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“ You need chaos
In your soul

To give birth to
A dancing star.”
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RESUMO

NASPOLINI, Bianca Ferrazzo. Emprego de vinhoto como meio de cultura para
producio de biossurfactante e analise do meio residual para producio de metano.
Rio de Janeiro, 2015. Dissertagdo (Mestrado) — Programa de Engenharia Ambiental,
Escola Politécnica e Escola de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2015.

Na produgdo de bioetanol a partir de cana-de-agtcar (bioetanol de primeira geragdo —
1G), sdo geradas grandes quantidades de vinhoto, um residuo com elevado potencial
poluidor que necessita de tratamento e disposicdo adequados. Como este apresenta alta
concentragdo de matéria organica, que pode ser utilizada como matéria-prima de
processos biotecnoldgicos, propde-se neste trabalho a utilizacdo do vinhoto 1G para
producdo de biossurfactantes (ramnolipideos) e avaliagdo de seu potencial como
inibidor da formacao de biofilmes, em etapa anterior ao tratamento biologico anaerdbio
para produ¢do de metano. Este aproveitamento do vinhoto pode reduzir os custos de
producao dos biossurfactantes a niveis competitivos com os similares (obtidos por rotas
petroquimicas), gerar energia na forma de metano, e a0 mesmo tempo reduzir os
impactos ambientais relacionados ao descarte. O vinhoto (1G) apresentava pH 4acido
(4,1), elevadas concentracdes de matéria organica biodegradavel (DQO 77 g/L e DBO
58 g/L) e sulfato (5,8 g/L). O vinhoto foi utilizado para composi¢do de meios de
fermentagdo com distintas fontes de nitrogénio, com o objetivo de produzir o
biossurfactante (BS) do tipo ramnolipideo por fermentacdo submersa da cepa
Pseudomonas aeruginosa PA1. A utilizagdo do vinhoto como meio de cultivo para
produgdo de ramnolipideo se mostrou viavel em comparagdo ao meio de cultivo
convencional. O BS separado dos meios residuais por precipitacdo acida e centrifugagao
apresentou concentracao de ramnolipideo de 2 g/L, tensdo superficial de 26,5 mN/m e
concentragdo micelar critica de 80,3 mg/L. Nos ensaios de avaliagdo de seu potencial de
inibicao do crescimento planctonico e séssil (com corpos de prova de ago API-X60) de
bactérias aerdbias totais, ferrobactérias, bactérias anaerdbias totais e bactérias redutoras
de sulfato (BRS) contidas em agua de producao, verificou-se a redug¢ao das populagdes
microbianas com a aplicag@o deste BS, especialmente das BRS. Analises de DGGE das
amostras do grupo das BRS e andlises de microscopia confocal comprovaram os
resultados observados com os corpos de prova que receberam a dosagem do BS (43,63
ng/mL). Os meios fermentados foram empregados em ensaios de biodegradabilidade
anaerobia, em condi¢oes mesofilicas, utilizando o vinhoto bruto como controle. O meio
que se mostrou mais adequado foi o que ndo requer suplementacdo de nutrientes e
apresenta menor tempo de fermentagdo, apresentando boa remog¢ao de DQO (63,2%) e
PEM de 97,6 mL CH4/g DQO removida (a 30°C). Conclui-se que a producao de BS nao
inibiu a digestdo anaerdbia e que ainda sd3o necessarios estudos para otimizag¢do do
processo integrado de producdo de BS e digestdo anaerdbia do vinhoto, como o
aumento da remoc¢do de DQO e produgdo de metano na digestdo anaerdbia e a
determinagdo da concentragdo inibitéria minima para os BS produzidos.

Palavras-chave: Vinhoto, biossurfactante, biofilmes, bactérias redutoras de sulfato,
tratamento anaerobio, metano.



ABSTRACT

NASPOLINI, Bianca Ferrazzo. Application of vinasses as culture media for
biosurfactant production and wastewater analyses for methane production. Rio de
Janeiro, 2015. Dissertation (Master’s Degree aplication) — Environmental Engineering
Program, Politechnic School of Engineering e Chemistry School, Federal University of
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015.

Bioethanol production from sugarcane (first generation bioethanol - 1G), generates
large amounts of vinasse, that contains a high pollution potential and has to be well
managed for an adequate final disposal. Due to this high concentration of organic matter
it can be used as raw material for biotechnological processes, as the application of
vinasse 1G to produce biosurfactants (rhamnolipids) and evaluation of its potential to
inhibit biofilm formation, prior to the anaerobic biological treatment step to produce
methane. This application can reduce production costs at competitive levels with
commercials biosurfactants (obtained by petrochemical routes), generate energy
(methane), while reducing environmental impacts related to final disposal. The vinasse
(1G) had an acidic pH (4.1), high concentrations of biodegradable organic matter (COD
77 g /1 and BOD 58 g / 1) and sulphate (5.8 g / L). The vinasse was used for the
composition of fermentation media with different nitrogen sources in order to produce
this biosurfactant (BS), of the type rhamnolipids, by submerged fermentation of the
strain Pseudomonas aeruginosa PA1. The use of vinasse as a culture media for
producing rhamnolipids proved feasible in comparison with conventional cultivation
media. The BS was separated from residual media by acid precipitation and the
centrifugation process showed rhamnolipids concentration of 2 g / L, surface tension of
26.5 mN / m and critical micelle concentration of 80.3 mg / L. In the assessment of
potential growth inhibition of planktonic and sessile (with specimens of API-X60 steel)
of total aerobic bacteria, iron bacteria, total anaerobic bacteria, sulfate-reducing bacteria
(SRB) within water production, showed diminution of microbial populations after the
application of BS, especially the SRB. DGGE analyzes and confocal microscopy of
SRB samples confirmed the results obtained with the concentration of BS (43.63 mg /
mL). Residual medias were employed in anaerobic biodegradability tests, in mesophilic
conditions, using raw vinasse as control. Based on these results, the most suited medium
the one that does not require supplementation of nutrients and has a lower fermentation
time, with good COD removal (63.2%) and MEP 97.6 mL CH4 / g COD removed (30 °
C). In conclusion, the BS production did not inhibit anaerobic digestion and further
studies are needed to optimize the integrated production process of BS and anaerobic
digestion of vinasse, such as increased COD removal and improvements methane
production in anaerobic digestion and define the minimum inhibitory concentration for
the BS application.

