substrato.

Outros picos também foram observados devido a presenga de impurezas. Por se
tratar de um extrato bruto, em que a purificacdo foi realizada de forma parcial, €
compreensivel a presenca das mesmas.

Dessa forma, foi possivel garantir que o biossurfactante produzido é a surfactina,
além de determinar-se também a concentracdo da mesma no extrato bruto obtido, a qual foi
calculada a partir da integracdo da area total dos picos dos homdlogos em referéncia a
equacdo da curva padrdo de calibragdo. Da curva de calibracdo foi obtida a seguinte
equacdo da reta: y = 6E+06x-158516 e o coeficiente de determinacdo R? = 0,999, o que
tornou possivel obter a concentracao de surfactina em 1 mg de amostra. A partir de entao se
concluiu que a quantidade média de surfactina presente no extrato bruto foi de 0,3 mg.mL™.

Diversos pesquisadores relatam em seus trabalhos a concentragdo do
biossurfactante produzido nas condi¢cGes especificas. Felix (2012) avaliou a producédo de
biossurfactante por Bacillus subtilis ao utilizar suco de caju como substrato e obteve 11,17%

de concentracdo de surfactina no biossurfactante semi-purificado.
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Santos (2011) produziu biossurfactante com a cepa de Pseudomonas aeruginosa EQ
109 a partir de glicerol e, ap6s o processo de purificacdo, observou aproximadamente 6,57%
de ramnolipidio no extrato bruto do biossurfactante obtido.

Na producdo de um biossurfactante do tipo ramnolipideo por Pseudomonas
aeruginosa, Kronemberger (2007) obteve 44,89% de ramnose no extrato bruto do

biossurfactante obtido.

1.5.1.3 Atividade superficial do biossurfactante obtido

A avaliacdo da espuma do extrato bruto demonstrou que o biossurfactante produzido
apresentou excelente atividade tensoativa e reduziu a tenséo superficial da agua de 72,3
para 25,97 mN.m™. Os valores corroboram com os reportados por Nitschke e Pastore (2006)
e Barros et al. (2008a). As Diluicdes Micelares Criticas (DMC) DMC™ e a DMC™ observadas
foram de 26,98 e 31,27 mN.m™, respectivamente, e o valor da CMC mostrou-se proximo ao
obtido por Nitschke e Pastore (2006), que foi de 33 mg.L™.

Para a obtencédo da Concentracdo Micelar Critica (CMC), ap6s a semipurificacdo do
biossurfactante, o mesmo foi diluido em agua ultrapura, e foi obtido um grafico que avaliou a
Tensédo Superficial (TS) contra a concentragado de surfactina, em que a CMC corresponde ao
ponto central de inflexdo da curva (Figura 17) obtida por célculo de derivacao.

A andlise demonstrou que a surfactina obtida apresenta CMC de 28,33 mg.L™, ou
seja, sdo necessarios 28,33 miligramas em um litro para que a surfactina seja capaz de
diminuir a TS da agua para 26,07 mN.m™. Dentre os autores que ja investigaram a produc&o
de surfactina por B. subtilis LB5a ao utilizar manipueira como meio de cultura, Nitschke e
Pastore (2006) obtiveram uma CMC de 33 mg.L™ para a surfactina produzida. Barros et al.,
(2008a) obtiveram uma CMC de 12,33 mg.L™?, enquanto em outro estudo, Barros et al.,
(2008b) observaram uma CMC de 11 mg.L™ nos ensaios em escala de producao-piloto.

As diferengas entre os valores de CMC apresentados s&o justificados,
provavelmente, pelas diferentes composi¢cdes dos meios de cultivo, visto que a composicao
da manipueira pode variar em funcéo de fatores tais como cultivar, idade da planta, tempo
de armazenamento e tipo de processamento bem como das condi¢gbes de cultivo do

microrganismo produtor do biossurfactante.
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Figura 17 Curva obtida para a diminui¢cdo da tensdo superficial da agua destilada em funcéo
da adicao de surfactina.

Na Tabela 7 é apresentado o resumo da caracterizagdo do biossurfactante surfactina
produzido em manipueira.

Tabela 7 Caracterizacao fisico-quimica do biossurfactante surfactina produzido por Bacillus
subtilis LB5a em manipueira e utilizado nesse trabalho.

Parametros Resultados
Concentracéo da surfactina (mg.mL™) 0,3
Tens&o superficial (MN.m™) 25,9
Concentracdo Micelar Critica (mg.L™) 28,3
indice de emulsificagéo (%)* 74,4

Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

(9DQO/g Biossurfactante) 1,26

* Indice de emulsificacéo obtido com 6leo diesel.

A DQO observada foi obtida a partir de uma solugdo com 500 mg.L™ de extrato bruto
de surfactina diluida em agua destilada.

1.5.2 Caracterizagdo do lodo anaerdbio

Na Tabela 8 é apresentada a caracterizacdo do lodo anaerébio utilizado como
indculo nos ensaios de biodegradabilidade anaerébia.

A Atividade Metanogénica Especifica (AME) do lodo (0,12 gDQOc4.gSSV™.d™?) foi
determinada de acordo com o procedimento descrito no subitem 1.4.6, e mostrou-se
compativel com valores observados na literatura: 0,10 — 0,16 gDQOC.M.gSSV'l.d'1 (Alves et
al., 2005) e 0,17 gDQOCH4.gSSV'1.d'l (Damasceno, 2013). Portanto, indicou-se que o lodo
apresentava boa atividade metanogénica e era adequado para ser usado nos ensaios de
biodegradabilidade anaerdbia.
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A analise da série de solidos suspensos totais foi desenvolvida para se ter
conhecimento das propriedades organicas e inorganicas do lodo. Dessa forma, foi possivel
observar que os SSV, que compreendem a fracdo organica do material, corresponderam a
49% do total de sélidos volateis.

Tabela 8 Caracterizacdo do lodo anaerébio a ser utilizado como in6culo nos ensaios de
biodegradabilidade anaerébia.

Parametros Resultados Metodologias Métodos
Atividade Metanogénica Chernicharo (1997); Rocha
Especifica (AME) 0,12 (2001); Alves (2005); Aquino  Volumétrico
(gDQOcHs.gSSVE.d Y et al. (2007)
Solidos S(‘r‘jg‘ir.‘lﬁos Totais 40301 APHA et al. (2005)
Solidos S(fnsgpﬁﬂ)sos Fixos 20448 APHA et al. (2005) 2540 E
Solidos S‘J('fnpge'li‘)’s Volateis 19852 APHA et al. (2005)

1.5.2.1 Avaliagado da inibi¢cdo do biossurfactante frente ao lodo anaerdbio

Apo6s o acompanhamento temporal do teste, esse foi finalizado quando se observou
a manutencdo da producdo de metano. Um grafico temporal de producdo acumulada de
metano foi construido a partir do software Excel, a qual observada pelo deslocamento de
volume do NaOH em mL, em fun¢éo do tempo de incubacéo (dias) (Figura 18).
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Figura 18 Produgdo cumulativa de metano durante o periodo de desenvolvimento do teste
da AME.

A determinagdo da AME foi feita a partir da avaliacdo da inclinagcédo do trecho reto da
curva de producdo de metano (trecho de inclinacdo maxima). Observa-se que dentre os
tratamentos aplicados e o controle, houve similaridade no comportamento da producédo
cumulativa de metano.

Na Tabela 9, estdo apresentados o0s resultados obtidos no ensaio de

biodegradabilidade anaerébia do lodo frente as condi¢cdes de surfactina: na Concentracéo
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Micelar Critica (CMC) para esse biossurfactante (28 mg.L™), em torno de cinco vezes abaixo
da CMC (5,6 mg.L™") e em torno de cinco vezes acima da CMC (140 mg.L™"). A CMC foi
adotada como parametro de referéncia por indicar a solubilidade do tensoativo na fase
aquosa, ou seja, por ser a concentracdo minima necessaria para que ocorra a reducao

méaxima da tens&o superficial (Agua/ar) e interfacial (agua/6leo) (PIRROLO, 2006).

Tabela 9 Resultados do ensaio de biodegradabilidade anaerdbia do lodo com adicdo de
diferentes concentracdes de surfactina produzida por B. subtilis LB5a em manipueira.

Condicdo  DQO+ DQOs Vol. AME

e . DQO Remocio 14 PH  pH

(r[n]g'ﬁ) (r'rr]‘gf?'l) (n:'g.?'-l) remov. DQO (%) M(?Tt]?_r)‘o (gCH“'gl)SSV A inicial final
0Controle 18933 77,2 18161 96 475,6 0,12 51 68
T1=56 18629 37.8 18251 98 4615 0.12 49 68
T2=28 18933 555 18378 97 4415 0.11 52 68
T3=140 19059 1091 17968 942 4345 0.13 52 63

BS = biossurfactante surfactina. DQO+ = Demanda Quimica de Oxigénio Total. DQOs = Demanda
Quimica de Oxigénio Soluvel.

A solucdo de surfactina utilizada no ensaio apresentou DQO de 629,3 mg.L?, e a
variacdo da DQO inicial nos diferentes tratamentos deve-se a adicdo do biossurfactante em
cada condicao. Em relacdo a remocao de DQO, pode-se observar que nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos, que variaram de 94,2% acima da CMC (T3), 96% de
remocao de DQO no controle, 97% para o tratamento na CMC (T2) e 98% para o tratamento
abaixo da CMC (T1).

Referente a producdo de metano, observa-se que o tratamento controle apresentou a
maior producdo e o tratamento acima da CMC (T3) apresentou a menor producdo de
metano, mas com diferencas sutis na producao entre todos os tratamentos.

Na avaliagdo da AME do lodo, pode-se inferir também que ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, com variacdo de 0,11 a 0,13 gCH..gSSV*.d™. Esses
resultados mostram-se compativeis com o0s observados na literatura: 0,10 — 0,16
gCH,.gSSV*.d* (Alves et al., 2005) e 0,17 gCH,.gSSV*.d* (Damasceno, 2013), logo
indicam que o lodo possui boa AME mesmo em contato com a surfactina. Tal fato
demonstra que a surfactina nao interferiu negativamente no processo biol6gico, e que pode,

portanto, ser utilizada em conjunto com o lodo em ensaios de biodegradabilidade anaerébia.
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1.6 CONCLUSOES

O biossurfactante produzido pelo cultivo de Bacillus subtilis LB5a que utilizou
manipueira como substrato foi caracterizado como o lipopetideo surfactina com
concentracdo de 30% do extrato bruto.

Observou-se que mesmo que ndo tenha sido totalmente purificada, e isto lhe confere
uma vantagem econdmica, a surfactina produzida apresentou bom indice de emulsificacéo e
manutencdo da estabilidade das emuls@es obtidas com os 6leos e hidrocarbonetos apés 72
horas. Além disso, a CMC obtida, em torno de 28 mg.L™, é muito adequada e permite a
reducdo da tensado superficial de forma eficiente.

O lodo anaerdbio avaliado apresenta um consércio microbiano capaz de produzir
metano em seu biogas, e €, portanto, adequada a sua utilizacdo para o tratamento
anaerobio de efluentes.

A adicdo de surfactina, nas concentragbes avaliadas, ndo inibiu a microbiota
presente no lodo anaerébio e a AME do lodo manteve-se inalterada. Dessa maneira ndo
apresenta inibicdo aos microrganismos. Assim, esse biossurfactante pode ser utilizado na

area ambiental como no tratamento anaerobio de efluentes agroindustriais.
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CAPITULO 2 — PRE-TRATAMENTO DE ELUENTE DE ABATEDOURO DE AVES COM
SURFACTINA PRODUZIDA EM MANIPUEIRA

RESUMO

Efluentes agroindustriais, como o proveniente do abatedouro de aves, apresentam como
caracteristica elevada carga organica e a presenca de Oleos e Graxas (OG). Os OG podem
ocasionar sérios problemas no sistema de tratamento, pois as gorduras apresentam baixa
taxa de degradacdo e se acumulam no sistema. Nesse sentido, ha a necessidade de uma
etapa de pré-tratamento antes de encaminha-lo ao tratamento biolégico. A aplicacdo de
metabdlitos microbianos no pré-tratamento de efluentes é uma alternativa ambientalmente
mais branda e economicamente mais viavel. Os biossurfactantes s&o substancias
produzidas por seres vivos que promovem a emulsificagdo das moléculas de gordura, e
tornam-nas mais biodisponiveis a degradacao microbiana, consequentemente permitem que
ndo haja a necessidade da utilizacdo de pré-tratamento fisico-quimico para separar a
gordura do efluente liquido. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a aplicacdo do
biossurfactante surfactina produzido por Bacillus subtilis LB5a em manipueira na etapa de
pré-tratamento do efluente de abatedouro de aves. Verificou-se, a partir de diferentes
concentragbes de surfactina em extrato bruto (6; 13,27; 31; 48,73; e 56 mg.L") e
temperaturas (25; 30; 42,5; 55 e 60 °C) a solubilizacdo da matéria organica presente durante
o periodo de incubacéo de 6 horas, nas condigdes de 150 rpm e volume util de 150 mL para
cada composicao. A solubilizacdo da matéria organica foi obtida por avaliacdo da Demanda
Quimica de Oxigénio soluvel (DQOs) de acordo com a metodologia de APHA et al. (2005).
Os dados foram processados com o software Statistica com o planejamento do
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) que consistiu de fatorial 2", com trés
repetices no ponto central e dois pontos sobre o eixo de cada variavel n, a uma distancia £
a do ponto central (pontos axiais), com um total de 11 ensaios. A caracteriza¢do do efluente
de abatedouro de aves da agroindustria demonstrou que os valores obtidos para os
parametros sdo semelhantes aos reportados na literatura. Entretanto, a concentracdo de OG
neste efluente (535,33 mg.L™") é reduzida em comparacdo com outros trabalhos, o que
permite destacar a eficiéncia do sistema atual de operacdo da agroindustria, além da vazao
de &gua utilizada no processo que promove a diluicdo deste componente. Durante 0s
ensaios de pré-tratamento, observou-se que o tempo de 4,5 horas foi suficiente para
solubilizar a DQO em sua maxima concentragdo, e que nas maiores temperaturas e
concentragdes de surfactina (acima da sua CMC) encontraram-se oS maiores valores de
aumento da solubilizacdo da DQO, porém, na pratica, € inviavel o aquecimento do efluente
para realizar o pré-tratamento.

PALAVRAS-CHAVE: Biossurfactante, solubilizagdo da matéria organica, efluente
agroindustrial.
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CHAPTER 2 - PRETREATMENT OF POULTRY SLAUGHTERHOUSE WASTEWATER
USING SURFACTIN PRODUCED IN CASSAVA WASTEWATER

ABSTRACT

Agroindustrial effluents, such as the one that comes from poultry slaughterhouse, have high
organic load as well as oils and greases (OG). The OG can cause serious problems during
the treatment system, since fats have low degradation rate and accumulate in the system.
Thus, it is important to have a pretreatment phase before forwarding it to the biological
treatment. The application of microbial metabolites in the pretreatment effluent is a milder
alternative environmentally and economically feasible. Biosurfactants are substances
produced by living organisms that promote emulsification of fat molecules and make them
more bioavailable to microbial degradation, consequently, they help on not using physico-
chemical pretreatment to separate fat from the liquid effluent. So, this research aimed at
evaluating the application of surfactin biosurfactant produced by Bacillus subtilis LB5a in
cassava during the pretreatment phase of poultry slaughterhouse wastewater. It has been
observed that from several surfactin concentrations of crude extract (6; 13.27; 31; 48.73; and
56 mg.L™") and temperatures (25, 30, 42.5, 55 and 60 °C) that there was organic matter
solubilization presence during a six-hour incubation under 150 rpm conditions and 150 mL
working volume for each composition. The solubilization of organic matter was obtained by
evaluation of soluble chemical oxygen demand (SCOD) according to APHA et al. (2005)
methodology. Data were analyzed with Statistica software with planning of Central
Composite Rotational Design (CCRD), which consisted of a 2" factorial design with three
replications at the central point and two points on the axis of each n variable at a + a distance
from the central point (axial points), with a total of 11 trials. The characterization of poultry
slaughterhouse wastewater from agribusiness showed that the obtained values for the
parameters are similar to those ones reported in the literature. However, the concentration of
OG in this effluent (535.33 mg L™) is reduced when compared to other trials, allowing
highlight the efficiency of the current system on operating agribusiness, as well as water
used in the process flow that promotes dilution of such component. During the pretreatment
assays, it was observed that the 4.5-hour time was enough to solubilize COD concentration
at its maximum, and at the highest temperatures and surfactin concentrations (above its
CMCQ), it could be recorded the highest answers of solubilization increase of COD, however,
in practice, it is infeasible heating the effluent to carry out the pretreatment.

KEYWORDS: Biosurfactant, solubilization of organic matter, agro-industrial effluent.
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2.1 INTRODUGCAO

A 4gua, essencial para o processo de abate e preparagcdo das carcacgas de frango,
compBe o efluente gerado em grande volume nas agroindustrias. Além da presencga de
outras substancias organicas, no efluente estd presente a gordura animal ou os 6leos e
graxas (OG) que nado sao facilmente biodegradaveis e, frequentemente, interferem no
processo hormal de tratamento bioldgico do efluente.

Esses OGs séo triglicerideos, que consistem de acidos graxos de cadeia longa, que,
por sua vez, podem ocasionar toxidez aos microrganismos, problemas operacionais na
planta de tratamento, tais como: producdo de lodo com baixa atividade metanogénica
especifica, aumento na formacdo de espuma, flotacdo da biomassa e entupimento dos
dutos.

Dessa forma, é essencial realizar o pré-tratamento a fim de remover OG e aprimorar
a eficiéncia do tratamento bioldgico subsequente, geralmente utilizado pelas agroindustrias.
Um grande ndmero de métodos de pré-tratamento € empregado para remover OG de
efluentes tais como o fisico-quimico, uso de substancias quimicas (sulfato de aluminio e
cloreto férrico) e flotacé@o por ar dissolvido.