Keywords: Vinasse, biossurfactants, biofilms, sulfate-reducing bactéria, anaerobic
treatment, methane.
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1. INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 INTRODUCAO

A crise do petroleo em 1970 incentivou a criagdo de programas, no Brasil e em
muitos outros paises, que incentivam o uso de fontes alternativas de energia. Em 1975,
o governo brasileiro criou o Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL) que teve
como meta principal a redu¢do da importagdo de petrdleo e incentivou a produgdo de
etanol através da fixacdo de precos, mistura obrigatdria do dlcool com gasolina, iseng¢do

de impostos, e politicas de acdo e financiamento.

Em 2003, iniciou-se uma nova era no sctor automobilistico e de consumo de
etanol, com a introdugdo de uma dindmica distinta, com os veiculos flex-fuel (que
podem ser abastecidos com gasolina, etanol hidratado e mistura de ambos) ¢ tetra-fuel
(que podem ser abastecidos com etanol hidratado, gasolina pura, gasolina aditivada e
gas natural) (RICO et al.,2010). O aumento da producdo de etanol a partir da cana-de-
acucar e da frota de veiculos flex-fuel no mercado automobilistico brasileiro reflete o

interesse no uso do etanol como biocombustivel (PINHEIRO et al., 2010).

Em margo de 2015, tornou-se obrigatoria a adi¢do de etanol anidro combustivel
a gasolina, nos seguintes percentuais: 27% na gasolina comum e 25% na gasolina
premium (BRASIL, 2015). Diante destes fatos historicos, mostra-se crescente a

demanda de combustiveis renovaveis como o etanol.

Na produgdo de etanol, sdo geradas grandes quantidades de vinhoto — um
subproduto da etapa de destilacio — conhecido também como vinhaca e restilo. A
composicdo quimica deste residuo ¢ varidvel e depende principalmente da matéria-
prima adotada para a produ¢ao de etanol (GAMBOA et al., 2010). As principais
caracteristicas encontradas por Beltran et al., (2005), Jimenez et al., (2006) ¢ Pant e
Adholeya (2007) foram: altas concentragdes de solidos soluveis e matéria organica

(DQO entre 50-150 g/L), pH acido (3,5- 5,0) e cor elevada.

Diante da necessidade de tratamento e disposicdo adequada do vinhoto, sua
utilizacdo como matéria prima para producdo de biossurfactantes (ramnolipideos) em
etapa anterior ao tratamento e descarte, mostra-se como uma alternativa tecnoldgica
interessante, pois permite a redu¢do da concentragdo de matéria organica a0 mesmo

tempo a obtenc¢do de um produto de alto valor agregado.

Em geral, residuos agro-industriais que contenham elevados niveis de
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carboidratos (como o vinhoto) podem se apresentar como fonte de carbono para
producdo de biossurfactantes. O estabelecimento de um processo biotecnologico a partir
do uso de substratos alternativos apresenta alguns desafios, tais como: dificuldade em
encontrar a composicao adequada de nutrientes que viabilize a sintese do produto de
interesse, padronizagdo do residuo (devido as variagdes naturais de composi¢do), bem
como 0s custos inerentes ao processo. Entretanto, este aproveitamento pode reduzir os
custos de produgdo das vias biotecnoldgicas a niveis competitivos em relagdo aos
biossurfactantes similares (obtidos por rotas petroquimicas) € ao mesmo tempo reduzir

os impactos ambientais relacionados ao descarte (NITSCHKE e PASTORE, 2003).

De acordo com Banat et al. (2000), os biossurfactantes possuem um vasto
potencial de aplicacao industrial, e sdo comumente empregados na biorremediacdo de
solos, na descontamina¢do marinha, na limpeza de tanques de armazenamento de
combustiveis, no aumento de produtividade na exploracdo de petroleo, no setor
farmacéutico e de cosméticos como substincia humectante, na agro-industria como
fungicida, e na industria alimenticia como emulsificante, dentre outros. Araujo (2013)
estudou a viabilidade da aplicagdo de bissurfactante como agente condicionante, com

interesse na inibicdo de biofilmes em superficies metalicas.

Diante da necessidade de adotar tecnologias disponiveis que apresentem
vantagens ambientais e energéticas, a digestdo anaerobia se apresenta como uma
tecnologia interessante a ser aplicada ao residuo da producdo de biossurfactantes.
Afinal, o efluente residual deste processo ainda apresenta teores elevados de carbono e
nutrientes, que precisam ser reduzidos antes de serem dispostos no meio ambiente. A
digestao anaerobia ¢ um dos sistemas mais empregados para o tratamento de vinhoto,
porque apresenta baixo custo de operacdo (ndo ha necessidade de aeradores), producao
de lodo reduzida e obtencdo de metano, que possui elevado calor de combustdo

(LAVOV et al., 2001).

Para Cruz (1991), uma opg¢ao para estimular a comercializacdo do biogas ¢ a
adogao do subproduto da biodigestdo combinado as utilidades elétricas, como ocorre
com o bagago de cana-de-acucar. No estado de Sdo Paulo foi aprovado o decreto
58.659/2012 que instituiu o Programa Paulista de Biogéds, que tem como objetivo
principal incentivar e ampliar a participagao de energias renovaveis na matriz energética
do Estado de Sao Paulo, através das externalidades positivas da geragdo de gases

combustiveis provenientes de biomassa.
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Dentre os maiores obstaculos para o uso do biogas no Brasil, apontados por
Salomon e Lora (2009), sdo elencados: elevados custos de investimento, financiamentos
insuficientes, pouca pesquisa na area de digestdo anaerdbia, uma falha existente no
Programa Nacional de Biogéas (financiamento especifico, incentivos governamentais,
dificuldades de comercializagao de créditos de carbono para plantas industriais de

pequeno porte, dentre outros).

Com o objetivo de aperfeigoar o potencial energético e a sustentabilidade da
producdo de bioetanol, os efluentes gerados na producdo de etanol ndo devem ser
considerados como residuos do processo. Por conseguinte, a valorizacdo destas
correntes deve ser consolidada de modo que elas se tornem matérias-primas para outros
processos. Este conceito ¢ agora inerente ao dominio do tratamento bioldgico de
efluentes industriais, em que os avancos tecnolodgicos e cientificos obtidos nos ultimos
anos tém impulsionado a criagdo de novas linhas de pesquisa que visam ndo s6 a
adequacdo dos residuos gerados ao meio ambiente, mas também a recuperagdo de
energia e produtos a partir destes residuos. Através desta abordagem, a agua residual ¢
considerada como matéria-prima para o processo biotecnologico que pode gerar energia

e produtos com elevado valor agregado e cumpre, ao mesmo tempo, a funcdo primaria

de controlar a poluigdo ambiental (MORAES et al., 2015).

1.2 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal avaliar a utilizagdo de vinhoto
como meio de cultivo para a producdo de biossurfactante (ramnolipideo), por
fermentacdo submersa da bactéria Pseudomonas aeruginosa PAIl, e o tratamento
bioldgico anaerobio do meio residual da fermentagdo com a finalidade de geracdo de

metano.

Para tanto, delinearam-se os seguintes objetivos especificos:
* Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do vinhoto bruto empregado no

processo de fermentacdo para producao do biossurfactante;

* Determinar a composi¢ao de meio de fermentacdo adequada, a base de vinhoto,
para a producdo de biossurfactante, empregando cepa bacteriana previamente
selecionada;

* Obter e caracterizar o biossurfactante produzido na fermentagcdo do vinhoto;
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Obter a caracterizagao fisico-quimica do meio fermentado apos separagao do
biossurfactante para o processo de digestdo anaerdbia;

Obter e comparar dados de remog¢ao de DQO e producdo de metano na digestao
anaerobia do vinhoto bruto e do vinhoto apds fermentacao;

Avaliar o efeito dos BS (do Vinhoto ¢ Meio de Cultura), no crescimento e
formacao de biofilmes em corpos de prova de aco API X60;

Avaliar a diversidade da comunidade microbiana planctonica e séssil na
presenca e auséncia do biossurfactante (Meio de Cultura) para o grupo das BRS.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 VINHOTO: CARACTERISTICAS, VOLUMES PRODUZIDOS NO BRASIL,
TRATAMENTO E DISPOSICAO FINAL

No levantamento realizado pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), em abril de 2015, referente a safra de cana-de—acticar 2015/2016 e a
produgdo de etanol, verifica-se que a producdo de etanol total esta estimada em 29,2
bilhdes de litros para a safra 2015/16. Serdo produzidos 12,73 bilhdes de litros de etanol
anidro, utilizado na mistura com a gasolina ¢ 16,47 bilhdes de litros para o etanol

hidratado, utilizado nos veiculos flex fuel (CONAB, 2015).

Nas usinas brasileiras, estima-se que para cada litro de etanol produzido sdo
gerados em média de 10 a 15 litros de vinhoto (CAVALLET et al., 2012; SOUZA et
al., 1992). Se for considerada toda a projecdo da safra 2015/2016 de etanol estimado
pela CONAB, a produgdo média de vinhoto serd de aproximadamente 372,6 bilhdes de

litros.

O vinhoto, também conhecido como vinhaca, ¢ um subproduto gerado na etapa
de destilacdo do etanol, subsequente a etapa de fermentacdo de carboidratos que podem
ser obtidos a partir de distintas fontes de materiais sacarineos (cana-de-acucar e
beterraba), amildceos (milho, trigo, arroz, mandioca, aveia, etc) ou lignocelulosicos

(bagago de cana, palha, madeira, dentre outros) (WILKIE et al., 2000).

Bonomi et al. (2011) apresentam um diagrama das sucessivas etapas que
compdem o processo de produgdo de etanol 1G e eletricidade. A geragdo do vinhoto

esté ilustrada na Figura 2.1.

Em geral, o subproduto vinhoto apresenta cor escura € ¢ composto basicamente
de agua (93%), solidos organicos e minerais (7%). Contém elevados teores de matéria
organica na forma de acidos orgadnicos e cations como K, Ca e Mg, e baixas

concentragdes de N e P (LAIME et al., 2011).