Atualmente, existem pesquisas sobre a aplicacdo de metabdlitos microbianos como
enzimas e surfactantes no pré-tratamento de efluentes que contenham OG, o0s quais visam
a maior eficiéncia, diminuicdo nos custos de tratamento, reducédo de impactos ambientais,
menor geragdo de residuos e contaminantes. O uso de surfactantes no pré-tratamento de
efluentes com OG pode facilitar a biodegradagdo desses componentes pelo aumento da
solubilidade.

Os surfactantes produzidos via biolégica (biossurfactantes) podem emulsionar
triglicerideos e isso facilita a acdo de enzimas e o processo de biodegradacgdo, além de
eliminar a necessidade de processos adicionais de pré-tratamento tais como a utilizacdo de
um flotador.

O biossurfactante surfactina é proveniente do metabolismo da bactéria Bacillus
subtilis LB5a e, qguando obtido por meio do cultivo do microrganismo em meio de cultura de
baixo custo, torna a produ¢do mais vantajosa. A manipueira € um efluente rico em nutrientes
proveniente do processamento das raizes da mandioca, e, nos ultimos tempos, é objeto de
pesquisa para ser utilizada como meio de crescimento aos microrganismos produtores de
biossurfactante, com a vantagem de ndo necessitar de complementagéo nutricional.

Nesse sentido, o presente trabalho avaliou os ensaios de pré-tratamento de um
efluente de abatedouro de aves com OG, com a surfactina obtida do cultivo de Bacillus
subtilis LB5a em manipueira. Avaliaram-se ainda as diferentes concentracbes do

biossurfactante e o efeito da temperatura na solubilizacdo da matéria organica.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar o pré-tratamento do efluente de abatedouro de aves com o biossurfactante

surfactina produzido em manipueira.

2.2.2 Objetivos especificos

. Avaliar o efeito da dosagem de surfactina e da temperatura na solubilizacdo
da matéria organica do efluente;
. Verificar o tempo necessario de pré-tratamento para que ocorra a maior

solubilizacdo da matéria organica do efluente.
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2.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.3.1 Caracteristicas do efluente de abatedouro de aves

A agroindustria processadora de aves € muito desenvolvida e de relevada
importancia econdmica no Estado do Parand, uma vez que, no primeiro trimestre de 2014,
foi registrado o abate de 382,9 milhbes de cabecas de frango. As exportacbes sdo o
principal incentivo para o crescimento da producdo bem como o aumento do consumo dessa
carne pelos brasileiros nos ultimos anos (SINDIAVIPAR, 2014).

Associada a importancia econbmica da atividade estdo os aspectos e impactos
ambientais resultantes, 0os quais estdo relacionados com o elevado consumo de &gua
durante as varias etapas do processo de abate e a consequente geracdo de efluentes
(Dallago et al., 2012) bem como as condi¢des cada vez mais limitantes para seu descarte
final.

A gquantidade de &gua utilizada no abate e processamento de um frango de corte
varia muito dentre as agroindustrias, e é funcdo direta da capacidade de abate (Moraes;
Paula Junior, 1999), mas situa-se na faixa de 19 a 38 litros por ave (KIEPER; MERKA;
FLETCHER, 2008).

Damasceno et al. (2009) e Formentini et al. (2010) realizaram estudos em
abatedouros de aves, localizados na regido Sul do Brasil com 450.000 e 130.000 aves
abatidas por dia, respectivamente, e observaram o consumo médio de 21 e 26 litros de agua
por ave abatida.

Durante o processamento das aves, os efluentes sdo gerados na secdo de sangria,
de depenamento, evisceracdo e preparagdo da carcaga. Além desses, ha os efluentes
oriundos do servigo de manutencao realizada, como a lavagem do piso e dos equipamentos
(MORAES; PAULA JUNIOR, 1999).

O fluxograma do processamento de aves em um abatedouro € constituido das

seguintes etapas (Figura 19):
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Plataforma de
[ Aves ] :> [ recebimento ] :> [ Enganchamento ]

[ Escaldamento ] <: [ Sangria ] <: [ Incancihilizanin ]
[ Depenamento ] :> [ Escaldamento dos pés ] :>[ Lavagem ]

J

[ Pré-resfriamento ] <: [ Congzggsggese ]<: [ Eviscerag&o ]

J

Resfriamento |:> Gotejamento :> Embalagem

0

[ Expedicio ] <: [ Congelamento ]<: [ Resfriamento ]

Figura 19 Fluxograma do processamento de aves em um abatedouro.
Fonte: Moraes e Paula Junior (1999).

A composicao do efluente bruto gerado nesse tipo de agroindustria apresenta como
caracteristica principal a elevada carga organica. Na Tabela 10 é apresentada a
caracterizacao de tal efluente de acordo com diversos autores.

Tabela 10 Caracterizacdo do efluente bruto de abatedouro de aves segundo diversos
autores.

Autores
Moraes e . .
Paréametros Paula Cikoski et al. Kist, Moutagi Damasceno Damasceno,
Junior (2008) eMachado  eral. (2009) LAMMAOAC
(1999) ( ) reire ( )
pH 6,5 5,6 - 6,4 6,4
DQO 1015 1100 2440 7264 8692
Nitrogénio Total - - 78 a 456 200 434
Fosforo Total - - 6al4 70 6,5
Sélidos Totais 927 - - 4508 6717
Oleos e graxas 454 530 71 a 448 2900 2403

*Todos 0s parametros, exceto pH, estdo expressos em mg.L™.

As variacdes observadas nas caracteristicas do efluente estdo diretamente
relacionadas com a eficiéncia de recuperagéo de subprodutos no processo. Por exemplo, o
efluente gerado na se¢é@o de sangria constitui-se basicamente de sangue, que é passivel de
comercializacdo. Entretanto, quando o sangue nao é reaproveitado, a elevacao dos valores
de DQO no efluente final é consideravel (MORAES; PAULA JUNIOR, 1999).

Conforme observado na Tabela 10, os efluentes provenientes de abatedouro de aves
contém altas quantidades de lipideos que apresentam baixa biodegradabilidade. A fracédo de
lipideos é caracterizada por 6leos, graxas, gorduras e acidos graxos, que é um dos

componentes mais importantes presentes nas aguas residuarias de industrias de alimentos
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bem como constituinte da maior parte da matéria organica presente em aguas residuérias
de esgotos domésticos (RAUNJKAER; HVITVED-JACOBSEN; NIELSEN, 1994; MENDES et
al., 2005; CHIPASA; MEDRZYCKA, 2006).

A fracdo lipidica presente nos efluentes causa problemas operacionais ao sistema de
tratamento, dentre os quais estdo: limitacdo a transferéncia de gases necesséarios a
degradacéo biologica, especialmente ao reduzir a transferéncia de oxigénio, o entupimento
em reatores, flotagcdo da biomassa em reatores com leitos granulares e a inexisténcia das
fases de metanogénese e acetogénese. Isso ocorre devido a presenca de intermediarios a
partir da degradacdo de lipideos, os acidos graxos de cadeia longa (CAMMAROTA,;
FREIRE; 2006; CIRNE et al., 2007; GOMES et al., 2011).

Todos esses problemas limitam a eficiéncia de operacdo de lagoas, reatores ou
digestores, 0s quais para contornarem a problematica e permitirem que o tratamento
biologico seja desenvolvido sem qualquer inibicdo do material organico presente no efluente,
um pré-tratamento fisico-quimico é geralmente aplicado a fim de remover a fracao lipidica
antes do tratamento biolégico anaerobio (CAMMAROTA; FREIRE, 2006; CIRNE et al.,
2007).

O tratamento fisico-quimico para efluentes agroindustriais ricos em lipideos reduz a
carga organica pela precipitacdo ou flotacdo de proteinas e gorduras com a adicao de
diferentes compostos, como sulfato de aluminio, cloreto férrico ou cal, que s&o utilizados
para quebrar a emulsdo e coagular as particulas de gordura, as quais podem entdo ser
separadas por flotacdo ou sedimentacdo (WILLEY, 2001). Entretanto, os reagentes
quimicos empregados sao de custos elevados, a remo¢do da Demanda Quimica de
Oxigénio (DQO) e das gorduras emulsionadas é reduzida e o lodo produzido é de dificil
descarte (VIDAL et al., 2000; LUCAS; KOETZ; PRZYBYLSK, 2000).

A geracédo de efluentes com as caracteristicas observadas é de grande preocupacao
para as agroindustrias, pois a sustentabilidade é um fator relevante para o crescimento e
desenvolvimento da atividade avicola. Dessa maneira, os efluentes industriais provenientes
de laticinios, abatedouros, de enlatados e extracdo de Oleos tém motivado a realizacéo de
pesquisas que buscam reduzir o impacto ambiental e enquadrar a industria nos padrdes
vigentes de lancamento de efluentes (MENDES et al., 2005).

O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) publicou a Resolug&o n° 430 em
13 de maio de 2011, que trata das condicGes, parametros, padrdes e diretrizes para a
gestdo do lancamento de efluentes em corpos d'agua receptores. Esta Resolucéo altera as
Resolucdes anteriores do mesmo 6rgdo e determina que efluentes de qualquer fonte
poluidora somente poderéo ser lancados diretamente nos corpos receptores apos o devido
tratamento e seguir as novas orientagdes legais (BRASIL, 2011).

Em seu Art. 16 (BRASIL, 2011), a supracitada Resolucdo CONAMA descreve que 0s

efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderédo ser lancados diretamente no corpo
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receptor se obedecerem as condi¢cdes e aos padrbes previstos nesse artigo (Tabela 11),

resguardadas outras exigéncias cabiveis.

Tabela 11 Condi¢Bes de lancamentos de efluentes de acordo com a Resolu¢édo n° 430/2011
do CONAMA.

Parametros Padrédo de lancamento
pH 5a9
Temperatura Inferior a 40 °C
Materiais Até 1mL.L?
sedimentaveis
Regime de Vazao maxima de 1,5 vez a vazao média do periodo de atividade
lancamento ) diaria
. Oleos minerais: até 20 mg.L™; Oleos vegetais e gorduras animais:
Oleos e graxas . 1
até 50 mg.L
DBOs 20 Remogé&o minima de 60% de DBO
Materiais flutuantes Auséncia

* DBOs 5 = Demanda Bioquimica de Oxigénio por 5 dias a 20 °C.

Dessa maneira, os efluentes gerados em agroinddstrias necessitam passar por
sistema de tratamento que permita a diminuicdo da sua carga, para que a atividade se
enquadre na legislagdo e ndo promova a alteragdo da qualidade dos recursos hidricos.

O tratamento de efluentes pode ser realizado por via fisico-quimica ou bioldgica. A
escolha do processo leva em conta o tipo de efluente a tratar, a biodegradabilidade, a
presenca de toxinas, a produc¢éo de lodos, dentre outros fatores (MOTTA et al., 2003). Os
investimentos em capital, 0s custos operacionais, a area disponivel para implantacdo do
tratamento, o controle operacional e a legislacdo ambiental devem ser também
considerados (BNDES, 1997).

Devido ao menor custo de funcionamento e simplicidade operacional, 0s processos
biol6gicos sédo, em geral, escolhidos para o tratamento de efluentes urbanos e de muitos
tipos de efluentes agroindustriais (MOTTA et al., 2003).

O tratamento biol6gico tem por objetivo a remocdo da matéria-organica
(carboidratos, proteinas e lipideos) do efluente, pela transformacdo em biomassa e gases,
medidos como Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e a DQO. (VON SPERLING, 1996).
Os processos hioldgicos de tratamento de efluente dividem-se em aerdbios e anaerébios, e
estes Ultimos sdo selecionados quando os efluentes apresentam elevadas cargas orgéanicas

biodegradaveis, como os de indUstrias de abate de aves (NARDI, et al., 2011).
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2.3.2 Aplicacdo de metabdlitos microbianos no pré-tratamento de efluentes com

elevados teores de lipideos

Um grande numero de sistemas de pré-tratamento tem sido empregado para
hidrolisar e dissolver gorduras das &guas residuarias, a fim de evitar uma série de
problemas que podem surgir no processo biolégico e reduzir a eficiéncia do tratamento.

A utilizacdo de enzimas microbianas no pré-tratamento de efluentes com elevados
teores de gordura €, sem davida, a area de aplicacdo mais estudada, atualmente. Nessa
area, encontram-se pesquisas que envolvem os mais diversos tipos de efluentes, tais como
efluente de industria do pescado (Valente et al., 2010), efluente de laticinio (Rosa et Al.,
2009; Mendes; Pereira; Castro, 2006; Leal et Al., 2002; Cammarota; Teixeira; Freire, 2001),
efluente de abatedouro de aves (Valladdo; Freire; Cammarota, 2007); efluente de
abatedouro de suinos (MASSE; MASSE; KENNEDY, 2003).

Oliveira et al., (2011) avaliaram o processo de biodigestao anaerdbia no tratamento
de efluente de abatedouro de aves com diferentes tempos de retencdo hidraulica e
concentracdes da enzima pancreatina. Os autores concluiram que o pré-tratamento com a
adicdo de lipase foi eficiente para aumentar a producéo de biogas e metano bem como para
levar a aumento na remocdo de material organico, em biodigestores semicontinuos
alimentados com efluente de abatedouro de aves.

Resultados semelhantes foram obtidos por Qamsari et al. (2012), que avaliaram a
pré-hidrélise enzimatica de efluente de laticinio com lipase produzida por Pseudomonas
aeruginosa. Esse pré-tratamento a digestdo anaerdbia melhorou a degradacao biolégica da
gordura, que estava com concentragdo de 1000 mg.L", acelerou o processo, produziu maior
quantidade de biogas e reduziu o tempo de biodigestao.

De acordo com Gallert; Winter (2005), no tratamento de efluentes com elevadas
gquantidades de gorduras, a maxima atividade hidrolitica proporcionada pelas lipases e
fosfolipases € alcangada quando a fracéo lipidica é emulsificada.

Uma emulsdo é formada quando uma fase liquida é dispersa como goticulas
microscopicas em outra fase liquida, geralmente agua (DESAI; BANAT, 1997). O elevado
peso molecular dos biossurfactantes, os quais também s&o produtos do metabolismo
microbiano, os torna eficientes agentes emulsificantes e permite que eles sejam aplicados
como aditivo para estimular a biorremediacdo e remocédo de substancias gordurosas do
ambiente (PACWA-PLOCINICZAK et al.,, 2011). A capacidade de formar e estabilizar
emulsées € uma das caracteristicas mais importantes a serem considerados para a
aplicacao pratica de um surfactante (COSTA et al., 2010).

A realizacdo da etapa de pré-tratamento de efluentes com biossurfactantes tem

como objetivo emulsionar as particulas de gordura presentes, para que esse componente
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esteja mais biologicamente disponivel e, assim, aumente sua biodegradagcdo e acelere o
processo de tratamento (CAMMAROTA,; FREIRE, 2006).

Diversos pesquisadores, dentre os quais podem ser citados Petruy e Lettinga (1997),
Nitschke e Pastore (2002), Nakhla et al. (2003), Kumar et al. (2008), Kumar; Kalil e Costa
(2008), Daverey e Pakshirajan (2011), Damasceno; Cammarota e Freire (2012), entre
outros, estudam a utilizacdo de biossurfactantes no tratamento de agua e solo contaminados

por gorduras, petréleos e seus derivados.
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2.4 MATERIAL E METODOS

2.4.1 Origem, coleta e caracterizacdo do efluente de abatedouro de aves

O efluente utilizado no trabalho foi obtido de um abatedouro de aves, localizado no
municipio de Cascavel — PR, que abate em média, 140 mil cabecas de frangos por dia. A
agua utilizada nessa agroindustria € proveniente de po¢o semiartesiano e ndo recebe adicao
de produtos quimicos.

O efluente bruto foi coletado na entrada do tanque de equaliza¢do durante o periodo
de abate (Figura 20), ou seja, o efluente ja havia passado pela etapa de peneiramento, onde
0s constituintes maiores, como os residuos de pele, ficam retidos. Nao foi coletado efluente
durante o periodo de higienizagdo dos equipamentos para que ndo fossem obtidas amostras
gue contivessem produtos quimicos utilizados na limpeza, os quais poderiam interferir nos

ensaios posteriores de biodigestao anaerdbia.

Figura 20 Local de coleta do efluente de abatedouro de aves.

No total foram realizadas quatro coletas do efluente, as quais foram apropriadamente
armazenadas conforme a NBR 9898, (ABNT, 1987). Aliquotas foram retiradas para
caracterizacao dos parametros fisicos e quimicos e o restante foi armazenado e congelado.
As andlises de caracterizacdo do efluente foram realizadas no Laboratério de Saneamento
Ambiental da UNIOESTE (Tabela 12).

Tabela 12 Parametros e metodologias de andlise para caracterizagdo do efluente bruto de
abatedouro de aves.

Parametros Metodologia Métodos
Alcalinidade Total (AT) (mg.L™) APHA (2005) 2320 B
Acidez (mg.L™) APHA (2005) 2310B
Calcio (mg.L™) Digestéo nitroperclorica
Cor (mg.L™) APHA (2005) 2130 B

Carbono Orgéanico Total (COT) Analisador TOC Combustéo catalitica



51

Tabela 12 (continuacéo) Parametros e metodologias de analise para caracterizacdo do

efluente bruto de abatedouro de aves.