As composi¢des dos vinhotos gerados a partir de distintas fontes de biomassa
foram abordadas na patente por Cammarota et al. (2012), e as caracterizagdes sdo

apresentadas na Tabela 2.1.
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Figura 2.1: Diagrama do processo integrado de produgao de etanol 1G e eletricidade.
Fonte: BONOMI et al. (2011).
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De acordo com Wilkie et al. (2000), as caracteristicas do vinhoto e seu potencial
poluidor (expresso em DQO pode alcancar valores superiores a 100 g/L) estdo
diretamente relacionados com a matéria-prima adotada para producao de etanol. E cada
processo e operacao unitaria, desde o pré-tratamento, métodos e modo de condugdo da
fermentagdo e destilacao, tém impactos significativos sobre a qualidade e a quantidade
de vinhoto gerado. De acordo com os autores, a concentragdo de acgticares no melago de
cana, através da cristalizacdo e evapora¢do do caldo, aumenta a concentragdo de

acucares nao fermentados que permanecem no vinhoto ap6s a fermentacao.

Com relagdo ao pH do vinhoto, observa-se que os valores variam entre 4 ¢ 5. O
artigo 16 da resolugdlo CONAMA n° 430 (2011) dispde sobre os padrdes para
langamento de efluentes em corpos hidricos, e salienta que o pH do efluente a ser
langado deve estar entre 5 e 9 e a temperatura inferior a 40°C. No caso de disposi¢cao em
solo, a norma da CETESB P4.231 (2005) preconiza o ajuste de pH do vinhoto para

valores proximos a 6.
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Tabela 2.1: Caracterizagdes dos vinhotos obtidos a partir de distintas fontes de biomassa.
Fonte: CAMMAROTA et al. (2012).

Matéria-prima utilizada na fermentacdo

Misto
(Melago +
Cana-de- Cana-de-
Melago acucar agucar) Lignocelulose
Parametros (1G) (1G) (1G) (vinhoto 2G)
pH 4,2-5,0 3,7-4,6 4,4-4,6 4,0-4,9
Temperatura (°C) 80-100 80-100 80-100 --
DBOs (g O2/L) 25 6-16,5 19,8 31,5-87,7
DQO (g O,/L) 65 15-33 45 75,6-109,7
Relagdo DBOs/DQO 0,39 0,45 0,44 0,39-0,80
Solidos Totais (mg/L) 81.500 23.700 52.700 467-5805
Soélidos Volateis (mg/L) 60.000 20.000 40.000 454-5715
Soélidos Fixos (mg/L) 21.500 3.700 12.700 13-707
Nitrogénio (mg N/L) 450-1610 150-700 480-710 205-462
Fosforo (mg P,Os/L) 100-290 10-210 9-200 100,5
Potassio (mg K,O/L) 3.740-7.830  1.200-2.100  3.340-4.600 40-88
Célcio (mg P,O/L) 450-5.180 130-1.540  1.330-4.570 8,0-12
Magnésio (mg MgO/L) 420-1.520 200-490 580-700 16-24
Sulfato (mg SO4~ /L) 6.400 600-760 3.700-3.730 44-366
Carbono (gC/L) 11,2-22,9 5,7-13,4 8,7-12,1 33,7-33,2
COT (g C/L) -- -- -- 22,7-32,6
Relagdo C/N 16,00-16,27  19,7-21,07  16,40-16,43 49,2-124,9
Substancias redutoras
(mg/L) 9.500 7.900 8.300 9166
Fendis Totais (mg/L) -- -- -- 0,4-12.4

A presenca de melanoidinas e elevado contetido organico fornecem a este
residuo liquido cor acastanhada escura e baixo pH (SOUZA et al.,1992). Além de
promover a redu¢do de DQO e nutrientes, a reducdo da cor do vinhoto pode ser
requerida para que seja permitida a disposi¢ao deste efluente tratado em corpos hidricos,
sem que haja a degradagdo da sua qualidade. A cor elevada deste efluente pode reduzir a
penetracdo da energia solar, requerida por organismos aquaticos para manuten¢do dos
niveis de oxigénio através da fotossintese. O lancamento de efluentes com cor elevada
em corpos hidricos pode provocar morte ou decaimento de organismos aquaticos, que
contribuem para a reaera¢ao do corpo hidrico, e causar eutrofizagio (WILKIE et al.,

2000).

De acordo com estudos realizados nos anos 1980, uma refinaria de etanol de

médio porte produzia, em média, 10° litros de etanol por ano. O aumento de tamanho e
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do nimero de destilarias criaram problemas associados aos subprodutos formados.
Volumes consideraveis de vinhoto foram langados em corpos hidricos e causaram
severos problemas de polui¢do ambiental. Simultaneamente, com o aumento da
producdo de vinhoto, alguns usos alternativos foram propostos (SANTOS, 1981 apud
DEMATTE, 2004).

Existem muitas propostas para tratamento fisico-quimico e bioldgico do vinhoto,
nas quais as caracteristicas poluentes sdo reduzidas através da degradacdo de
substincias organicas e sua transforma¢do em efluentes biodegradaveis. Para os autores
Gamboa et al. (2010) o tratamento fisico quimico geralmente demanda varios reagentes
para oxidar os contaminantes organicos, enquanto o tratamento biologico, classificado

em aerdbio e anaerobio, ¢ conhecido por ser mais eficiente para o tratamento de

diferentes correntes industriais.