Parametros Metodologia Métodos
Demanda Quimica de Oxigénio
. APHA (2005 5220 D
(090) (mg.L) (2005)
Demanda Quimica de Oxigénio
Solvel (DQOS) (mg.L ) APHA (2005) 5220 E
Fosforo (mg.L™) APHA (2005) 4500 P E
Magnésio (mg.L™) APHA (2005) Digestéo nitroperclérica
Manganés (mg.L™) APHA (2005) Digestéo nitroperclérica
. 1 Andlise por injecdo em fluxo
Nitrato (mg.L™) APHA (2005) 4500-NO5
" 1 Andlise por injecao em fluxo
Nitrito (mg.L™) APHA (2005) 4500-NO,
Nitrogénio amoniacal (mg.L™) APHA (2005) 4500-NH3C
Nitrogénio Total Kjle):ldahl (NTK) (mg.L APHA et al. (2005) 4500—No|2?§diﬁlml—mlcro
Oleos e Graxas (OG) (mg.L™) APHA et al. (2005) 5520 D
pH APHA et al. (2005) 4500 H
Sédio (mg.L™) Digestéo nitroperclérica
Solidos Dlss?rlxédﬁ_sl)Totals (SDT) APHA et al. (2005) 2540 C
Soélidos Dlss(or:]v;]df_?)leos (SDF) APHA et al. (2005) 2540 C
Sodlidos Dlssoé\r/rl]céolf_l\)/olatels (SDV) APHA et al. (2005) 2540 C
Solidos Totais (ST) (mg.L™) APHA et al. (2005) 2540 B
Solidos Totais Fixos (STF) (mg.L™) APHA et al. (2005) 2540 B
Solidos Totais Volateis (STV) (mg.L")  APHA et al. (2005) 2540 B
Temperatura ( °C) APHA et al. (2005) 2550 B
Turbidez (UNT) APHA et al. (2005) 2130 B

2.4.2 Pré-tratamento do efluente com o biossurfactante surfactina

Durante o pré-tratamento foi avaliada a capacidade da surfactina em emulsionar a
fracdo lipidica e assim promover o aumento da solubilizacdo da matéria organica presente
no efluente. Para se observar a influéncia das variaveis temperatura e concentragdo de
biossurfactante sobre o aumento da DQO solivel (DQOSs), foi escolhido o Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR). Tal planejamento consistiu de um fatorial 2", com trés
repetices no ponto central e dois pontos sobre o eixo de cada variavel n, a uma distancia
a do ponto central (pontos axiais). Os valores maximos e minimos sao representados por +1
e -1, respectivamente e o ponto central por 0 (RODRIGUES; IEMMA, 2009). Os resultados
obtidos foram analisados com auxilio do software Statistica 8.

As condicbes em que 0s ensaios de pré-tratamento foram conduzidos sé&o
apresentadas na Tabela 13, e as concentra¢cOes de surfactina aplicadas foram baseadas em

dados da literatura.
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Tabela 13 Valores reais e codificados das variaveis: concentracdo de biossurfactante (BS) e
temperatura (T).

Variavel Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
BS (mg.L™) 6 13,27 31 48,73 56
T (°C) 25 30 42,5 55 60

BS = concentracao do biossurfactante, T = temperatura.

Os ensaios preliminares de pré-tratamento foram conduzidos em Béqueres de vidro
de 250 mL, continham 140 mL do meio constituido de efluente bruto e 10 mL do meio
constituido de surfactina nas suas diferentes concentracdes, cujo total foi de 150 mL de
volume util. Em uma incubadora refrigerada com agitacdo (TECNAL Modelo TE422) fixou-se
a agitacdo de 150 rpm por até 6 horas, e foram retiradas aliquotas para andlise em
intervalos fixos de 1,5 h (DAMASCENO, 2013).

Com os resultados obtidos, foi possivel observar a solubilizacdo da matéria organica
no decorrer do tempo de incubacdo e a temperatura mais adequada. Utilizou-se o valor
méaximo de DQO solavel (DQOs) como variavel resposta para a analise estatistica de
variancia (ANOVA) e essa foi quantificada de acordo com a metodologia descrita em APHA
et al. (2005).



53

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Caracterizacado do efluente de abatedouro de aves
Durante o periodo de estudo foram realizadas quatro campanhas de coleta do
efluente bruto de abatedouro de aves na agroinddstria localizada em Cascavel-PR entre os

anos de 2012 e 2014. A caracterizacdo de cada coleta é apresentada na Tabela 14.

Tabela 14 Pardmetros de caracterizacdo e resultados médios obtidos.

Campanhas de coleta Valores
A 1| 2 | 3 | 4 .
Parametros médios
Resultados
Alcalinidade Total (AT) (mg.L™) 151 148 157 185 160
Acidez Volatil (mg.L™) 108 107 127 243 146
Célcio (mg.L™) 4,85 4,80 - - 4,82
Cor (mg.L™) -- -- 54 47 51
Carbono Organico Total (COT) -- 284 -- -- 284
Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO) (mg.L™) 1856 1490 1773 2360 1870
Demanda Quimica de Oxigénio
Solavel (DQOs) (mg.L™) - - 607 590 599
Fosforo (mg.L™) 8,26 8,20 -- -- 8,23
Magnésio (mg.L™) 3,34 3,30 -- -- 3,32
Manganés (mg.L™) AL AL -- -- AL
Nitrato (mg.L™) AL AL -- - AL
Nitrito (mg.L™) AL AL -- - AL
Nitrogé&nio amoniacal (mg.L™) 7,05 6,65 10,08 -- 7,92
Nitrogénio Total Kjeldahl (NTK)
(mg.L™h 112 90 136 -- 112
Oleos e Graxas (OG) (mg.L™) 617 631 669 535 613
pH 6,80 7,13 6,37 6,80 6,78
Sédio (mg.L™?) 50 50 - -- 50
Solidos Dissolvidos Totais (SDT)
(mg.L™h -- -- -- 515 515
Sélidos Dissolvidos Fixos (SDF)
(mg.L™) . - - 217 217

Solidos Dissolvidos Volateis

(SDV) (mg.L™) - 297,50 297,50

Solidos Totais (ST) (mg.L™) . 1366 1356 1594 1439
Sdlidos Totais Fixos (STF) (mg.L
b -- 449 303 208 320
Solidos Totais Volateis (STV)
(mg.L™h -- 916 1053 1386 1118
Temperatura ( °C) 23 23 28 23 24
Turbidez (UNT) -- 309 563 180 351

AL = abaixo do limite de detecc¢éo.

A vazdo média de efluente gerado pelo abatedouro de aves onde foram coletadas as

amostras para a realizacdo deste trabalho é de 180 m®h™. Damasceno et al. (2009)
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obtiveram vazdo de 298,67 m°.h* para um abatedouro de aves localizado no estado de
Santa Catarina, onde se utiliza em média, 21 litros de &gua por ave abatida.

Conforme observado na Tabela 11, a Alcalinidade Total (AT) variou de 148,25 a
185,25 mg.L™", com média de 160,32 mg.L™. A Acidez volatil (AV) variou de 106,80 a 243,63
mg.L™?, com média de 146,44. A relacdo AV/AT média obtida foi de 0,91.

A DQO total observada durante as coletas variou de 1489,91 a 2360,49 mg.L™ com
média de 1870,07 mg.L™". A DQO soluvel realizada nas amostras coletadas nas campanhas
de 2013 e 2014 variou de 590,30 a 607,10 mg.L™ com valor médio de 598,70 mg.L™, tal
dado representa aproximadamente 32% da DQO total.

O resultado médio obtido em duas coletas para o parametro fésforo total foi de 8,23
mg.L™, e o resultado médio obtido para o nitrogénio total kjeldahl (NTK) foi de 112,88 mg.L™.

O pH observado nas quatro campanhas de coleta manteve na faixa de 6,80 a 7,13,
com valor médio de 6,78, o0 qual, segundo Chernicharo (1997), situa-se dentro da faixa ideal
para o crescimento das bactérias metanogénicas (6,6 a 7,4) e consequente sucesso do
tratamento anaerdébio.

Os ST presentes no efluente apresentaram valor médio de 1439,03 mg.L™ e os ST
volateis (STV) média de 1118,59; portanto, € possivel demonstrar a caracteristica
predominantemente organica do residuo, o qual é passivel de tratamento bioldgico.

No trabalho de Oliveira et al. (2011), avaliou-se a biodigestdo anaerébia no
tratamento de efluente de abatedouro avicola e caracterizacdo do efluente com os seguintes
valor médios: DQO: 2490,1 mg.L™", N-amoniacal: 86,8 mg.L™, pH: 6,9, fésforo total: 3,5 mg.
L%, ST: 1500 mg.L™ e SV: 1290 mg.L™.

Com o mesmo objetivo, Damasceno (2013) apresenta em seu trabalho a seguinte
caracterizacdo deste tipo de efluente (valores médios): DQO total: 25028 mg.L*, DQO
solavel: 18404 mg.L*, SDT: 2451 mg.L", OG: 3904 mg.L", pH: 6,11 e fosforo total:
6,56 mg.L™.

Caldera et al. (2010), ao avaliarem o sistema de tratamento de efluente avicola em
uma agroinddstria venezuelana, obtiveram o0s seguintes resultados médios na
caracterizacdo do efluente bruto: DQO soluvel: 1584,23 mg.L?, OG: 413,47 mg.L", NTK:
109,94 mg.L™, fésforo total: 9,60 mg.L™ e alcalinidade total: 213,81 mg.L™.

Silva et al. (2013) obtiveram a seguinte caracterizacéo do efluente de abatedouro de
aves a ser avaliado em biodigestdo anaerobia pos e pré-tratamento com enzima e
biossurfactante: DQO: 8692 mg.L™, SVT: 4910 mg.L™?, NTK: 434 mg.L™ e fésforo total: 6,5
mg.L™.

O material gorduroso, quantificado em termos de 6leos e graxas (OG), variou de
535,33 a 669,66 mg.L™, com média de 613,41 mg.L™, e isso corresponde aproximadamente
a 32% da DQO total e a 42% dos sélidos totais (ST) do efluente.
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Ao realizar-se um comparativo entre os resultados obtidos nesse trabalho pelos
obtidos pelos supracitados autores, observa-se que, na maior parte, h4 concordancia entre
os valores médios obtidos nos parametros de caracterizacdo avaliados. Ressalta-se,
entretanto, conforme descrito por Damasceno (2013), que muitas caracteristicas de
efluentes agroindustriais diferem na literatura, pois esse tipo de efluente estd sujeito aos
procedimentos operacionais de cada induastria, inclusive em relacdo a minimizacdo de

residuos e aos processos de tratamento de cada unidade.

2.5.2 Pré-tratamento do efluente com surfactina

Na Tabela 15, estdo apresentados os valores do aumento da DQO solluvel nos

tempos avaliados para cada condi¢do aplicada nos ensaios de pré-tratamento do efluente

com surfactina bem como a matriz codificada e real do planejamento.

Tabela 15 Matriz codificada e valores de DQO sollvel nos tempos avaliados, em resposta a
temperatura e a concentracdo de biossurfactante.

. DQO soluvel

. Codificados Real Q , ~ Valor

Ensaios Tempo de incubacéo o
Maximo

BS T BS T Oh 15h 3h 4,5h 6h

1 1 1 48,73 55 650 1048 1282 1429 1275 1429
2 1 -1 48,73 30 634 670 771 1135 1176 1176
3 -1 1 13,27 55 583 936 1144 1163 1197 1197
4 -1 -1 13,27 30 570 677 1087 723 1014  1087,47
5 0 141 31 60 553 944 1108 1190 1292  1292,33
6 0 -141 31 25 523 820 856 946 950 950,12
7 141 O 56 42,5 500 797 873 997 952 997,12
8 -141 O 6 425 410 636 747 771 728 771
9 0 0 31 4255 886 986 1121 1005 780 1121
10 0 0 31 425 636 989 1087 1050 1039 1087
11 0 0 31 425 654 998 1087 1053 936 1087

BS = Biossurfactante Surfactina (mg.L™). T = Temperatura ( °C).

Observa-se que a DQO inicial (tempo 0 h) difere entre os tratamentos. Isso é devido
a composicao de cada tratamento, onde houve aplicacdo de diferentes concentracdes do
biossurfactante surfactina.

Na Figura 21, esta ilustrado o aumento da DQO sollvel no decorrer do tempo para

as diferentes condicdes aplicadas.
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Figura 21 Aumento da DQO soluvel no decorrer do tempo, para as diferentes condi¢bes
aplicadas nos ensaios.

Observou-se que, dentre os onze tratamentos aplicados no DCCR, dois ensaios
apresentaram o valor maximo de solubilizacdo de DQO em 4,5 horas de incubagdo. Oito
ensaios apresentaram o valor maximo em outros tempos de incubacdo, mas com
concentragcdes muito proximas as obtidas no tempo de 4,5 horas. A partir do exposto,
observou-se que ha tendéncia de aumento méaximo de solubilizagdo até 4,5 horas de
incubacao, exceto para o ensaio 4, que apresentou reducdo da solubilizagdo nesse periodo.
Foi realizada a repeticdo da andlise laboratorial para a amostra e o resultado manteve-se na
mesma tendéncia (diminuigdo da DQO soluvel em 4,5 horas).

Os autores Valladao, Freire e Cammarota (2009), Leal et al., (2006) e Rosa, Freire e
Cammarota (2006) citam como melhor tempo de hidrélise (acdo de enzimas sobre o
efluente) para a solubilizacdo da DQOs, um total de 4 horas. Para os biossurfactantes, o
trabalho de Damasceno (2013) foi pioneiro em avaliar a agdo conjunta de pool enzimatico e
biossurfactante do tipo ramnolipideo sobre a solubilizacdo da DQO presente em efluente de
abatedouro de aves. A referida autora observou que o tempo de 4,5 horas é suficiente para
promover tal resposta.

Nesse sentido, buscou-se trabalhar com o tempo maximo de 4,5 horas para o pré-
tratamento do efluente, visto que, nos tratamentos em que houve aumento da solubilidade
da DQO de 4,5 para 6 horas, esse aumento foi pouco significativo. Foi considerado também

que, em alguns tratamentos, a DQOs diminuiu nesse intervalo de tempo.
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ApoOs a analise estatistica das respostas obtidas no tempo de 4,5 horas, foi possivel
verificar quais variaveis apresentaram efeito sobre o aumento da DQO soluvel. Essas

respostas podem ser visualizadas na Figura 22 (gréaficos de Pareto).

QT o)L 14,06444 @T o)L 270,118

(1)BS(L) 13,00096 (1)BS(L) 249,6936

T(°C)(Q) /QO%GOM T(°C)(Q) 101,6628
% 536257 BSQ

BS(Q) -83,7078

p=1 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300

Efeito Padronizado (Valor de tgc) Efeito Estimado (Valores Absolutos)

Figura 22 Efeitos padronizados e estimados para o aumento da DQO soltvel em 4,5 horas,
com a concentracdo de biossurfactante e temperatura como variaveis independentes.

\

Devido a grande variabilidade inerente aos bioprocessos, foram considerados
significativos os parametros com p-valores menores que 10% (p< 0,1).

A partir dos graficos gerados, observa-se que as varidveis biossurfactante e
temperatura, tanto na forma linear ou quadratica, apresentam efeito significativo sobre a
variavel resposta. O efeito da interagdo entre o biossurfactante e a temperatura foi excluido
do modelo, pois nédo foi significativo. Esse resultado difere do obtido por de Damasceno
(2013), ao observar que a variavel temperatura apresentou efeito positivo significativo sobre
a variavel resposta, tanto na forma linear quanto quadratica, mas também efeito significativo
da interac&o entre biossurfactante e temperatura.

Silva et al. (2013) avaliaram a aplicacdo de uma enzima produzida por fermentagéo
em estado solido e utilizaram para tanto residuo de 6leo de babagu como meio de cultivo
por P. simplicissimum e de um biossurfactante do tipo ramnolipideo produzido por P.
aeruginosa no pré-tratamento e tratamento anaerébio de efluente de abatedouro de aves.
Os autores selecionaram o tempo de 8 horas de pré-tratamento com a enzima e o
biossurfactante, verificaram que a concentracdo da enzima, do biossurfactante e a interacédo
entre o biossurfactante e a temperatura e demonstraram maior efeito significativo na
hidrélise da gordura do efluente.

A analise de variancia (ANOVA), calculada a partir dos valores médios de DQOs do

tempo de pré-tratamento de 4,5 horas, esta apresentada na Tabela 16.
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Tabela 16 Analise de variancia para o planejamento do DCCR em 4,5 horas, ao utilizar a
concentracao de biossurfactante e temperatura como variaveis independentes.

Fonte de Soma dos Graus de
variagéo guadrados liberdade Quadrado médio Feaic
Regressao 303946,1 4 75986,5 5,8
Residuos 78414,7 6 13069,1
Falta de ajuste 76943,7 4 19235,9
Erro puro 14711 2 735,5
Total 382361,0 10

Coeficiente de determinacao: R?=0,79; Fep 0146 =3,18.

Observou-se que a regressao € significativa, além disso, o F calculado (5,8) é maior
que o F tabelado (3,18), ou seja, a concentracdo de biossurfactante ou a temperatura
influencia na solubilizacdo da matéria organica na forma de DQO soluvel.

Obteve-se assim a equacdo do modelo:

Eq. (3)
DQOs = 1035,801+124,847*BS-41,854*BS*+135,059*T+50,831*T?

Onde BS = Biossurfactante e T = Temperatura.

Com base no modelo gerado para o aumento da DQO soluvel, foi construida a
superficie de resposta (Figura 23), em funcdo da temperatura e da concentracdo de
biossurfactante, que mostra a tendéncia do que ocorreu.

- 1400
- 1400
- 1200
[_]<1000
<800
= 600

g BT

Figura 23 Superficie de resposta para o0 aumento de DQOs em funcao da temperatura e
concentracdo de biossurfactante.

Por meio da andlise da superficie de resposta gerada pelo modelo, podem-se

observar as condicBes de temperatura e concentracdo de biossurfactante que resultaram
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em maior solubilizagido da DQO. E possivel observar que em maiores temperaturas (60 °C)
e em maiores concentracbes de biossurfactante (56 mg.L™) encontram-se os maiores
valores de aumento da solubilizacdo da DQO, tais resultados corroboram com os obtidos
por Damasceno (2013).

Obtiveram-se também os graficos de desejabilidade, a fim de melhor demonstrar

visualmente os comportamentos dos fatores envolvidos (Figura 24).
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Figura 24 Gréficos de desejabilidade para os fatores concentragdo de biossurfactante e
temperatura.

A partir dos graficos de desejabilidade, foi possivel observar que nas maiores
concentracdes de biossurfactante empregadas houve a maior solubilizacdo de DQO e que,
possivelmente, as concentragfes utilizadas estejam muito préximas da capacidade maxima
da surfactina em promover a solubiliza¢do. Isso pode ser visualizado no primeiro gréafico
superior, onde ha uma tendéncia da curva em se estabilizar.