O tratamento adequado ao vinhoto deverd estar relacionado a disposi¢do final
adotada. A disposi¢ao final podera ser feita em solo ou em corpos hidricos. De acordo
com Wilkie (2000), o principal impacto da disposi¢do de vinhoto em corpos hidricos ¢ a
degradacdo da qualidade da dgua, com aumento da coloragdo da mesma. Uma remocgao
significativa da cor do efluente se faz necessdria com vista a disposicdo em corpos
hidricos. Enquanto a remogao de cor ndo ¢ requerida para aplicacao de efluentes de cor

elevada (como o vinhoto) em solo.

A destinagdo final mais comum do vinhoto ¢ a aplicagdo no solo dos canaviais
como fertilizante, devido aos elevados teores de matéria organica e nutrientes
(principalmente potassio, mas também nitrogénio e fosforo). A fertirrigagdo consiste na
utilizacao do vinhoto na irrigacdo dos solos dos canaviais. De acordo com Camargo et
al. (2009), os primeiros estudos de aplicagdo de vinhoto no solo no Brasil comegaram
na década de 1950. O uso do vinhoto como fertilizante se tornou comum nas refinarias
no comego dos anos 1980 (CORRAZZA, 1996). Em geral, os estudos nesta area sao

escassos € muitas vezes contraditorios.

Segundo Camargo et al., (2009), é uma alternativa que foca no uso racional de
recursos naturais, de forma a evitar a disposi¢do do vinhoto em rios, enquanto torna
férteis os solos agricolas. E comumente utilizada, pois demanda um custo inicial de
investimento pequeno, ndo apresenta complexidade tecnologica, apresenta baixo custo
de manutengdo, rapida aplicagao e aumenta o rendimento das culturas. De acordo com

as perspectivas econdmicas, esta alternativa representa a solugdo mais simples e barata
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para a disposi¢cdo de um efluente tdo abundante. No entanto, ndo ¢ possivel afirmar com
certeza que esta alternativa ndo resulta em impactos ambientais, embora permitida por

lei.

A intensidade dos impactos ambientais, decorrentes da utilizacdo do vinhoto na
fertirrigagdo, pode ser diferente em fun¢do da variabilidade da composi¢do do vinhoto.
De acordo com Sheechanand Green-field (1980), as caracteristicas do vinhoto sdo
dependentes da matéria-prima e, portanto, as praticas agricolas influenciam na
composi¢ao da planta. No caso do vinhoto de cana-de-agucar, a sua composi¢ao
também varia de acordo com o substrato da fermentacdo, ou seja, caldo e/ou melago.
Nas plantas autonomas, que produzem apenas etanol, o vinhoto origina-se a partir do
caldo fermentado. Em plantas anexas, que produzem acucar e etanol, o vinhoto deriva
de ambos: melaco e caldo. Independentemente de sua origem, os principais compostos
organicos presentes no vinhoto, relatados na literatura, consistem em &acidos organicos
(sobretudo lactico e acético), bem como alcoois (principalmente glicerol e etanol), e
menor quantidade de hidrocarbonetos (PARNAUDEAU, 2008). O autor também
salienta que os possiveis impactos ambientais adversos, tais como a saliniza¢dao do solo

e lixiviagdo de nitratos, devem ser considerados.

Em diversos lugares, a pratica da fertirrigagdo ¢ realizada no Brasil. Com
finalidade de avaliar o impacto do cultivo de cana-de-actcar com fertirrigacao (vinhoto
diluido na proporcao 6:4, com agua de irrigagdo ou de lavagem) na qualidade da agua
do rio Ipojuca, localizado em Pernambuco, no Nordeste do Brasil, o monitoramento da
qualidade da 4gua a montante e a jusante do corpo hidrico foi conduzido por Gunkel et
al. (2007) no periodo de novembro de 2003 a margo de 2004. Os autores constataram a
jusante do cultivo e da indlstria o aumento da temperatura da agua, acidificacdo,
aumento da turbidez e deplecdo das concentragdes de O, no corpo hidrico no periodo de
safra (outubro a marco), periodo em que a fertirrigagdo ¢ realizada. Esta pratica foi
considerada pelos autores uma das principais fontes de contaminagao e polui¢dao difusa
do rio. Os elevados teores de potassio detectados no monitoramento da qualidade da
agua revelaram um efeito de carreamento do vinhoto utilizado na fertirrigacdo para o
rio, pois o potassio apresenta baixa solubilidade e normalmente ¢ encontrado em baixas
concentragdes nos rios (entre 1 e 2 mg/L). Além disso, salientaram que a fertirrigagao
realizada em longo prazo promove o acimulo de potassio no solo, o que influencia

negativamente o crescimento das plantas, e ainda reduz o teor de agticar da planta. Os
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autores concluiram que métodos de cultivo alternativos de cana-de-acticar, assim como
tecnologias para reduzir a produgdo e propor o tratamento de vinhoto devem ser
desenvolvidos de forma a assegurar o extenso uso do solo e garantir a prote¢do dos

recursos hidricos disponiveis.

Oliveira et al. (2010) realizaram um estudo pontual, e em condi¢des especificas,
com uma Unica aplicacdo de vinhoto no solo e realizou o monitoramento dos gases de
efeito estufa durante 15 dias. Ndo foram detectadas emissdes de metano no solo;
todavia, a maioria das emissdes ocorreu nos canais de distribuicdo reversos.
Adicionalmente, parte da matéria organica contida no vinhoto foi provavelmente
utilizada como doador de elétrons na desnitrificacdo heterotréfica no solo, porque
emissoes de oxido nitroso (N,O), produto intermediario da desnitrificacdo, foram
detectadas. De acordo com o IPCC (2007), o potencial de aquecimento global do N,O

(6xido nitroso) € 296 vezes maior que o do didxido de carbono (CO,).