Dessa forma, observou-se que as concentracbes de surfactina acima da sua
Concentracao Micelar Critica (CMC) podem promover melhor desempenho do que quando o
biossurfactante é utilizado na sua CMC para essa finalidade. A observacao difere do que
geralmente é apresentado na literatura e demonstra que os surfactantes tém capacidade
maxima de atuacéo até alcancar a propria CMC.

Damasceno et al. (2013) avaliaram uma mistura de pool enziméatico e biossurfactante

do tipo ramnolipideo para pré-tratamento por 4 horas e posterior tratamento anaerébio de



60

efluente de abatedouro de aves. Verificaram, com isso, que o0 biossurfactante em
concentragcbes acima da sua CMC promovia efeitos inibitérios na atividade dos
microrganismos da biodigestao anaerobia.

No segundo grafico superior, observa-se que a temperatura apresenta
comportamento progressivo. Logo, isso indica que guanto maior for a temperatura maior
sera a solubilizacdo de DQO. Porém, ndo é interessante a continuidade de otimizacdo do
processo de solubilizacdo da DQO frente ao aumento da concentracao de biossurfactante e
da temperatura, principalmente, porque nao € viavel a aplicacdo pratica de sistemas de pré-

tratamento em gue haja a necessidade de aquecer o efluente a elevadas temperaturas.
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2.6 CONCLUSOES

A caracterizacdo do efluente de abatedouro de aves da agroindustria localizada na
regido oeste do Parand demonstrou que os valores obtidos para a maioria dos parametros
avaliados sao similares aos reportados na literatura da area. Entretanto, a concentracdo de
OG nesse efluente é reduzida em comparagdo com outros trabalhos. Portanto, é possivel
destacar o sistema de operacdo e recuperacdo de gordura da agroindustria, ou ainda,
devido a vazéo de agua no processo, 0 que promove a diluicdo de tal componente.

Durante os ensaios de pré-tratamento do efluente de abatedouro de aves, observou-se
que o tempo de 4,5 horas foi suficiente para solubilizar a DQO em sua maxima
concentracao.

Os ensaios permitiram inferir a tendéncia de que em maiores temperaturas e
concentragbes de surfactina (acima da sua CMC) encontram-se 0s maiores valores de

aumento da solubilizagdo da DQO.
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CAPITULO 3 - TRATAMENTO ANAEROBIO DE EFLUENTE DE ABATEDOURO DE
AVES PRE-TRATADO COM BIOSSURFACTANTE

RESUMO

O tratamento anaerdbio de efluentes agroindustriais é uma alternativa para remocéo da
carga organica poluente presente. A biodigestdo anaer6bia emprega microrganismos
presentes em um indculo (lodo anaerdbio) que promovem a degradacdo de substratos
organicos e consequente producdo de biogas. O efluente de abatedouro de aves tem como
caracteristica a presenca de gorduras na forma de 6leos e graxas (OG), uma vez que tais
substancias causam problemas operacionais nos sistemas de tratamento. Diante de tal fato,
h& a necessidade de se realizar uma etapa de pré-tratamento para remover os OG. Os pré-
tratamentos comumente empregados utilizam de substéncias quimicas para promover a
remocdo de OG. Mas, atualmente, sdo estudadas tecnologias que permitem manter as
gorduras no efluente, e que tais compostos sejam assimilados pelos microrganismos para
gue haja, além da reducdo no uso de substancias quimicas, maior producdo energética de
biogas. O biossurfactante surfactina promove a interacdo entre substancias imisciveis, como
Oleo e agua, além de promover a emulsificagdo da gordura. Neste trabalho, avaliou-se a
biodigestdo anaerébia do efluente de abatedouro de aves pré-tratado com surfactina
produzida em manipueira. O pré-tratamento foi realizado nas seguintes condicdes:
temperatura de 30 °C, agitacdo de 150 rpm, tempo de 4,5 horas e concentracdes de
surfactina: 0, 6, 13,27, 31, 48,73 e 56 mg.L™". Para cada composic¢ao de surfactina foram
pré-tratados 7 L de efluente, e cada qual foi tratada anaerobiamente, em triplicata, com o
uso de eudidbmetros para medir o volume de biogas e com réplicas destrutivas para avaliar
temporalmente o perfil dos parametros fisico-quimicos avaliados em um periodo de 36 dias
de biodigestdo. A andlise microbiolégica do lodo anaerébio foi realizada para a
caracterizacao inicial e final do inéculo entre os tratamentos a partir das metodologias de
Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) e coloracdo de Gram. De acordo com os resultados
obtidos, foi possivel observar que o efluente de abatedouro de aves é passivel de
biodigestao anaerdbia, com producdo de metano. O volume acumulado de metano ao final
do experimento para o tratamento controle, em que ndo houve a adicdo de surfactina no
pré-tratamento, foi 0 menor observado entre os tratamentos. A remocao da matéria organica
solivel na forma de DQO apresentou-se estatisticamente igual entre os tratamentos
aplicados, e os OGs puderam ser disponibilizados com o efeito da temperatura sobre os
constituintes do efluente ao invés da acdo direta do biossurfactante na etapa de pré-
tratamento, visto que no tratamento controle do tratamento anaerébio também foi observada
remocao significativa deste pardmetro. O acompanhamento dos ensaios, a partir de
amostras destrutivas, permitiu constatar que o0 processo anaer6bio se desenvolveu
adequadamente. Ainda, por meio das andlises microbiologicas de FISH e coloracdo de
Gram foi possivel observar que o biossurfactante surfactina ndo inibiu o desenvolvimento
dos géneros bacterianos comumente presentes em tratamentos anaerébios de efluentes, e
apresentou em todos o0s tratamentos grande rigueza de espécies microbianas. De maneira
geral, pode-se inferir que o biossurfactante surfactina ndo alterou significativamente
qualquer propriedade do efluente de abatedouro de aves que permitisse melhorias na
biodegradacao anaerdbia e consequentemente maior producdo de metano.

PALAVRAS-CHAVE: Biodigestdo anaerodbia; surfactina; analises microbiologicas.
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CHAPTER 3 — ANAEROBIC TREATMENT OF POULTRY SLAUGHTERHOUSE
PRETREATED WITH BIOSURFACTANT

ABSTRACT

The anaerobic treatment of agroindustrial effluents is an alternative to remove the organic
pollutant load. Anaerobic digestion uses microorganisms in an inoculum (anaerobic sludge)
that promote degradation of organic substrates and consequent biogas production. The
poultry slaughterhouse effluent has fats as oils and greases (OG), since these substances
cause operational problems in the systems of treatment. According to this, it is important to
carry out a pretreatment phase to remove the OG. Pretreatments, often employed, have
used chemicals to promote OG removal. But, currently, technologies that keep fat in effluent
are studied and such compounds are assimilated by microorganisms so that there is,
besides reduction in the use of chemicals, more energy production of biogas. The
biosurfactant surfactin promotes interaction among immiscible substances, like oil and water,
as well as fat emulsification. In this trial, anaerobic digestion of poultry slaughterhouse
wastewater, pre-treated with surfactin produced in cassava, was evaluated. The
pretreatment was carried out under the following conditions: temperature 30 °C, 150 rpm
stirring, 4.5-hour duration and surfactin concentrations: 0, 6, 13.27, 31, 48.73 and 56 mg.L™.
For each composition of surfactin, 7 liters of effluent were pretreated and each one was
treated anaerobically in triplicate using eudiometers to measure the biogas volume and
destructive replications to evaluate, temporally, the profile of physiochemical parameters
evaluated during 36 days of digestion. Microbiological analysis of anaerobic sludge was
carried out for the initial and final characterization of inoculum among treatments according
to the Fluorescent In Situ Hybridization (FISH) and Gram stain methodologies. Based on the
obtained results, it was observed that the poultry slaughterhouse effluent can have anaerobic
digestion, with methane production. At the end of this trial, the accumulative volume of
methane for the control treatment in which there was no addition of surfactin in pretreatment
was the lowest one observed among treatments. The removal of soluble organic matter in
COD form was statistically equal among the applied treatments, and OGs could be provided
with the temperature effect on the effluent constituents instead of direct action of
biosurfactant during the pretreatment phase, whereas on the control treatment of anaerobic
treatment, it was also observed a significant removal of this parameter. The assays
monitoring, from destructive samples, showed that the anaerobic process was developed
properly. Still, based on microbiological analyses of FISH and Gram stain methodologies, it
was observed that the surfactin biosurfactant did not inhibit the development of bacterial
genera commonly present in anaerobic treatment of effluents, and showed in all treatments a
great number of microbial species. In general, it can be inferred that surfactin biosurfactant
did not change significantly any property of the poultry slaughterhouse that could allow
improvements in anaerobic biodegradation and consequently greater production of methane.

KEYWORDS: Anaerobic digestion; surfactin; microbiological analyses.
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3.1 INTRODUGCAO

A agroindustria abatedora de aves € muito desenvolvida e de relevada importancia
econdmica e social no estado do Parana. Nos Ultimos anos, muitas pesquisas tém sido
voltadas também para a importdncia ambiental da atividade avicola, visto que o0s
abatedouros de aves utilizam elevados volumes de agua no processo de abate e
preparacdo das carcacas. A agua utilizada no processo chega ao sistema de tratamento
com alta carga organica, e contém principalmente proteinas e lipideos provenientes dos
animais.

No Brasil, comumente, sdo utilizadas lagoas em série ou biodigestores para o
tratamento biolégico de efluentes de agroinddstrias. No tratamento convencional, as
tecnologias empregadas incluem a adicdo de coagulantes quimicos (pré-tratamento), os
guais promovem uma separacdo parcial da matéria organica devido a sedimentagdo ou
flotacdo de proteinas e gorduras, e minimizam-se problemas operacionais na planta de
tratamento de efluentes, tais como: desenvolvimento de lodo de baixa atividade, flotacdo do
lodo, entupimento de dutos, solubilizacdo de gases e colapso do sistema. Porém, ha a
questdo dos custos na obtencdo dos produtos quimicos, da ineficiéncia de remocéo da
gordura e da formacédo de um residuo sélido que requer descarte apropriado.

A manutenc¢édo dos lipideos no efluente de abatedouros de aves, ou seja, sem a sua
separacao do restante na etapa de pré-tratamento, pode ser interessante no sentido de que
esse material apresenta elevado potencial energético. Dessa forma, h& a possibilidade de
geracdo de biogds e metano com a aplicacdo do tratamento anaerobio, o qual pode ser
utilizado como fonte de energia pela prépria indastria.

Dentre as alternativas propostas para o tratamento de efluentes com 6leos e graxas
(OG), ha a possibilidade da incorporagdo de biossurfactantes diretamente no sistema de
tratamento biologico. Os surfactantes tém a fungdo de aumentar a interacdo agua/dleo,
emulsionar a gordura, aumentar a solubilizacdo e acelerar a degradacdo pelos
microrganismos. Dessa forma, os OGs podem ser mantidos no efluente, assim, elimina-se a
necessidade de utilizacdo de produtos quimicos na etapa de pré-tratamento.

Nesse sentido, esse capitulo aborda a avaliacdo do tratamento anaerobio de efluente
de abatedouro de aves apoOs a utlizagdo do biossurfactante surfactina produzida pela
bactéria Bacillus subtilis LB5a em manipueira (efluente de fecularia), na etapa de pré-

tratamento.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Avaliar o tratamento anaerébio de efluente de abatedouro de aves, pré-tratado com

surfactina produzida em manipueira.

3.2.2 Objetivos especificos

e Verificar a influéncia da aplicacdo da surfactina na biodigestdo anaerdbia do
efluente;

e Avaliar a producdo volumétrica de metano e redugdo da matéria organica
dentre os tratamentos aplicados;

e Avaliar a degradacdo temporal do efluente de abatedouro de aves, pré-
tratado com diferentes concentragfes de surfactina a partir de monitoramento
semanal da biodigestao;

e Analisar qualitativamente a composi¢cdo microbiana do lodo anaerodbio
utilizado no tratamento anaerdbio por meio das técnicas de FISH (Fluorescent

In Situ Hybridization) e esfregaco por coloracéo de Gram.
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3.3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.3.1 Biodigestéo anaerobia de efluentes

A biodigestdo anaerdbia € um processo onde ndo ha necessidade de oxigénio para
que ocorra a degradacdo dos componentes organicos presentes em um residuo. A maioria
do carbono orgéanico presente no residuo € reduzida a metano (CH,), o ultimo produto do
metabolismo biolégico em ambiente anaerdbio. Para que isso ocorra, estdo envolvidos
diversos grupos de microrganismos capazes de realizar reacdes independentes, mas de
forma coordenada (ANDERSON; SALLIS; UYANIK, 2003).

Dentre as caracteristicas favoraveis da biodigestdo anaerébia, Chernicharo (1997)
cita a baixa producao de solidos, baixo consumo de energia, baixos custos de implantagcéo e
operacdo, tolerédncia a elevadas cargas organicas, e possibilidade de operacdo com
elevados tempos de retencdo de solidos e baixos tempos de retencao hidraulica. Essas
caracteristicas conferem aos reatores anaerdbios um grande potencial de aplicabilidade no
tratamento de 4guas residuarias concentradas e diluidas.

Aquino e Chernicharo (2005) destacam que o uso dessa tecnologia para tratamento
de esgotos torna-se mais atrativo no Brasil devido as condi¢bes climéticas, aceitacdo e
disseminacao de reatores anaerdbios, em especial aqueles de manta de lodo.

Conforme Anderson; Sallis e Uyanik (2003) e Aquino e Chernicharo (2005), na
biodigestdo anaerébia podem ser identificados 0s seguintes processos e microrganismos
envolvidos:

I. Hidrélise de biopolimeros (proteinas, carboidratos e lipideos): ao considerar que as
bactérias metanogénicas sdo incapazes de utilizar diretamente os substratos complexos,
esses materiais necessitam ser primeiramente quebrados em mondmeros sollaveis.
Consequentemente, a hidrélise € o primeiro passo essencial na degradacdo anaerobia de
biopolimeros complexos. No digestor anaerdbio sédo produzidas enzimas extracelulares
hidroliticas que atacam substratos complexos, tais como protease, lipase, celulase,
pectinase, amilase, quitinase etc. Os microrganismos envolvidos estédo incluidos em varios
géneros, tais como: Clostridium, Peptococcus, Vibrio, Micrococcus e Bacillus. Além de
bactérias, alguns protozoarios tais como Trepomonas, Tetramitus e Trichomonas e fungos
como Phycomycetes e Ascomycetes tém sido obervados em reatores anaerdbios.

Il. Fermentacdo de aminoacidos e aclcares: Os monémeros produzidos na hidrélise
sdo fermentados durante a segunda etapa, e produzem diversos produtos intermediarios,
como acetato, propionato, butirato e hidrogénio. Cada produto final contém um grupamento

acido carboxilico que foi introduzido durante a fermentac&o; por isso, 0s microrganismos
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responsaveis pela fermentacdo sdo chamados de bactérias formadoras de &cido, divididas
em dois grupos: acidogénicas e acetogénicas.

IIA. Acidogénese: as bactérias acidogénicas ou fermentativas provém importantes
substratos para as acetogénicas e metanogénicas. Elas metabolizam os aminoé&cidos, os
acucares e 0s acidos graxos resultantes da hidrélise da matéria organica complexa em
produtos intermediarios ou 4cido organicos, como acético, propidnico e butirico, hidrogénio e
diéxido de carbono (CO,). Nas acidogénicas estdo incluidos os géneros: Clostridium,
Bacteroides, Ruminococcus, Butyribacterium, Propioniobacterium, Eubacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus e
Escherichia.

As bactérias acidogénicas possuem baixo tempo minimo de geracdo (~30 minutos) e
as mais elevadas taxas de crescimento do consorcio microbiano. Dessa forma, a etapa
acidogénica so6 sera limitante do processo se o material a ser degradado nao for facilmente
hidrolisado (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).

IIB. Acetogénese: as bactérias acetogénicas produzem acetato, CO, e hidrogénio
para suprir as metanogénicas na etapa final da digestdo anaerdbia. Dois grupos distintos de
acetogénicas estdo presentes: o primeiro grupo, as acetogénicas produtoras obrigatorias de
hidrogénio (APOH) produzem acido acético, CO, e hidrogénio a partir dos intermediarios dos
acidos graxos (propionato e butirato), alcodis e outros acidos graxos. As APOHs sédo
importantes na B-oxidacdo de acidos graxos de cadeia longa, provenientes da hidrélise de
lipideos, e também estdo envolvidas na degradacdo de compostos aromaticos. As APOHs e
as metanogénicas estdo envolvidas em uma interacdo mutualistica, pois as primeiras sédo
inibidas pelo hidrogénio (substrato das metanogénicas), enquanto as metanogénicas
necessitam de hidrogénio para prosperar e sao inibidas pelos acidos graxos (substrato das
APOHSs). Esse estado de equilibrio € muito fragil e pequenas perturbacdes podem levar a
efeitos inibitérios. Nas APOHs estdo presentes as espécies: Syntrophomonas wolfei e
Syntrophobacter wolinii.

O segundo grupo de bactérias acetogénicas sdo as homoacetogénicas, que sao
estritamente anaerobias e catalisam a formacdo de acetato do hidrogénio e do CO,. Os
géneros incluem: Acetobacterium, Acetoanabacterium, Acetogenium, Butribacterium,
Clostridium e Pelobacter.

lll. Producdo de metano: na etapa final da digestdo anaerébia estdo presentes as
bactérias metanogénicas, as quais sdo anaerobias estritas e formam metano como produto
final de seu metabolismo a partir do acetato, do hidrogénio e do CO,. Elas séo diferentes
das bactérias tipicas (Eubacteria) e séo classificadas em um dominio separado, as Archaea.
De acordo com sua especificidade ao substrato, as metanogénicas sdo divididas em

acetoclasticas e hidrogenotroficas.
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As metanogénicas acetoclasticas utilizam o acetato, proveniente das acetogénicas,
para formar metano (70%), e, nesse grupo, estdo presentes dois géneros: Methanosaeta e
Methanosarcina. As metanogénicas hidrogenotréficas, por sua vez, reduzem CO,, e formam
metanol enquanto as metilaminas utilizam o hidrogénio produzido pelas bactérias hidroliticas
e sdo formadoras de acido para produzir metano (30%).