No estado de Sao Paulo, a norma da CETESB P4.231 preconiza os critérios e
procedimentos para aplicagdo de vinhoto no solo agricola, limitando apenas o teor de
potéssio. Esta norma negligencia a elevada concentracdo de matéria organica disponivel
no vinhoto, e a composi¢do deste efluente ndo estd padronizada para uso no solo, o que
¢ um fator preocupante, pois a caracterizagao do vinhoto varia significativamente de

acordo com cada planta industrial (MORAIS et al., 2013).

A matéria organica (contida no vinhoto) quando incorporada ao solo ¢
metabolizada por fungos, que neutralizam a acidez do solo de forma a viabilizar a
proliferagdo de bactérias responsaveis pela mineralizagcao e imobilizagdo do nitrogénio,
nitrificacdo, desnitrificacdo e fixagdo biologica. Desta forma, hd o aumento da
populacdo microbiana (micro-organismos participantes dos ciclos biogeoquimicos de

outros elementos) ¢ da atividade microbiana no solo (NEVES et al., 1983).

Diante das tecnologias disponiveis atualmente pata tratamento de efluentes
industriais, a digestdo anaerdbia mostra-se interessante para ser aplicada em correntes
liquidas de biorrefinarias de cana-de-agucar, pois apresenta vantagens ambientais e
energéticas. O vinhoto apos a digestdo anaerdbia pode apresentar menor carga organica,
mas ainda contém nutrientes € minerais ¢ pode ser utilizado na lavoura como
fertilizante. No que se refere aos proveitos energéticos, o biogds gerado a partir da
digestao anaerdbia do vinhoto se mostra como fonte de energia atrativa devido ao

elevado calor de combustdo do metano presente no biogas (MORALIS et al., 2015).
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Apesar do processo de digestdo anaerdbia apresentar todas estas vantagens,
ainda restam diversos desafios e obstaculos para que este processo seja implementado
completamente, principalmente associado ao entendimento completo do bioprocesso
aplicado a residuos especificos, a caréncia de uma legislagdo aplicada a pratica da
fertirrigagdo, assim como a ndo valorizacdo do biogids como combustivel alternativo no
Brasil. Diante deste cenario, para que essas barreiras possam ser ultrapassadas sao
indispensaveis os esfor¢os combinados do governo, agéncias ambientais reguladoras e

da comunidade cientifica (MORAES et al., 2015).

2.2 DIGESTAO ANAEROBIA

O processo bioldgico anaerdbio também denominado digestdo anaerdbia
representa um sistema ecoldgico bastante delicado, onde cada micro-organismo possui
uma funcdo essencial. H4 um consorcio entre bactérias facultativas ou bactérias
estritamente anaerdbias e arqueas metanogénicas, onde € possivel a remocao do carbono
organico do ambiente anaerobio, o que favorece a participacdo de bactérias
acidogénicas para a fermentagdo de compostos orginicos e posterior conversdao destes

sub-produtos em metano (CHERNICARO, 2007).

2.2.1 Etapas da Digestao Anaerobia (DA)

As preocupacdes com as mudancas climdticas, e a necessidade de garantia do
fornecimento seguro de energia, levaram ao aumento do interesse por tecnologias
sustentdveis de producdo de energia renovavel. A DA se tornou uma tecnologia
importante para estabilizacdo de correntes liquidas aliadas a produg¢do de metano

(ANGELIDAKI et al., 2003).

A DA ¢ um dos sistemas mais empregados para o tratamento de vinhoto porque
apresenta baixo custo de operacdo (ndo necessita de aeradores), producdo de lodo
reduzida e obtengdo de subprodutos como o gas metano ¢ hidrogénio (LAVOV et al.,

2001).

De acordo com Speece (1983), a DA depende da atividade de, pelo menos, trés

grupos distintos de micro-organismos, que podem ser facultativos ou anaerdbios
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estritos, que realizam a conversdo anaerdbia dos compostos organicos de acordo com as

etapas apresentadas na Figura 2.2.

[ Matéria organica (carboidratos, proteinas e lipideos)

A4

'_[ Hidrolise e fermentagdo >

A

l/{ Desidrogenagao acetogénica
[ Acetato l H, e CO, ]
\ Hidrogenacdo acetogénica /
A J . ” A A
Descarboxilagdo do Formagdo redutiva
acetato ] de metano
L 4 y - 3
[ CH,, CO, CH,, H,O ]

Figura 2.2: Esquema da digestdo anaerdbia de matéria organica complexa e descri¢do das etapas
¢ populagdes microbianas envolvidas.
Fonte: DAMASCENO (2013).

Na acidogénese, primeira etapa da digestdo anaerdbia, as substancias organicas
complexas, como carboidratos, sd3o hidrolisadas por bactérias fermentativas hidroliticas
e convertidas a compostos organicos mais simples, como acidos (principalmente
acético, propidnico e butirico), alcoois (principalmente etanol), cetonas (acetona), CO; e

Ho.

Na segunda etapa, denominada acidogénese, bactérias acidogénicas convertem
os produtos da hidrolise em 4cidos volateis, alcoois (principalmente etanol), cetonas

(acetona, principalmente), dioxido de carbono, e hidrogénio.