Mc Carty, Jeris e Murdoch (1963) explicam que os acidos acético, propidnico e
butirico compreendem a maior parte dos acidos formados no tratamento anaerdbio de
materiais organicos complexos. A maior parte do metano formado nesse processo resulta da
decomposicdo desses acidos pelas bactérias metanogénicas. Um aumento subito na
concentracdo de &cidos volateis indica que as metanogénicas ndo foram capazes de
remover os 4cidos tdo rapidamente quanto eles foram formados, e esse é um dos primeiros

indicios de biodigestdo desbalanceada.

3.3.2 Efeito da presencga de gordura ou lipideos no tratamento biolégico anaerdbio

Segundo Petruy e Lettinga (1997), os lipideos possuem pouca biodegradabilidade
devido a baixa biodisponibilidade dos mesmos. O depdsito de elevadas concentracdes de
gordura na biomassa causa a queda de eficiéncia de sistemas de tratamento bioldgico de
efluentes.

De acordo com Chipasa e Medrzycka (2006), os lipideos sdo degradados mais
lentamente pelos microrganismos presentes no tratamento biolégico do que varios
substratos considerados, como agucares e aminoacidos. Enquanto aglcares e aminoacidos
apresentam constantes de degradac&o de 0,16 a 0,78.h™, os &cidos graxos de cadeia longa
(AGCL) apresentam valores de 0,005 a 0,04 h™, ou seja, de 10 a 100 vezes menores, em
condigbes experimentais semelhantes. Isso faz dos lipideos o componente limitante do
tratamento, cuja hidrélise a acidos graxos € a etapa limitante na biodegradacdo (MASSE;
MASSE; KENNEDY, 2003).

Os problemas metabdlicos ocasionados pelo acumulo de &cidos graxos de cadeia
longa baseiam-se na inibicdo da atividade metanogénica. A degradacdo dos AGCL é feita
via B-oxidacdo por bactérias acetogénicas, que produzem acetato e hidrogénio, que sao
convertidos em metano e CO,. No entanto, as reagbes de [-oxidacdo sO sé&o
termodinamicamente favoraveis se a pressdo parcial de hidrogénio for mantida em niveis
baixos, inferiores a 10 atm, o que é conseguido pela associacédo das metanogénicas. Além
disso, os acidos graxos saturados de cadeia longa (C12 — C14) e os acidos graxos
insaturados sao reportados como inibidores de varios microrganismos, principalmente as

metanogénicas, que removem o hidrogénio (Vidal et Al., 2000; Demirel; Yenigun; Onay,
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2005; Mendes et al., 2005), porque inibem a sintese de enzimas envolvidas com a sintese
de &cidos graxos.

Na Figura 25 é apresentado um esquema da degradacdo anaerobia de gorduras.

Gorduras neufras, fosfolipideos,
HIDROLISE glicolipideos

Lipases, fosfolipases

Glicerol, glicose, galactose, inositol Acidos graxos saturados ou
insaturados

FERMENTACAQ ‘

ACETOGENESE
NH;

H;, CO;y, H,, CO,, Acidosgraxos| | Etanol Metanol ‘
acetato acetato -

| ACETOGENESE -

Hy CO;,

METANQGENESE acetato

Hz CO;,,

CH4+CO; - acelalu

Figura 25 Degradacéo anaerdbia de gorduras.
Fonte: Adaptado de Gallert; Winter (2005).

Steil (2007) explica que o distarbio entre as populagdes microbianas de um nivel
tréfico afeta toda a comunidade e causa desequilibrios que se refletem na eficiéncia de todo
0 processo, com acumulos de compostos intermediarios, mudancgas de pH ou reducgéo da
eficiéncia do sistema de tratamento anaerdébio.

Para Mendes; Pereira e Castro (2006), em alguns efluentes que apresentam grande
gquantidade de gorduras, como efluente de abatedouro de aves, por exemplo, a biodigestao
anaerobia pode ser problemética, pois pode ocorrer a flotacédo do lodo, formacgéo de escuma
na superficie do reator e acimulo de compostos intermediarios.

Moraes e Paula Junior (1999) citam que a remoc¢do da gordura do efluente de
abatedouro de aves é operacdo essencial, antes do tratamento biol6gico, jA que esta
presente em teores elevados e pode comprometer a eficiéncia e o funcionamento geral
desta etapa do tratamento. Os autores verificaram que esse fato tem ocorrido em varios
sistemas em operacao no Brasil.

Nesse sentido, para que o tratamento bioldgico seja desenvolvido com menor
inibicdo do material orgénico presente no efluente, h4 a necessidade de que se reduza a
concentracdo de gorduras, Oleos e proteinas, ou eliminem-se todos esses materiais
(Cammarota; Freire, 2006), pois a presenca de Oleos e graxas no efluente com
concentracdo acima de 800 mg.L™" pode causar problemas operacionais nos processos de
tratamento biolégico (JUNG; CAMMAROTA; FREIRE, 2002; LEAL et al., 2006; ALBERTON,
2009).
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Para remover a gordura de efluentes agroindustriais antes do tratamento biolégico,
atualmente, empregam-se as técnicas de pré-tratamento termoquimico com saponificacdo
da gordura (Batimelli; Arrére; Delgenés, 2009) e flotacdo com adi¢cdo de produtos quimicos
(NARDI; FUZI; DEL NERY, 2008; DEL NERY et al., 2007; CAIXETA et al., 2002). Nesses
casos, ha os gastos com o ar induzido e com os reagentes utilizados, além de poder haver
baixa eficiéncia de remocdo de material dissolvido e/ou emulsionado e ha a producao de
lodo de dificil descarte e tratamento (AL-MUTAIRI; AL-SHARIFI; AL-SHAMMARI, 2008;
SCHOENHALS; SENA; JOSE, 2006).

Os lipideos apresentam elevado potencial de producdo de metano (1,014 L CH,.g
SSV), superior aos carboidratos e proteinas, os quais apresentam 0,415 e 0,496 L CH,.g
SSV, respectivamente (Angelidaki; Sanders, 2004). Tal caracteristica torna os lipidios
atrativos para uso no tratamento anaerébico de efluentes e possibilita produzir volumes mais
elevados de metano (DEMIREL; YENIGUN; ONAY, 2005).

3.3.2 Aplicacéo de biossurfactantes no tratamento de efluentes

Devido ao aumento da preocupag¢do com a protecdo ambiental, os biossurfactantes
passaram a ser considerados como alternativas ambientalmente corretas comparativamente
aos surfactantes sintéticos (SARACHAT et al., 2010).

Diversos setores demandam compostos com as caracteristicas dos surfactantes, tais
como: petroquimico, alimentos, bebidas, cosméticos, farmacéutico, mineragdo, metallrgico,
agroquimico, fertilizantes, ambiental, papel e celulose, entre outros (CAMEOTRA; MAKKAR,
1998; NITSCHKE; COSTA, 2007; ISLAS; MORENO; RODRIGUEZ, 2010).

O uso de biossurfactantes no tratamento de efluentes foi avaliado por alguns autores
na tentativa de aumentar a interacdo agua-0leo, acelerar a degradacdo da gordura presente
pelos microrganismos e promover a biorremediacéo de dguas contaminadas. A aplicagéo de
biossurfactantes no tratamento de efluentes industriais tornou-se alvo de investigagdo por
parte de pesquisadores como alternativas aos processos convencionais.

Zhang et al. (2009) estudaram a aplicacdo de biossurfactante do tipo ramnolipideo
produzido por Pseudomonas aeruginosa em lodo ativado para o tratamento aerdbio de 6leo
de fritura residual. Os resultados obtidos demonstraram que engquanto o tratamento com o
biossurfactante em escala de bancada removeu mais de 93% dos Oleos e graxas, O
tratamento controle removeu apenas 10% e em escala piloto essa remocéao foi de 95% e
17%, respectivamente. Dessa maneira, 0s autores concluiram que a adicdo do
biossurfactante mostrou grande potencial para o tratamento de aguas residuarias com

gordura.
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Daverey e Pakshirajan (2011) avaliaram o pré-tratamento de efluente sintético de
efluente de laticinio com a levedura Candida bombicola produtora do biossurfactante do tipo
soforolipideo. Foram utilizadas trés configuracdes de biorreatores para o pré-tratamento:
descontinuo, em batelada alimentada e de modo continuo. Os resultados demonstraram
completa utilizacdo das gorduras presentes no efluente apés 96 horas de operacdo bem
como remocdo de DQO acima de 93%. Concluiu-se que ha um bom potencial para a
utilizacdo do sistema no tratamento de efluentes de laticinios.

Silva et al. (2013) promoveram a aplicacdo de um biossurfactante do tipo
ramnolipideo e de uma enzima, ambos produzidos em escala laboratorial, no pré-tratamento
de efluente de abatedouro de aves, a fim de que fossem avaliados o tratamento anaerdbio e
a producéo de biogas. O uso do biossurfactante promoveu a reducdo de 30% na quantidade
da enzima a ser utilizada para liberar a mesma quantidade de &cidos graxos. Além disso, a
pré-hidrélise com a enzima e o biossurfactante e o0 posterior tratamento anaerdbio
promoveram a reducdo da DQO e o aumento na producdo de metano, enquanto o efluente

nao hidrolisado néo produziu metano.

3.3.3. Andlises microbioldgicas para o monitoramento de lodos anaerdbios

O conhecimento da comunidade microbiana no tratamento anaerdbio é de crucial
importéncia para o entendimento dos processos metabdlicos envolvidos nas etapas de
degradacdo, e para a consequente otimizacdo do processo de tratamento. As técnicas
moleculares permitiram o acesso a uma maior variedade de espécies, informacdes sobre a
distribuicdo geogréfica, a atividade celular, relagdes ecoldgicas e propor¢cdes numeéricas das
diferentes populagfes microbianas (DORIGO; VOLATIER; HUMBERT, 2005; STEIL, 2007).

Rosa et al. (2009) descrevem gque o conhecimento sobre a ecologia e dinamica dos
microrganismos presentes no lodo anaerdbio é importante para a elucidagédo de problemas
causados pelo acumulo de gordura no lodo. O uso de técnicas moleculares como
ferramentas complementares aos métodos tradicionais de microbiologia promove a abertura
de uma nova e refinada abordagem para lidar com essa questéo.

As técnicas de biologia molecular, tais como reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) e hibridac&o in situ com sondas
fluorescentes (FISH), sado utilizadas para identificacdo especifica, quantificacao,
caracterizacdo da estrutura e da distribuicdo espacial da comunidade microbiana presente
em amostras complexas, inclusive lodos e biofilmes (AMANN et al., 1995).

Tais técnicas moleculares sdo baseadas no uso de biomarcadores, as quais sao
moléculas que possuem regides altamente conservadas entre os diferentes organismos e

regides variaveis, especificas de cada um. As regides variaveis podem ser consideradas a
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impressdo digital de um organismo (PACE et al., 1986 apud ABREU, 2007). Um
biomarcador comumente utilizado para inferir identidade de organismos € a molécula de
RNA ribossomal, biomarcador denominado RNAr. O RNAr é parte integrante do ribossomo,
uma estrutura celular responsavel pela sintese de proteinas que esta presente em todas as
células e, por isso, é considerado um biomarcador ideal.

A regido 16S comple a subunidade menor dos ribossomos presentes em
organismos procariontes (bactérias e arqueias). A variacdo genética do RNAr 16S tem sido
bem explorada para inferir relagdes filogenéticas entre os microrganismos e “desenhar”
sondas nucleotidicas especificas aplicadas na detec¢do de grupos microbianos individuais
em habitats naturais. Essas técnicas séo aplicaveis também para se determinar a
diversidade genética de comunidades microbianas e identificar os microrganismos nao
cultivaveis (OLSEN et al., 1986; MUYZER; WALL; UITTERLINDEN, 1993).

Para a realizacdo da hibridizagdo in situ com oligonucleotideos fluorescentes ou
FISH, o RNA ndo é extraido, mas permanece dentro das células microbianas. Essas, por
sua vez, sdo fixadas em solugcéo de paraformaldeido para preservacéo e formacao de poros
para penetracdo da sonda fluorescente. As células séo, entdo, tratadas com tampao que
contém formamida e NaCl e incubadas em temperatura entre 45 a 48 °C para hibridizacéo
da sonda em regides especificas do RNAr 16S. A sonda de oligonucleotideo € marcada com
croméforo que fluoresce quando excitada por uma luz de determinado comprimento de onda
(normalmente, luz ultravioleta). A deteccao é feita por microscopia de fluorescéncia, na qual
a amostra hibridizada é iluminada com a luz excitante e a luz emitida é observada com o
auxilio de filtros especificos. A emissao de sinal é diretamente proporcional a quantidade de
ribossomos do microrganismo, que indica sua atividade metabdlica potencial no
ecossistema estudado. Pelo fato das células ndo serem destruidas, essa técnica permite a
visualizacdo morfolégica, a contagem e estimativa da abundancia, a localizacdo e a
distribuicdo espacial dos microrganismos na amostra (AMANN et al., 1995).

FISH é uma técnica molecular que tem sido utilizada em estudos de investigacéo e
avaliacdo de microrganismos presentes em lodos anaerobios de sistemas de tratamento e
tem a vantagem de ndo requerer o cultivo dos microrganismos. Arauljo et al. (2010)
avaliaram a presenca de bactérias annamox pela técnica de FISH, provavelmente
Candidatus Brocadia anammoxidans, em reator em batelada sequencial cujo tratamento era
de esgoto doméstico. Os autores observaram que apés seis meses de cultivo, tais bactérias
representavam 53% do total de células presentes no reator.

Nishio (2010) avaliou a comunidade microbiana presente em lagoa de estabilizagcéo
facultativa de tratamento de esgoto doméstico e, para tanto, utilizou as técnicas conjuntas
de PCR, DGGE e FISH. As amostras foram coletadas em trés periodos para avaliacdo
temporal e em trés profundidades da lagoa. A utilizacdo das técnicas em conjunto

demonstrou que a comunidade da lagoa variou temporalmente e na sua distribuicdo
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horizontal. A técnica de CARD-FISH revelou que a lagoa é dominada pelo filo
Cyanobacteria. As técnicas de bioldgica molecular utilizadas simultaneamente revelaram ser
eficientes para avaliar a comunidade microbiana da lagoa.

Abreu (2004), por sua vez, utilizou a técnica FISH para avaliar e monitorar a
diversidade microbiolégica no processo de lodo ativado de uma estacdo de tratamento de
esgoto municipal. A técnica molecular permitiu a identificacdo de bactérias filamentosas
pertencentes as espécies Haliscomenobacter hydrossis e Gordona.

Além das técnicas moleculares, a técnica de esfregaco por Coloracdo de Gram
também é interessante para os estudos da composicdo microbiana do lodo. A coloracéo de
Gram é um dos procedimentos de coloracdo mais Uteis, pois classifica as bactérias em dois
grandes grupos: gram-positivas e gram-negativas. Os diferentes tipos de bactérias reagem
de modo diferente a coloracdo de Gram, porque diferencas estruturais em suas paredes
celulares afetam a retengéo ou liberagédo dos corantes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Varios autores utilizam a técnica para avaliar a comunidade microbiana presente em
lodos de reatores biolégicos. Miqueleto (2003) avaliou a composicdo microbiana presente
em um reator anaerébio em batelada sequencial que continha biomassa imobilizada e foi
submetido ao aumento progressivo de substrato de facil degradacdo. Nas amostras
retiradas do meio suporte, a autora utilizou a coloracdo de Gram e verificou a presenca de
bacilos de dimensbGes variadas, vibrios, cocos ovalados, agrupamento de cocos,
Methanosarcina e filamentos com inclusdes.

Leite (2010) avaliou a produgdo de bio-hidrogénio a partir do efluente de
parboilizacdo de arroz e observou a morfologia bacteriana por meio da coloracdo de Gram.
Os resultados demonstraram a predominancia de bacilos e microrganismos gram-negativos

no lodo UASB, e a presenca de leveduras no lodo acidogénico.
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3.4 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Tratamento anaerdbio do efluente pré-tratado com surfactina

Ensaios de biodigestdo anaerdbia a partir dos ensaios de pré-tratamento foram
realizados a fim de avaliar o tratamento do efluente de abatedouro de aves com o0s
resultados obtidos pelo DCCR (Capitulo 2). Os ensaios de tratamento anaerdbio foram
realizados com o efluente bruto (sem adicdo de surfactina) como controle e com o efluente
com as seguintes concentracbes de surfactina: 6, 13,27, 31, 48,73 e 56 mg.L™". Tais
efluentes ja haviam passado pelo processo de pré-tratamento: 4,5 horas de incubacao,
temperatura de 30 °C e agitacdo de 150 rpm.

A caracterizagédo do efluente de abatedouro de aves e do lodo anaerébio utilizados

nos ensaios de tratamento anaerébio estd apresentada na Tabela 17.

Tabela 17 Caracterizagdo do efluente de abatedouro de aves e do lodo utilizados no
tratamento anaeroébio.

A Valores
Parametros 1
médios
Alcalinidade Total (AT) (mg.L™) 185
Acidez Volatil (mg.L™) 243
Cor (mg.L™h 47
Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) (mg.L™) 2360
Demanda Quimica de Oxigénio SolGvel (DQOs) (mg.L™) 590
Oleos e Graxas (OG) (mg.L™) 535
pH 6,17
Solidos Dissolvidos Totais (SDT) (mg.L™) 515
Solidos Dissolvidos Fixos (SDF) (mg.L™) 217
Sélidos Dissolvidos Volateis (SDV) (mg.L™) 297
Solidos Totais (ST) (mg.L™) 1594
Solidos Totais Fixos (STF) (mg.L™) 208
Solidos Totais Volateis (STV) (mg.L™) 1386
Temperatura ( °C) 23
Turbidez (UNT) 180
Lodo anaerébio
Solidos Suspensos Volateis (mg.L™) 23071

Foram pré-tratados sete litros de efluente, em triplicata, para cada composicao, cujo
total foi de 18 unidades experimentais, em regime descontinuo, temperatura de 34 °C e sem
agitacao.

O modelo esquematico de uma unidade experimental utilizada no tratamento

anaerébio do efluente esta apresentado na Figura 26.
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30cm

(1) Eudiémetro

(2) Frasco coletor NaOH
(3) Reator

(4) Termostato

Figura 26 Modelo esquematico de uma unidade experimental utilizada no tratamento
anaerobio do efluente.

O aparato experimental completo consistiu de: (1) Uma caixa plastica de 62 L,
preenchida com agua, utilizada como recipiente de banho-maria; (2) Dois termostatos de
100 W utilizados para aguecimento e manutencédo da temperatura a 34° C do banho-maria;
(3) Dezoito frascos de vidro (tipo reagente) de 610 mL de volume, com volume Util de 450
mL utilizados como reatores; (4) Dezoito eudibmetros confeccionados em vidro, nas
dimensdes: diametro de 50 mm, comprimento de 300 mm e saida com tubos de 8 mm,
capacidade volumétrica total de 450 mL. Um eudidmetro é um instrumento de laboratério
gue mede o volume de uma mistura gasosa apds uma reacao fisica ou quimica.

Cada eudidbmetro apresenta um tubo interno em vidro, com comprimento de 220 mm
para a passagem do biogas do reator para dentro da cadmara que possui a solucao filtrante
do gas. A filtracdo do biogas a fim de remover o CO, pode ser realizada fisica ou
guimicamente. Conforme descrito por Magalhdes et al. (2004), a remogdo do dioxido de
carbono ou de qualquer outro gas por absor¢cdo € uma operacdo unitaria, na qual um
componente de uma mistura é dissolvido em um liquido. Nesse caso, foi utilizada uma
solucdo de NaOH a 20% para absorver o CO, presente no biogas.

Os frascos reatores foram vedados com rolha de borracha e conectados aos
eudibmetros por meio de tubo de vidro e mangueiras de silicone. Os eudidémetros foram
operados de acordo com o trabalho de Suéarez et al. (2012).

Nas Figuras 27 e 28 estdo apresentados o aparato experimental completo e os

reatores anaerobios utilizados no tratamento anaerdbio do efluente.



80

- T r-r——ym =
ANIE [ [l lL { : -
&2 ~ -
s ST PRl D T e
W 5 5 'x.;_w:-‘:ll "2 :;13' EICH 5 = T 1
i T +
HE ' |
i §
e i
3 t
=t o, W@ 2 B
ST ad Rl T S

F i | G¥:
J_.‘f « ‘)';L\r! & M il 4

‘ AT

Figura 28 Vista superior da disposicao dos reatores anaerébios na caixa de banho-maria.

Recortes de isopor foram dispostos na superficie do banho-maria para evitar que a
agua evaporasse facilmente e também para manter a temperatura do banho.

O indculo utilizado nessa etapa foi o lodo anaerdbio proveniente de biodigestor de
fecularia. Os volumes de efluente e de lodo foram calculados a fim de obter uma relacdo
DQO inicial: SSV de 1:1 nos frascos reatores, os quais foram mantidos em regime estatico a
34 °C.

Na Figura 29 estdo apresentadas as composicdes aplicadas na etapa de tratamento

anaerobio do efluente pré-tratado com surfactina.
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Figura 29 Composig(")es dos efluentes pré-tratados aplicados na etapa de tratamento
anaerobio.

35 mL 35mL

Cada composicao consistiu no volume de 415 mL de efluente pré-tratado ou ndo com
surfactina e 35 mL de lodo anaerébio utilizado como in6culo, com total de 450 mL de volume
atil em cada reator.

O pH do efluente pré-tratado, por apresentar valor médio de 6,17, ndo foi ajustado
antes da mistura com o lodo. A mistura foi submetida a purga de oxigénio por meio do
borbulhamento de N, por 5 minutos em cada frasco a fim de garantir a condigdo anaerdbia
nos reatores. Os frascos foram entdo selados com uma tampa de borracha e conectados
aos eudidometros.

A producdo de biogas foi observada através do aparato experimental supra para
cada tratamento. A producado de biogas foi avaliada de forma volumétrica, ou seja, o biogas
produzido nos reatores segue para o interior do eudidbmetro pelo tubo que 0s conecta e que
esta acima do nivel da solucdo de NaOH. O gas produzido exerce pressado sobre a coluna
de NaOH e desloca o volume de liquido correspondente. A leitura do volume de gas
produzido foi realizada diariamente por meio de réguas de 20 cm fixadas nos eudidmetros.
Cada eudiébmetro foi calibrado para saber exatamente quantos mililitros possui em cada
centimetro.

Concomitantes ao aparato experimental com os eudidmetros, para cada tratamento,
foram desenvolvidas diversas réplicas utilizadas como amostras destrutivas com a finalidade
de avaliar o perfil temporal do tratamento anaerébio para cada composicdo. Para isso, foram
utilizadas garrafas plasticas de 500 mL com volume util de 450 mL com as mesmas
condicdes dos tratamentos observados nos eudiémetros. Elas estavam incubadas a 34 °C
em camara BOD (Figura 30).
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Figura 30 Reatores armazenados em camara BOD: Réplicas destrutivas dos tratamentos
anaerobios desenvolvidos nos eudidmetros.

Para cada periodo de analise, duas réplicas de cada tratamento foram analisadas
guanto a biodegradabilidade do efluente, por meio da remogé&o de DQOs, 0Oleos e graxas,
acidos organicos volateis, série de sdlidos, pH, alcalinidade e relagdo acidez/alcalinidade
(AV/AT). Na Tabela 18, estdo apresentadas as amostras empregadas, 0s parametros
analisados, a periodicidade de andlise, os métodos e as metodologias empregados.

Tabela 18 Parametros, periodicidade, local de coleta, métodos e metodologias empregados
na avaliacdo do tratamento anaerobio.

Parametros Periodicidade Local Métodos Metodologias
Producéo de biogas Diaria Eudidmetros Volumétrico AQLZIZIESY?I al.
. 1 vez semana e Destrutiva e o
DQO solavel final do processo  eudiometros Colorimétrico APHA et al. (2005)
Acidos organicos . Cromatografia
volateis 1 vez semana Destrutivas liquida (HPLC) LAZARO (2009)
Destrutivas e Potenciométrico
pH 1 vez semana cudibmetros 4500H APHA et al. (2005)
. Destrutivas e Gravimétrico
Oleos e graxas 1 vez semana cudismetros 5520D APHA et al. (2005)
Relacdo Acidez
Volatil/Alcalinidade 1 vez semana Destrutivas 2310B/2320B APHA et al. (2005)
Total
Avaliacéo da . , ~ HIRASAWA (2008)
microbiana P SOARES(1993)

Aliquotas para a caracterizacgédo inicial foram tomadas de cada composicdo antes do
contato com o lodo bem como do préprio lodo. Os resultados obtidos na etapa de tratamento
anaerodbio foram avaliados por estatistica descritiva e teste Tukey com 95% de significancia

e auxilio do software Statistica 8.



83

3.4.2 Avaliacdo microbiol6gica do lodo anaerdbio

3.4.2.1 Hibridizacao In Situ com Sondas Fluorescentes

A diversidade microbiana presente no lodo de cada um dos tratamentos aplicados foi
avaliada pela técnica de Hibridizac&o in situ com Sondas Fluorescentes (FISH). Geralmente,
para amostras provenientes de reatores biol6gicos anaerébios, séo utilizadas as sondas de
oligonucleotideos especificos para os membros do Dominio Bacteria (EUB 338), Dominio
Archaea (ARC915) e bactérias redutoras de sulfato (BRS) da subdivisdo delta de
Proteobacteria (SRB385) (HIRASAWA, 2007).

A técnica adotada na analise de FISH, segundo Amann et al. (1995), foi realizada no
Laboratério de Enzimologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana, campus de
Cascavel, PR.

A técnica de FISH envolve as seguintes etapas: desprendimento celular, lavagem e
fixacdo das células do lodo granulado, filtrac&o, hibridizagéo, microscopia de fluorescéncia e
guantificacdo dos microrganismos de acordo com metodologia descrita por HIRASAWA
(2008).

Para desprender as células da amostra de lodo foi tomado, em triplicata, 1 mL do
lodo macerado, o qual foi colocado em tubos de centrifugacdo estéreis. Foram adicionados
4 mL de solucdo tampéo fosfato salino (PBS (1X): 130 mM NaCl, 7 mM Na,HPO,, 3 mM
NaH,PO,, pH 7,2) com 0,1% de detergente Tween 80. Os frascos foram agitados em
agitador magnético por cinco minutos. As amostras foram centrifugadas a 9000 rpm por um
minuto sob refrigeracdo (15 °C).

Em seguida, as amostras foram submetidas a lavagem e fixagdo das células,
realizada com PBS (1X) e solucdo de fixagdo (2 g paraformaldeido, 150 pl NaOH 1IN, 5 mL
PBS (10X) em 50 mL de &gua ultrapurificada) por duas vezes, através de centrifugacao
(9000 rpm por 1 minuto a 15 °C). O material foi ressuspenso com 200 pl de PBS (1X) e 600
pl de tampéo de fixagdo gelado e mantido por 12 horas a -4 °C. Posteriormente, as amostras
foram lavadas por duas vezes com PBS 1X e ressuspensas em PBS 1X/etanol (1:1, v/v).

A filtracdo das aliquotas de células em triplicata (100 uL) foi realizada a vacuo (< 0,02
Mpa) em membrana de policarbonato de poro 0,2 ym, 25 mm didmetro, cor preta (marca
Millipore), j& que as membranas foram secas ao ar. Desse material, uma secdo de
membrana foi corada com DAPI (4', 6' — diamino-2-fenilindol) como agente fluorescente, a
concentragdo final de 1 yg/mL, a 4 °C, por 30 minutos, em ambiente escuro e foi adicionada
entre lamina e laminula gotas de Vectashield (H-1200), para quantificacdo celular sob

microscopia de epifluorescéncia.



84

Anterior a hibridizacdo e a quantificagdo com DAPI, cada membrana foi cortada em
secbes, e mantiveram-se sempre algumas secdes reservadas para a necessidade de
repeticdo do procedimento.

Em seguida, em ambiente escuro, foram aplicados 20 uL do tampéao de hibridizagéo
(NaCl 0,9 M, Tris-HCI 20 mM, SDS 0,01%, pH 7,4) que continha 50 ng de sonda
fluorescente e quantidade adequada de formamida, sobre cada secdo da membrana
filtrante, previamente acomodada sobre uma lamina. Para promover a hibridizacéo, a lamina
foi transferida para um tubo de polipropileno (50 mL) com tampa de rosca, revestido com
papel aluminio e com papel filtro umedecido com tamp&o de hibridizacdo no seu interior.
Esse tubo funcionou como uma camara escura e Umida, para evitar a secagem indevida das
células e a alteracdo das concentracdes dos componentes da solucdo de hibridizacdo. Os
tubos foram mantidos em banho-maria a 46 °C por 90 minutos e, ap0s decorrido esse
periodo, as membranas foram lavadas com tampao de lavagem (NaCl 0,9 M; Tris-HCI 20
mM, SDS 0,01%, pH 7,4), a 48 °C, por 15 minutos. Em seguida, as membranas foram
imediatamente mergulhadas em agua destilada e secas ao ar, na auséncia de luz.

Na etapa de montagem das laminas, cada lamina foi devidamente identificada e
recebeu uma secao da membrana e antes da colocag¢do da laminula foram adicionadas
gotas de Vectashield H-1200, cuja funcao é preservar a fluorescéncia por mais tempo, a fim
de que se evite a rapida fotodegradacéo dos fluorocromos.

As amostras coradas com DAPI foram excitadas por laser Ar a 488 nm e a
fluorescéncia recuperada através do filtro U-MWU2 para luz UV, enquanto as sondas
marcadas com Cy3 foram excitadas por laser a 543 nm e a fluorescéncia recuperada com o
filtro U-MSWG2 para luz verde.

A morfologia celular da biomassa proveniente dos reatores foi analisada por
microscopia 6tica com o auxilio do microscépio Olympus modelo BX60 acoplado com
camera digital DP71, software DP Controller 3.2.1.276 (Olympus), além de epifluorescéncia
e objetiva de imersao (100x).

As sondas filogenéticas marcadas com o corante fluorescente Cyanine (Cy3) foram
sintetizadas pela empresa Eurofins MWG Operon, Ebersberg, Alemanha. A relacdo das

sondas utilizadas e suas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19 Sequéncias das sondas filogenéticas utilizadas.

Sonda Sequéncia 5" para 3’ Estringéncia Molécula alvo Organismo

EUB 3381 GCT GCC TCC CGT AGG AGT 0-50% 16S rRNA Dominio Bacteria
EUB338 1l GCA GCC ACC CGT AGG TGT 0-50% 16S rRNA Dominio Bacteria
EUB338 1l GCT GCC ACC CGT AGG TGT 0-50% 16S rRNA Dominio Bacteria
ARC915 GTG CTCCCC CGC CAATTCCT 20% 16S rRNA Dominio Archaea

Bactérias redutoras de
SRB385 CGG CGT CGC TGC GTC AGG 35% 16S rRNA sulfato




Na Figura 31 sdo apresentados os procedimentos realizados na técnica de FISH.
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Figura 31 Procedimentos realizados na técnica de FISH: fixacdo, hibridacdo, lavagem e

deteccéo.
Fonte: Domingues (2001).
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3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Monitoramento do tratamento anaerébio

O tratamento anaerobio do efluente pré-tratado com a surfactina foi conduzido por 36
dias (5 semanas). Os resultados obtidos durante a biodigestdo estdo apresentados nessa
secdo. Durante o desenvolvimento do tratamento anaerobio as amostras destrutivas,
réplicas daquelas desenvolvidas nos eudibmetros, foram utilizadas para avaliar o processo

semanalmente.

3.5.1.1 pH

Na Tabela 20 sdo apresentados os valores de pH obtidos semanalmente nas

amostras destrutivas e obtidos no inicio e no final da biodigestdo desenvolvida nos

eudiébmetros para cada tratamento.

Tabela 20 Valores de pH observados durante a biodigestdo anaerébia nas amostras
destrutivas e nos eudidbmetros.

Amostras Semanas Tratamentos
1 2 3 4 5 6

" Inicio 6,17 6,10 6,15 6,22 6,19 6,32
o 1 6,43 6,51 6,35 6,47 6,40 6,44
b= 2 6,51 6,49 6,44 6,56 6,50 6,58
7 3 6,43 6,47 6,32 6,50 6,40 6,53
8 4 6,39 6,35 6,35 6,41 6,30 6,32

5 6,25 6,31 6,28 6,37 6,38 6,33

Inicio 6,17 6,10 6,15 6,22 6,19 6,32

52 semana 7,33 7,31 6,87 7,30 7,13 6,97

Eudidmetros

Observou-se que, no decorrer das semanas, o pH das amostras destrutivas nao
sofreu grandes alteragdes e manteve-se na faixa de pH 6,0 para todos os tratamentos. O pH
apresentado pelas amostras dos eudibmetros manteve-se entre os valores de 6,10 a 7,33. O
aumento observado no pH das amostras dos eudidmetros € devido a captura de CO, pela
solucdo de hidroxido de sodio utilizada, enquanto nas amostras destrutivas ndo houve a
captura deste gés.

Se o processo anaerobio for bem desenvolvido, o pH € mantido relativamente neutro,

no entanto, se algum fator for alterado e ocorrer diminuicdo no valor do pH, isso precisa ser
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corrigido para evitar a diminuicdo da atividade biol6gica do sistema, que apresenta como
consequéncia a diminui¢cdo na producéo de gas (KEEFER; URTES, 1962).

As bactérias produtoras do metano sobrevivem em uma faixa varidvel de pH entre
6,5 e 8,0 (Sosa; Chao; Rio, 2004) e tais microrganismos apresentam crescimento 6timo na
faixa de 6,6 a 7,4, embora se possa conseguir estabilidade na formacdo de metano em uma
faixa mais ampla de pH (entre 6,0 e 8,0) (CHERNICHARO, 2007).

Dessa forma, enquanto as bactérias constantes dos estagios iniciais de hidrélise,
fermentacdo e acidogénese e da acetogénese da digestdo anaerdbia produzem 4cidos, as
bactérias produtoras de metano consomem tais acidos, a fim de manter o meio neutro
(SOSA; CHAO; RIO, 2004).

3.5.1.2 Alcalinidade total e acidez volatil

Na Figura 32 é apresentado o comportamento do parametro Alcalinidade Total (AT)
no decorrer das semanas de biodigestdo anaerdbia para os tratamentos aplicados.
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Figura 32 Comportamento do parametro alcalinidade total no decorrer das semanas de
biodigestao anaerdbia para os tratamentos aplicados.

Observou-se que houve aumento crescente no parametro AT para todos o0s
tratamentos durante as cinco semanas de biodigestdo anaerébia. Os valores médios
observados entre todos os tratamentos variaram de 186,14 a 974,33 mg CaCOs.L™". A AT
representa, segundo Leite et al. (2004), a soma da alcalinidade advinda dos acidos
organicos volateis (AOV) (acético, propibnico, butirico e latico) e dos bicarbonatos.

A interagdo da alcalinidade com os AOV durante a digestdo anaerdbia fundamenta-
se na capacidade da alcalinidade em neutralizar os acidos formados no processo e também
em tamponar o pH, na eventualidade de um acumulo de AOV (CHERNICHARO, 2007).
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Na Figura 33 é apresentado o comportamento do parametro Acidez Volatil (AV) no

decorrer das semanas de biodigestdo anaerdbia para os tratamentos aplicados.
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Figura 33 Comportamento do parametro acidez volatii no decorrer das semanas de
biodigestao anaerbbia para os tratamentos aplicados.

Observou-se que houve diminuicdo no parametro AV para todos os tratamentos
durante as cinco semanas de biodigestao anaerdbia. Os valores médios de AV observados
entre todos os tratamentos variaram de 228 a 83,98 mg.L™ do inicio ao fim da biodigest&o. A
acidez dos reatores pode ter diminuido devido a utilizacéo dos acidos graxos pelas bactérias
acidogénicas, uma vez que resultados similares foram observador por Correia e Del Bianchi
(2008) ao estudarem um reator anaerébio compartimentado vertical no tratamento de agua
residudria da producéo de farinha de mandioca.