Na terceira etapa, a acetogé€nese, bactérias acetogénicas transformam a matéria
organica simples em acidos com apenas um ou dois atomos de carbono (formiato e

acetato), com concomitante produc¢do de hidrogénio.

E na quarta e ultima etapa, a metanogénese, realizada pelas arqueas

metanogénicas, onde a matéria organica sofre maior estabilizacdo, através da
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transformagado de acido acético em gas carbonico e metano (biogas), os quais passam a
estar presentes dissolvidos no meio liquido. A obtengdo do metano se faz a partir da

descarboxilagdo do acetato e/ou da redugdo do CO, com H, (SPEECE, 1983).

2.2.2 Condic¢des ambientais para o processo de DA

A digestdo anaerobia depende diretamente de um controle rigoroso das
condi¢des ambientais, uma vez que este processo necessita de uma interagdo entre
bactérias fermentativas e arqueas metanogénicas, de maneira que seu sucesso ¢

dependente de um equilibrio delicado no sistema ecoldogico (CHERNICHARO, 2007).

As caracteristicas fisicas e quimicas (principalmente o pH, alcalinidade, acidos
volateis, nutrientes e temperatura) influenciam o crescimento microbiano € podem atuar

ou ndo como agentes seletivos (CHERNICHARO, 2007).

Neste contexto ¢ importante utilizar um inoculo apropriado que contenha os
micro-organismos necessarios para o processo de biodegradacdao anaerobia (AMARAL
et al., 2008). Ribas (2006) utilizou como indéculo em sua pesquisa de tratamento de
vinhoto, via digestdo anaerdbia, o lodo oriundo de um reator anaerobio (UASB) que
tratava despejos de abatedouro de aves. Este lodo continha em sua composi¢do uma
elevada diversidade de micro-organismos, caracteristica fundamental para ser utilizado
em reatores anaerobios para tratamento de diversos efluentes industriais. A autora
observou, neste inoculo, morfologias bacterianas como bacilos de distintas formas,
cocos agrupados, filamentos longos e delgados agrupados, semelhantes a arqueas dos

géneros Methanosaeta e Methanosarcina.

Operacionalmente, deseja-se a manuten¢do de niveis elevados de alcalinidade ao
longo do processo, pois elevadas concentragdes de 4cidos volateis poderiam ser
tamponadas sem ocasionar uma queda substancial do pH. Os efeitos do controle de pH
sobre o processo se manifestam de duas formas principais: afetando diretamente a
atividade enzimatica e indiretamente a toxicidade de alguns compostos, além de as
bactérias produtoras de metano possuirem faixa 6tima de crescimento entre pH 6,6 e 7,4

(CHERNICHARO, 2007).

Se houver a necessidade de suplementacdo de alcalinidade, a selecdo dos
compostos quimicos devera passar por uma avaliagdo de aplicabilidade e economia.

Vérios produtos podem ser utilizados para o controle do pH (suplementacdo de
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alcalinidade) nos processos anaerobios, dentre estes o hidroxido de sédio, o bicarbonato
de sodio, e de amoénio. A utilizagdo do bicarbonato de s6dio apresenta como vantagens:
elevada solubilidade e facil manuseio, ndo eleva substancialmente o pH quando dosado
em excesso € ndo requer gas carbdnico para formar a alcalinidade (CHERNICHARO,

2007).

2.2.3 Ensaios de Biodegradabilidade Anaerdbia

Os ensaios de biodegradabilidade anaerdbia sdo baseados no monitoramento da
formag¢do de um ou mais produtos envolvidos na reag¢do biologica, como por exemplo, o
teste denominado Biochemical Methane Potential que se baseia na medigdo da
producdo acumulada de metano (Owen et al, 1978 apud AMARAL et al., 2008), ou no
monitoramento da deplegdo do substrato (GUWY, 2004 apud AMARAL et al., 2008).
A Figura 2.3 apresenta os diversos procedimentos para determinacdo da

biodegradabilidade de uma amostra sob condigdes anaerobias.

Teste de
Biodegradabilidade

anaerobia

f_lﬁ

Formacio de
Produtos
Gasosos

Deplecio de

Substrato

| | ] | |
{ A
Anilises Anilise d
Medigio Medic¢io Medicao por Quimicas: cmuna ﬂs:enfe
Volumétrica Manométrica cromatografia DQO, COT, ) P ifi
SST especiiico

\ J

Figura 2.3: Descrigdes dos tipos de testes de biodegradabilidade anaerdbia.
Fonte: AMARAL et al., (2008).

Os métodos baseados no monitoramento dos produtos formados geralmente
quantificam o biogas produzido. Esta producao pode ser determinada pelo aumento do
volume sob pressdo constante (método volumétrico), ou pelo aumento da pressdo a
volume constante (método manométrico), € a concentragdo de metano no biogas ¢

geralmente determinada por cromatografia (AMARAL et al., 2008).
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Com relacao aos métodos baseados na deplegao do substrato, estes requerem o
emprego de analises mais complexas, que empregam parametros ndo especificos, tais
como demanda quimica de oxigé€nio e carbono organico total, ou a quantificacdo de
compostos especificos produzidos ou consumidos, detectados através das técnicas:
cromatografia em fase gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas ou cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de massas (AMARAL et al., 2008).