Na Figura 34, estd apresentado o perfil da relacdo acidez volatil/alcalinidade total

(AV/AT) no decorrer das semanas de biodigestao anaerébia para os tratamentos aplicados.
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Figura 34 Relagéo acidez volatil/alcalinidade total no decorrer das semanas de biodigestao
anaerdbia para os tratamentos aplicados.

A relacdo AV/AT indica a estabilidade do reator e neste trabalho observou-se que
esta relacdo apresentou os seguintes valores iniciais: T1 = 1,76; T2 = 1,06; T3 = 0,86; T4 =
1,26; T5 = 1,21 e T6 = 1,28, com diminuicdo progressiva desta relacdo no decorrer do
tratamento anaerdébio. O valor médio final entre todos os tratamentos foi de 0,09.

Verificou-se que do inicio da biodigestéo até a analise da primeira semana, a relagéo
AV/AT ja se encontrava dentro da faixa de estabilidade do reator, a qual segundo Barana;
Cereda (2000) é de 0,1 a 0,3. Valores em torno de 0,4 demonstram instabilidade e acima de
0,8 podem levar ao colapso da biodigestao.

Correia e Del Bianchi (2008) também descrevem que quanto menor a relagdo
acidez/alcalinidade, melhor é a estabilidade de reatores para o tratamento anaerdbio de
efluentes agroindustriais.

No estudo de Zenatti (2011), um reator anaerdbio de mistura completa foi utilizado na
codigestdo anaerébia de glicerina bruta e agua residuaria da suinocultura. A autora verificou
valores da relagdo AV/AT de 0,2 a 1,8 durante os trés meses de operacao do sistema, com
limite maximo especificado para esta relacdo de 1,0.

3.5.1.3 Perfil da matéria organica sollvel na biodigestao anaerdbia

A matéria organica solavel do efluente foi avaliada por Demanda Quimica de
Oxigénio Soluvel (DQOs) que, na maioria das vezes, é o material mais rapidamente
biodegradado pelos microrganismos (DAMASCENO, 2013).

Na Tabela 21 séo apresentadas as concentracdes de DQOs de cada tratamento para
cada tipo de amostra no inicio, durante e ao fim da biodigestdo anaerdbia bem como a

porcentagem de remogao da matéria organica na forma sollvel.
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Observa-se na Tabela 21 que ha diferengas nas concentragfes iniciais de DQOs
entre os tratamentos. Tais dados podem ser devido a adi¢cdo de surfactina ou a presenca de
grumos de material organico flutuante no efluente que foram desagregados durante o pré-
tratamento.

Com os resultados das amostras destrutivas, foi possivel observar que, nas trés
primeiras semanas de biodigestdo, ocorreu a maior conversdo da matéria organica sollvel.
Também se verificou que a porcentagem de remocéo da DQOs variou de 79,01 a 84,53%.
Com os resultados das amostras dos eudidmetros, observou-se que a porcentagem de
remocao da DQOs variou de 80,35 a 85,14%, além de haver pouca diferenca entre os tipos
de amostras (destrutivas ou de eudidmetros) e seus respectivos tratamentos.

Tais resultados permitem inferir que o tratamento anaerdbio de efluente de
abatedouro de aves é uma opcéo vidvel, visto que Chernicharo (2007) considera o sistema
anaerobio eficiente para o tratamento de aguas residuarias, quando a remogéo de matéria

orgéanica for superior a 65%.

Tabela 21 Concentracbes e porcentagem de remocdo de DQOs para as amostras
destrutivas e dos eudidmetros no decorrer das semanas de biodigestéo anaerébia.

Concentragdo DQOs (mg.L™)

Amostras Semana Tratamentos
1 2 3 4 5 6
Inicio 505,63 529,60 492,92 508,24 629,30 763,00
1 528,35 517,00 569,80 491,58 538,38 565,12
9 2 282,19 299,34 350,18 303,01 310,37 325,07
P 3 93,19 91,37 167,31 116,18 114,74 172,88
2 4 99,62 125,00 135,77 112,31 200,45 126,26
é 5 94,55 96,45 103,43 99,62 111,04 118,01
R -
ATEMOGA0 g1 37 8180 7901 80,40 8235 84,53
DQOs
m Inicio 505,63 529,690 492,92 508,24 629,30 763,00
(@]
©
(g 52semana 85,89 104,07 85,04 92,65 97,30 113,37
S
>
L

% remocao

DQOs 83,01 80,35 82,74 81,77 84,53 85,14

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste de comparagdo multipla de médias Tukey
foram realizados com os resultados finais (5% semana) da DQOs dos eudidmetros. Na
Tabela 22 é apresentada a ANOVA dos valores médios de DQOs apresentados pelos

tratamentos aplicados nos eudidbmetros.
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Tabela 22 Andlise de variancia dos valores médios de DQOs apresentados pelos
tratamentos aplicados nos eudidbmetros.

Fonte p-valor
variacao GL SQ QM F
Tratamento 5 1803,3 360,7 11,12 0,000358
Erro 12 389,2 32,4
Total 17 21925

Nivel de significancia: 5%.
As hipoteses testadas foram:

e HO: Os valores médios de DQOs séo iguais entre os tratamentos;

e H1: Os valores médios sdo diferentes, ou seja, pelo menos uma das médias é

diferente das demais.

O F calculado obtido foi de 11,12, valor maior que o F tabelado (3,11) e o p-valor
observado é menor que 5%. Desta forma, rejeita-se HO e conclui-se que pelo menos um
tratamento exerce efeito sobre as DQOs.

Apo6s a ANOVA ser significativa, testaram-se as suposi¢cées do modelo com os testes de
Levene (homogeneidade das variancias) e Shapiro-Wilk (normalidade).

Levene:

e HO: As variancias sao iguais;

e H1: Pelo menos dois tratamentos possuem variancias diferentes.

O teste de Levene forneceu o p-valor de 0,08, ou seja, 0 p-valor € maior que o nivel de
significancia de 5%. Desta forma, ndo se rejeita HO e conclui-se que a variavel resposta
(DQOs) apresenta homogeneidade das variancias.

Shapiro-Wilk:

e HO: Yij tem distribuigdo normal;

e H1: Yij ndo tem distribuicdo normal.

O teste de Shapiro-Wilk nos forneceu o p-valor de 0,5138, ou seja, o p-valor € maior que
o nivel de significancia de 5%, e desta forma se aceita HO e conclui-se que a variavel
resposta apresenta distribuicdo normal de probabilidade.

Apo6s a ANOVA ser significativa e os dados satisfazerem as suposi¢fes do modelo, foi
realizado o teste Tukey de comparagdo multipla de médias, que compara quais tratamentos
possuem a mesma média de resposta.

Tukey:

e HO: média T1 = média T2 = média T3 = média T4 = média T5 = média T6;

o HIL1: T1#T2#T3#T4#T5#T6.

Na Tabela 23 é apresentado o teste de Tukey para comparacdo das médias de DQOs

apresentadas pelos tratamentos aplicados nos eudiémetros.
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Tabela 23 Teste de Tukey para comparacdo das médias de DQOs apresentadas pelos
tratamentos aplicados nos eudibmetros.

Tratamentos a=5%
1 = Controle 85,89 a
2=6mg.L" BS 104,07 bc
3=13,27mg.L*BS 85,04 a
4=31mg.L*BS 92,65 ab
5=48,73mg.L" BS 97,30 ab
6 =56 mg.L" BS 113,37 ¢

*Letras iguais correspondem a médias iguais. BS = biossurfactante surfactina.

As médias de DQOs finais observadas para os tratamentos 1, 3, 4 e 5 ndo diferem
entre si, ou seja, tais tratamentos apresentam estatisticamente a mesma média de remocéao
de DQO soluvel, logo diferem das médias dos tratamentos 2 e 6. Para o nivel de
significancia testado, as médias dos tratamentos 2, 4 e 5 néo diferem entre si bem como as
médias dos tratamentos 2 e 6.

Observa-se que quatro dos seis tratamentos (inclui-se nisso o controle) néo
apresentaram diferencas estatisticas de remocado. Os outros dois tratamentos apresentaram
diferencas na remocdo de DQOs, mas na pratica da area de tratamento de efluentes
agroindustriais sdo diferencas pouco significativas, principalmente ao se considerar a
variabilidade de composi¢céo que tais efluentes apresentam.

Nakhla et al. (2003) estudaram o efeito da adigdo de um biossurfactante proveniente
de cactos para o tratamento anaerébio de efluente com elevado teor de 6leos e graxas (OG
= 38800 mg.L™), proveniente de indistria de rac&o animal. Os autores concluiram que, apds
16 dias de biodigestdo anaerdbia, a adicdo do biossurfactante no efluente bruto removeu a
DQOs de 11200 para 7050 mg.L™.

Daverey e Pakshirajan (2011) avaliaram o pré-tratamento de efluente de laticinio ao
utilizarem o biossurfactante do tipo soforolipideo produzido por Candida bombicola. Os
resultados mostraram que a eficiéncia de remocdo de DQO foi de 93% apés 96 horas de
operacao.

O surfactante sintético Tween 80 foi utilizado por Kumar et al. (2008) como substrato
no processo de tratamento anaerobio de residuos solidos de curtume. A adicdo do
surfactante no processo aumentou significativamente as atividades hidroliticas e cataliticas
das enzimas (proteases e deaminases). Os resultados indicaram que, ao adicionar o
surfactante a esse processo de tratamento, houve aumento da utilizagdo do residuo pelos
microrganismos, e, por sua vez, ocorreu melhora nas conversdes metabdlicas.

Damasceno; Cammarota e Freire (2012) avaliaram o uso combinado de um
biossurfactante do tipo ramnolipideo e um preparado enzimatico para o tratamento de
efluente de abatedouro de aves com alta concentracdo de gordura (2403 mg.L™) e DQO de
8692 mg.L’. Os autores realizaram o pré-tratamento do efluente com a enzima e o

biossurfactante e posteriormente foi avaliado o tratamento anaerdbio da melhor condicéo
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encontrada. As concentragdes da enzima que estavam acima de 0,5% (p/v) ou as do
biossurfactante que estavam abaixo da Concentracdo Micelar Critica (CMC) (<205 mg.L™)
promoveram efeitos inibitdrios ou toxicos as bactérias anaerdbias. Na concentracéo ideal,
ambos metabdlitos microbianos demonstraram agdo simultanea na disponibilidade/hidrélise
de gorduras, e os autores concluiam que ha potencial para aplicacdo no tratamento de
efluentes de abatedouros de aves sem a necessidade de uma etapa de flotacéo.

Jacobucci; Oriani e Durrant (2009) observaram, por meio da reducdo da DQO, a
aplicacdo de duas espécies bacterianas produtoras de biossurfactante (Pantoea
agglomerans e Planococcus citreus) e do biossurfactante produzido por elas, em efluente
gorduroso proveniente de industria de sabdo e margarina. O efluente apresentava DQO de
4400 mg.L™", e foram obtidas remocdes de 70 a 76% nos niveis de DQO com a aplicacéo

das cepas bacterianas e dos biossurfactantes ap6s 24 horas de contato com o efluente.

3.5.1.4 Oleos e Graxas

Na Tabela 24 sdo apresentadas as concentracdes de Oleos e Graxas (OG) de cada
tratamento a para cada tipo de amostra durante e ao fim da biodigestdo anaerdbia bem
como a porcentagem de remocéao deste parametro.

Tabela 24 Concentracdes e porcentagem de remocgéo de OG para as amostras destrutivas
e dos eudidmetros no decorrer das semanas de biodigestao anaerdbia.

Concentracéo 6leos e graxas (mg.L™)

Amostras Semana Tratamentos
1 2 3 4 5 6

Inicio 519,93 519,93 519,93 519,93 519,93 519,93

1 181,67 152,45 134,17 138,64 118,09 210,78

9 2 79,18 140,26 115,36 59,56 43,53 104,20

2 3 70,15 97,05 27,51 50,29 22,32 81,94

= 4 42,20 54,55 13,07 38,16 20,45 29,10

é 5 38,41 1,67 10,10 33,55 1,64 17,68

% re(gng‘?ao 9261 99,67 98,05 9354 99,68 96,59

" Inicio 519,93 519,93 519,93 519,93 519,93 519,93
o
3]

5 53semana 62,54 7527 97,26 0 141,62 144,07
i
LL

% remocao

oG 87,97 85,52 81,29 100 72,76 72,29

No decorrer do periodo de biodigestdo anaerobia, foi possivel observar a remocéo de
OG na faixa de 92,61 a 99,68% com média de 96,69% entre todos os tratamentos aplicados

nas amostras destrutivas. Observa-se que, nessas amostras, praticamente ndo ha diferenca
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de remocdo de OG entre os tratamentos, ou seja, com a aplicacdo ou ndo do
biossurfactante, houve excelente remog¢édo dos OG do efluente. O tratamento anaerébio de
efluente de abatedouro de aves, nessas condi¢bes, produziu efluente dentro do limite
exigido pela legislacdo (Resolugdo CONAMA N° 430/2011), abaixo de 50 mg.L™* (BRASIL,
2011).

As amostras dos eudidmetros apresentaram concentracdes diferentes daquelas
observadas em suas réplicas destrutivas. Isso pode ter ocorrido devido a erros inerentes a
rotina laboratorial, visto que a metodologia empregada para a determinacdo de OG no
trabalho (gravimétrica) requer grande volume de amostra para ser filtrada (acima de 2L).
Todavia, ndo foi possivel obter tal volume nessa configuracdo de experimento. Outras
metodologias de andlise de OG foram testadas para possivel adaptacdo, porém sem
sucesso. Acredita-se também que a metodologia Soxhlet seja mais eficiente quando o
efluente apresentar concentracdes maiores de OG.

Petruy e Lettinga (1997) avaliaram a biodegradabilidade anaerdbia de uma emulsao
de lipideos obtida de gordura de leite e o surfactante sintético dodecilsulfato de sédio (SDS)
em reator com lodo granular. Os resultados obtidos demonstraram que grande quantidade
(70%) de lipideos foi eliminada da fase liquida por adsor¢do no lodo. O material ndo
adsorvido foi liquefeito e convertido a gas metano ou parte néo foi biodegradado.

No presente trabalho, uma amostra de lodo anaerdbio de cada tratamento foi
avaliada ao final da biodigestdo para verificar a possivel adsor¢do da gordura ao lodo.
Entretanto, néo foi detectada concentracdo de OG nesse material, portanto, indica que a
gordura presente no efluente de abatedouro de aves foi degradada no processo.

Nesse sentido, Gomes et al. (2011) avaliaram a aplicagdo da enzima pancreatina
suina no pré-tratamento de efluente sintético de laticinio, com posterior tratamento
anaerébio em reator UASB, e observaram que os lipidios foram completamente removidos

do lodo anaerébio utilizado como in6culo na biodigestao.

3.5.1.5 Producédo de metano

A producédo de metano foi avaliada diariamente pela medi¢do dos volumes de NaOH

deslocados dos eudidmetros. Na Figura 35 é apresentada a produc¢do cumulativa de metano

(CH,) dentre os tratamentos para o periodo de biodigestdo anaerébia avaliado.
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Figura 35 Producgdo cumulativa de metano obtida pela média de cada um dos tratamentos
no decorrer do periodo de biodigestdo anaerobia.

Nos primeiros dias de incubacdo das amostras houve leve deslocamento da solucéo
de NaOH dos eudidmetros. Essa se estendeu efetivamente até em torno do 25° dia de
incubacdo, quando entdo os tratamentos comecaram a apresentar tendéncia de
estabilizacdo da producdo de metano. Os ensaios foram finalizados com 36 dias de
incubacao, quando se observou a estabilizacdo por trés dias consecutivos da producéo de
metano.

O volume final acumulado de metano para cada tratamento, ao final do processo de
biodigestao, foi: T1 (controle) = 3500 mL; T2 =4822 mL; T3 = 4665 mL; T4 =5130 mL; T5 =
5020 mL; T6 = 4115 mL, uma vez que o tratamento T1, o qual ndo possuia surfactina,
apresentou o menor volume final de produgdo de metano. Essa talvez seja uma evidéncia
que o biossurfactante possa ter promovido efeito sobre o consércio microbiano.

Valladao et al. (2007) observaram que o pré-tratamento de efluente de abatedouro
de aves com um pool de hidrolases obtidas de fungos aumentou a producdo de metano,
diminui o tempo e o volume de reacao dos reatores.

Ao comparar-se a producdo acumulada de metano com os dados de remog¢éo da
DQOs e OG, para esse periodo (36 dias), ja havia ocorrido remo¢do de mais de 80% da
DQOs e acima de 90% dos OG das amostras destrutivas, réplicas dos tratamentos
aplicados aos eudidémetros. Ndo havia, portanto, elevada concentracdo de material organico
a ser degradado e convertido em biogas.

Na Figura 36 é apresentada a Atividade Metanogénica Especifica (AME) obtida da

média de cada um dos tratamentos no decorrer do periodo de biodigestdo anaerébia.
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Figura 36 Atividade metanogénica especifica obtida pela média de cada um dos
tratamentos no decorrer do periodo de biodigestdo anaerébia.

Em média, a AME apresentada pelos tratamentos foi: Controle T1 = 0,78; T2 = 0,98;
T3=0,83; T4=0,91; T5=0,87; T6 = 0,87 gDQOCH, / gSSV.d™.
Foi realizada a ANOVA que esta apresentada na Tabela 25 com os valores maximos

de AME apresentados por cada uma das réplicas dos tratamentos.

Tabela 25 Andlise de variancia dos maximos valores de AME apresentados pelos
tratamentos aplicados nos eudidbmetros.

Fonte p-valor
variacdo GL SQ QM F
Tratamento 5 0,06769 0,01354 1,739 0,200191
Erro 12 0,09340 0,00778
Total 17

Nivel de significAncia: 5%.

O p-valor e o F calculado obtidos demonstram que ndo ha diferenca estatistica entre
0s maximos valores da AME dos tratamentos aplicados. Ou seja, com 5% de significancia, o
valor maximo obtido da AME é estatisticamente igual entre todos os tratamentos.

Tais resultados demonstram que a aplicacdo do biossurfactante surfactina acima da
sua CMC nao inibiu a atividade microbiana, principalmente das arqueas metanogénicas.
Entretanto, esses nao foram os resultados observados por Damasceno et al. (2013), em que
a adicdo de um biossurfactante do tipo ramnolipideo acima da CMC e pool enzimatico
reduziram a producdo especifica de metano na biodigestdo anaerdbia de efluente de

abatedouro de aves.
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3.5.1.6 Perfil dos acidos organicos volateis

As médias de concentracdo dos Acidos Organicos Volateis (AOV) (acético,
propiénico e butirico) durante os ensaios de biodigestdo anaerdbia para cada um dos
tratamentos aplicados sdo apresentadas a seguir. Foram utilizados os dados das amostras
destrutivas para a construcéo dos gréficos.

Na Figura 37 € apresentado o comportamento do acido acético.
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Figura 37 Comportamento do acido acético no decorrer das cinco semanas de biodigestao
anaerdbia dentre os tratamentos aplicados.

No presente trabalho foi observado que o &cido acético esteve em maior
concentracdo na primeira semana de biodigestéo e verificou-se a sua redugdo no decorrer
do tratamento anaerobio. As concentra¢fes iniciais do acido variaram de 75,09 a 107,29
mg.L™.

As porcentagens de reducdo nas concentracdes de &acido acético entre o0s
tratamentos do inicio ao final do processo foram: T1 =100%; T2 = 90,05%; T3 = 90,93%; T4
=90,11%; T5 = 89,36%; T6 = 88,71%.

O &cido acético € o mais importante e aquele que mais prevalece entre as formas
dos acidos volateis que interferem na digestdo anaerdbia e na producao de gas, pois pode
ser formado diretamente pela fermentacdo de carboidratos, proteinas e lipideos e é o
intermediario metabdlico que é convertido em CH, e CO, (Mc CARTY; JERIS; MURDOCH
1963).

Tais resultados também contribuem para visualizar o0 comportamento do processo
anaerobio desenvolvido. Observa-se que a partir da quarta semana de biodigestdo as
concentracdes do acido diminuiram, juntamente com a DQOs, estabilizacdo da producéo

acumulada de metano e diminuicdo da AME.
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Provavelmente, o &cido acético esteve presente em maior concentragdo que 0S
outros acidos, pois a conversdo da glicose em &cido acético ocorre preferencialmente,
devido ao fato dessa reacdo fornecer as bactérias acidogénicas um rendimento de energia
maior para 0 crescimento, além de ser um substrato para o0 grupo de &rqueas
metanogénicas acetoclasticas que atuam na etapa posterior, para assim produzir metano
(SHIDA, 2008).

Na Figura 38 € apresentado o comportamento do acido propiénico.
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Figura 38 Comportamento do acido propibnico no decorrer das cinco semanas de
biodigestdo anaerdbia dentre os tratamentos aplicados.

O &cido propibnico, assim como o acético, também esteve em maior concentragdo
na primeira semana de biodigestdo e verificou-se a reducdo do mesmo no decorrer do
tratamento anaerdbio. As concentracdes iniciais desse acido variaram de 26,26 a 43,77
mg.L™, e houve completa transformacao do &cido propidnico até o final da quarta semana de
biodigestdo para todos os tratamentos.

O &cido propidnico é formado pela fermentacdo metanogénica de carboidratos e
proteinas. No reator, as bactérias acetogénicas transformam o acido propidnico e o etanol
em acido acético e hidrogénio, enquanto as bactérias metanogénicas hidrogenotréficas
utilizam hidrogénio e gés carbdnico para produzir metano (ENCINA; HIDALGO, 2005).

Na Figura 39 é apresentado o comportamento do acido butirico.



99

m13 SEMANA
m2% SEMANA
3% SEMANA
47 SEMANA
5% SEMANA

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Tratamento

Figura 39 Comportamento do 4cido butirico no decorrer das cinco semanas de biodigestao
anaerbbia dentre os tratamentos aplicados.

O &cido butirico é formado a partir de proteinas e lipideos (Mc Carty; Jeris; MurdocH,
1963), e, para esse trabalho, a sua concentracao inicial variou entre os tratamentos de 12,45
a 18,22 mg.L™ e concentragéo final de 12,58 a 13,8 mg.L™.

O &cido butirico permaneceu nos reatores no decorrer das cinco semanas de
biodigestdo anaerobia, e houve redugcdo na concentragdo desse para os tratamentos: T1 =
28,60%; T2 = 28,81%; T3 = 21,34%; T5 = 17,04% e T6 = 14,33%. Somente para o T4 houve
aumento na concentracdo na ordem de 9,71% do inicio para o final da biodigestéo.

O &cido latico também foi avaliado nas amostras, entretanto, seus resultados nao
foram apresentados no trabalho porque, além das concentracfes obtidas terem sido muito
baixas, ndo houve reprodutibilidade entre as réplicas, nem houve coeréncia de dados. Isso
pode ter ocorrido devido a uma provavel baixa presséo de H, no sistema. Nessa condicéo, a
formacdo de compostos organicos como acetato, CO, e H, é termodinamicamente
favorecida, enquanto na condi¢cdo de pressdo parcial de H, em niveis elevados, ocorre
somente a formagéo de produtos como propionato e alguns outros acidos orgéanicos, lactato

e etanol (CARON et al., 2009).

3.5.2 Anélises microbioldgicas

Foram realizadas analises microbiolégicas do lodo anaerdbio bruto e dos lodos

utilizados como indculo nos tratamentos aplicados.
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3.5.2.1 Hibridizacao In Situ com Sondas Fluorescentes (FISH)

Os resultados das andlises de FISH com a biomassa do lodo anaerébio antes e ap6s
o tratamento do efluente estdo apresentados nesta secdo. A primeira imagem de cada
Figura da secao refere-se ao corante DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) (imagens em
azul). A segunda imagem refere-se as sondas especificas (imagens em vermelho).

O corante DAPI é amplamente utilizado na microscopia de fluorescéncia; € também
um corante fluorescente que se liga fortemente aos acidos nucleicos e promove a coloracéo
de qualquer organismo presente na amostra. A sonda EUB hibridiza especificamente no
acido nucleico (DNA, RNA ou RNAr) de bactérias do Dominio Bacteria, enquanto a sonda
ARC hibridiza especificamente no 4cido nucléico de bactérias do Dominio Archaea.

Na Figura 40 (A a G) sdo apresentadas algumas morfologias observadas na

microscopia de epifluorescéncia com FISH para a sonda EUB338 |, Il e .

--

Figura 40 Morfologia de microrganismos sob epifluorescéncia, observados em corante DAPI
(azul) e com a sonda EUB338 (vermelho) para as amostras: (A) Lodo bruto; (B) Tratamento
1; (C) Tratamento 2; (D) Tratamento 3; (E) Tratamento 4; (F) Tratamento 5; (G) Tratamento
6.
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Figura 40 (continuac&o) Morfologia de microrganismos sob epifluorescéncia, observados
em corante DAPI (azul) e com a sonda EUB338 (vermelho) para as amostras: (A) Lodo
bruto; (B) Tratamento 1; (C) Tratamento 2; (D) Tratamento 3; (E) Tratamento 4; (F)
Tratamento 5; (G) Tratamento 6.

Procurou-se obter as fotografias de regides das laminas onde néo fosse elevada a
presenca de granulos de lodo, mas, conforme observado na Figura 42A, referente a
caracterizacao do lodo anaerobio bruto, € possivel observar nas imagens o emaranhado de
matéria organica e coldonias de microrganismos.

Para todas as amostras analisadas, observou-se uma grande diversidade de
microrganismos com morfologias de cocos, bacilos, filamentos e agrupamentos de cocos

(sarcinas). Na Figura 42B, referente ao tratamento 1, observou-se a presenca marcante de
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um bacilo com extremidade arredondada, enquanto na Figura 42F, referente ao tratamento
4, observou-se a presenca de filamento septado, caracteristicas de organismos
pertencentes ao Dominio Bacteria.

Hirasawa (2007) também verificou tais caracteristicas no lodo anaerodbio utilizado
como indculo em seu trabalho que tinha como objetivo avaliar a metanogénese e
sulfetogénese em um reator UASB, sob diferentes relacbes etanol/sulfato. Esse autor
descreve ainda a importancia da observacao in situ das amostras biologicas utilizadas como
indculo, para se decidir na escolha de sondas ou primers especificos a serem aplicados nas
analises por técnicas de biologia molecular.

Algumas morfologias observadas na microscopia de epifluorescéncia com FISH para

a sonda ARC 915 estdo apresentadas na Figura 41 (A a G).

--
E E

Figura 41 Morfologia de microrganismos sob epifluorescéncia, observados em corante DAPI
(azul) e com a sonda ARC915 (vermelho) para as amostras: (A) Lodo bruto; (B) Tratamento
1; (C) Tratamento 2; (D) Tratamento 3; (E) Tratamento 4; (F) Tratamento 5; (G) Tratamento
6.
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Figura 41 (continuag&o) Morfologia de microrganismos sob epifluorescéncia, observados
em corante DAPI (azul) e com a sonda ARC915 (vermelho) para as amostras: (A) Lodo
bruto; (B) Tratamento 1; (C) Tratamento 2; (D) Tratamento 3; (E) Tratamento 4; (F)
Tratamento 5; (G) Tratamento 6.

Foi possivel detectar a presenca de DNA de bactérias arqueas em todas as amostras
analisadas, e foram consideradas metanogénicas, pois, de acordo com Raskin et al. (1995),
parte-se do pressuposto de que as condicdes ambientais dos reatores e digestores
anaerobios néo favorecem o crescimento de outras que ndo sejam metanogénicas.

Microrganismos semelhantes as bactérias do género Methanosaeta estiveram

presentes em quase todas as amostras. Tal género € constituido por espécies que formam
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filamentos longos e finos, importantes na formacdo da trama microbiana presente nos
granulos de reatores anaerobios. Tais microrganismos tém elevada afinidade pelo acetato,
mas uma taxa de crescimento especifico, relativamente baixa (tempo de duplicacé@o celular
de 3,5 a 9 dias) (JETTEN et al., 1992).

Também foi possivel observar a presenca de microrganismos semelhantes as
bactérias do género Methanosarcina, as quais formam cocos que se agregam e formam
“pacotes”, e sao generalistas (seus membros podem apresentar os trés tipos de
metabolismo). Tém taxa de crescimento especifico maior (24 horas de tempo de duplicacéo
celular), quando comparada ao da Methanosaeta, entretanto, apresenta baixa afinidade pelo
acetato (JETTEN et al., 1992).

Abreu (2007) avaliou a diversidade microbiana do lodo anaerébio de dois reatores
UASB com peneiramento forcado e duas velocidades ascensionais. As analises de FISH
com a sonda ARC915 revelaram quatro tipos morfolégicos diferentes: dois similares as
metanogénicas acetoclasticas tipicas (flamentos do género Methanosaeta e agregados de
cocos do género Methanosarcina) e outros dois filamentos, diferentes dos de Methanosaeta,
provavelmente relacionados as metanogénicas hidrogenotroficas. O morfotipo de
Methanosaeta foi o mais observado e compreende de 63 a 87% do total de arqueas. A
autora conclui que ambos reatores apresentavam uma comunidade de arqueas similar,
constituida principalmente por filamentos tipicos de Methanosaeta. Assim, confirmam-se a
importancia e a predominancia desse grupo microbiano na cadeia final de degradacé&o
anaerdbia em reatores anaerobios.

E bem provavel que nesse estudo, assim como no apresentado por Hirasawa (2007),
a metanogénese tenha sido favorecida pelo predominio de &rqueas acetoclasticas,
especificamente Methanosaeta sp., proveniente do inéculo (lodo) predominantemente
metanogénico a partir da reducdo do acetato.

No presente trabalho n&o foram observados organismos redutores de sulfato (SRB)
nas amostras com sonda especifica, ou essas podem ter se apresentado em concentracdes
muito baixas, nas quais ndo foram possiveis de deteccdo pela técnica empregada.
Possivelmente, as metanogénicas consumiram o0 acetato proveniente da degradacdo de
etanol e foram mais favoraveis em relacdo as SRB nas condicdes empregadas no

experimento.

3.5.2.2 Colorag&o de Gram

Os resultados obtidos com as amostras coradas com a técnica de Gram sdo

apresentados nesta secdo. Na Figura 50 estdo apresentadas as imagens obtidas na

caracterizacao do lodo anaerébio de biodigestor de fecularia.
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Na Figura 42 (A a G) estdo algumas morfologias observadas na microscopia em
coloracdo de Gram.

..

Figura 42 Morfologia de microrganismos observados em coloracdo de Gram. (A) Lodo
bruto; (B) Tratamento 1; (C) Tratamento 2; (D) Tratamento 3; (E) Tratamento 4; (F)
Tratamento 5; (G) Tratamento 6.

A coloracdo de Gram permitiu observar que, no lodo anaerébio, ha a presenca em
maior evidéncia de microrganismos gram-positivos (coloracdo roxa) do que de organismos
gram-negativos (coloracao rosa).

De acordo com Madigan et al. (2010), a maioria das bactérias acetogénicas que
produzem e excretam acetato no metabolismo anaerébio é gram-positiva e pertence ao
Dominio Bacteria. Arqueas metanogénicas do género Methanosaeta também s&o gram-
positivas.
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A coloracdo de Gram ressaltou a morfologia dos microrganismos e permitiu melhor
visualizacdo dos géneros bacterianos presentes nas amostras. Em todos os tratamentos
aplicados, foi possivel observar a riqgueza na biodiversidade microbiana do lodo anaerdbio
dos tratamentos, com a presenca de filamentos continuos e septados, cocos, bacilos e

sarcinas.
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3.6 CONCLUSOES

A biodigestdo anaerobia € um tratamento que ja& € empregado para efluentes
agroindustriais, e, na presente pesquisa, confirmou-se sua viabilidade para o tratamento de
efluente de abatedouro de aves, além de ocorrer a producédo de metano no biogas.

O acompanhamento dos ensaios, a partir de amostras destrutivas, permitiu observar o
desenvolvimento temporal dos parametros de controle diretamente envolvidos ha
biodigestao anaerdbbia, e constatar que o processo se desenvolveu adequadamente.

A remocédo da matéria organica sollvel do efluente apresentou-se estatisticamente igual
entre os tratamentos aplicados.

Possivelmente, os 6leos e graxas presentes podem ter sido mais efetivamente
disponibilizados e solubilizados com o efeito da temperatura sobre os constituintes do
efluente ao invés de uma acao direta do biossurfactante na etapa de pré-tratamento.

O volume acumulado de metano ao final do experimento para o tratamento controle, em
que nao houve a adicdo de surfactina no pré-tratamento, foi o menor observado entre os
tratamentos.

Pelas andlises microbiolégicas de FISH e coloracdo de Gram, foi possivel observar que
o biossurfactante surfactina nédo inibiu o aparecimento dos géneros bacterianos comumente
presentes em tratamentos anaerdbios de efluentes, e apresentou, em todos os tratamentos,

grande riqueza de espécies microbianas.
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CONCLUSOES GERAIS

A surfactina obtida do cultivo de Bacillus subtilis LB5a em manipueira, utilizada nesse
trabalho, apresentou caracteristicas essenciais de um excelente surfactante, tais como: bom
indice de emulsificagdo, manutencdo da estabilidade das emulsfes obtidas com os 6leos e
hidrocarbonetos apds 72 horas e Concentracdo Micelar Critica (CMC) adequada, que
permite a reducéo da tensado superficial de forma eficiente.

Observou-se que a surfactina néo inibiu a comunidade microbiana presente no lodo
anaerobio, e, com isso, conclui-se que esse biossurfactante pode ser aplicado na &rea
ambiental, como na de tratamento de efluentes.

Durante os ensaios de pré-tratamento do efluente de abatedouro de aves com
surfactina nas concentrages: 0, 6; 13,27; 31; 48,73 e 56 mg.L™, foi possivel observar que o
tempo de 4,5 horas é suficiente para solubilizar a Demanda Quimica de Oxigénio Soluvel
(DQOs) em sua maxima concentracdo. Foi notério também que nas maiores temperaturas e
concentragcbes de surfactina encontraram-se 0s maiores valores de aumento da
solubilizacdo da DQOs.

Na etapa de biodigestdo anaerébia do efluente pré-tratado, foi possivel concluir que
o efluente de abatedouro de aves é passivel de biodigestdo anaerdbia, com producdo de
metano no biogas. Entretanto, o volume acumulado de metano ao final do experimento para
o tratamento controle, em que ndo houve a adi¢cdo de surfactina no pré-tratamento, foi o
menor observado entre os tratamentos.

A remocdo da matéria organica solivel na forma de DQOs apresentou-se
estatisticamente igual entre os tratamentos aplicados. Os 0leos e graxas (OG) podem ter
sido disponibilizados com o efeito da temperatura sobre os constituintes do efluente ao invés
de uma acao direta do biossurfactante na etapa de pré-tratamento, visto que no tratamento
controle também foi observada remocéo significativa de tal parametro.

O acompanhamento dos ensaios, por meio das amostras destrutivas, permitiu
observar o desenvolvimento temporal dos parametros de controle diretamente envolvidos na
biodigestao anaerdbbia, e constatar que o processo se desenvolveu adequadamente.

Ainda, por andlises microbiologicas de FISH e coloragdo de Gram, foi possivel
observar que o0 biossurfactante surfactina nao inibiu o aparecimento dos géneros
bacterianos comumente presentes em tratamentos anaerdbios de efluentes, e apresentou

grande riqueza de espécies microbianas em todos os tratamentos.
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RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se testar outras concentracdes do biossurfactante surfactina no pré-
tratamento do efluente;

Avaliar efluentes que apresentem maior carga de OG para que, dessa forma,
possam ser obtidos resultados mais expressivos;

Avaliar e comparar os surfactantes sintéticos no tratamento de efluentes;

Utilizar uma enzima lipolitica na etapa de pré-tratamento juntamente com o
biossurfactante para verificar a acdo conjunta de quebra e emulsificagdo da molécula
de gordura.