2.3 O CRESCIMENTO E A FORMACAO DE BIOFILMES EM METAIS E A
UTILIZACAO DE BIOSSURFACTANTES

2.3.1 Especifica¢des do aco API SL X60

O ago API 5L X60, especificado de acordo com o American Petroleum Institute,
¢ adequado a fabricagdo de tubos a serem usados para a conducgdo de fluidos variados
sob pressdo, como petroleo e seus derivados, gas natural e minérios. E adequado ao
processo de fabricacdo de tubos soldados longitudinalmente pelo processo de resisténcia
elétrica de alta frequéncia, fabricagdo helicoidal ou longitudinalmente pelo processo de
arco submerso. Esses acos sdo elaborados com as melhores praticas para a produgdo de
acos limpos, assegurando sua aplicacdo em tubulacdes onde a tenacidade ¢ requisito

fundamental.

O numero de dois digitos apos o "X" indica a for¢a de rendimento minimo (em
psi 000 's) de tubo produzido nesta série. A composicao do ago ¢ apresentada na Tabela

2.2.

Tabela 2.2: Especificagdo do A¢o API-5L X60 conforme especificagdo do American Petroleum Institute
(APY). http://www.api5lx.com/apiSlx-grades/api-51-x60.php

P
% C % Mn max.(%) S max.
Grau Espessura (mm)  max. max. e (%).

APISLX60 3,17a12,7 0,26 1,4 0,03 0,03
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2.3.2 Biofilmes

Biofilmes s3o comunidades de micro-organismos imobilizados em uma matriz
de substincias poliméricas extracelulares (EPS), de origem microbiana, com canais
intersticiais, por onde ocorre a passagem do fluido circulante. Nestes microsistemas
heterogéneos ocorrem processos aerdbios e anaerobios. O biofilme apresenta pelo
menos cinco regides distintas: material, base e superficie do biofilme, meio liquido e
fase gasosa. A interacdo entre estas regides ocorre por processos de transferéncia

interfacial ou de transporte (GARRET et al., 2008).

4

A formagdo de biofilmes em metais ¢ o resultado de um processo de
acumulagdo, ndo necessariamente uniforme no tempo ou no espaco (CHARACKLIS e
MARSHALL, 1990), que comega imediatamente apos a imersdo do metal no ambiente
aquoso. Uma pelicula fina (cerca de 20-80 nm de espessura) ¢ formada em um primeiro
estagio, devido a deposi¢do de ions inorganicos € compostos organicos de massa
molecular relativamente alta. Este filme inicial pode alterar as cargas eletrostaticas e a
molhabilidade da superficie do metal, facilitando a sua posterior coloniza¢do por
bactérias. Em um curto espago de tempo (minutos ou horas, dependendo do ambiente
aquoso no qual o metal esta imerso), o crescimento microbiano e de substancias exo-
polissacarideas (EPS) resultam na producdo e no desenvolvimento de um biofilme. Este
biofilme ¢ um sistema dindmico, e os diferentes processos de transporte e de reacdes
quimicas que ocorrem na interface bio-acumulada (biofouled) terdo lugar através da

espessura do biofilme (CHARACKLIS, 1981 apud VIDELA e HERRERA, 2005).

A Figura 2.4 apresenta as etapas de desenvolvimento de um biofilme:
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Figura 2.4: Desenvolvimento de um biofilme.
Fonte: http://cenormagill.com.br/artigos/Biofilmes%20Microbianos.pdf

As etapas para formacdo de um biofilme em um determinado substrato se dao
conforme a Figura 2.4: (a) Colonizacdo primaria de um substrato; (b) crescimento,
divisdo celular e producdo de (EPS), com o desenvolvimento de micro-colonias; (c)
coadesdo de células individuais, de células coagregadas e grupos de células idénticas,
originando um biofilme jovem, de multiplas espécies; e (d) maturagdo e formagao de

mosaicos no biofilme maduro.

Em ambientes onde as condi¢des sdo adversas, a formagao de biofilmes ¢ uma
estratégia de sobrevivéncia para os micro-organismos, o que resulta em alteracdes
fenotipicas diversas entre as células planctonicas e sésseis. Comumente as mesmas
espécies microbianas em fase séssil apresentam maior resisténcia a agentes
antimicrobianos do que quando estiveram em estado planctonico (MOSTELLER e

BISHOP, 1993; CABECA, 2006; ARAUJO, 2011).

Basicamente, os biofilmes sdao constituidos de materiais organicos (carboidratos,
proteinas, lipideos, fosfolipideos, vitaminas, etc) e inorganicos (sais minerais), gerados
pelo metabolismo celular ou absorvidos do fluido pelos EPS, e principalmente agua,
que representa mais de 95% da sua composicdo (PARIZZI et al., 2004; BEER ¢
STOODLEY, 2006; MACEDO, 2006; ARAUJO, 2011).
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Geralmente, a incrustacdo biologica (biofouling) pode ser definida como a
acumula¢ao indesejada de depositos de natureza bioldgica sobre uma superficie. Estes
depositos podem conter micro-organismos (microfouling) ou macro-organismos

(macrofouling) (GEESEY, 1982 apud VIDELA, 2002).

A colonizagdo das superficies metalicas muda drasticamente o conceito de
interface elétrica, comumente utilizado na corrosdo inorganica: mudangas importantes
nas espécies e concentragdes de ides, faixas de pH, e o potencial de oxidacdo e reducgdo
sao influenciados pelo biofilme ¢ o comportamento passivo ou ativo do substrato
metalico e dos produtos de corrosdo formados, assim como as variaveis eletroquimicas

usadas para avaliar as taxas de corrosdao (VIDELA, 1989).

O fator limitante para o crescimento de qualquer biofilme ¢ a disponibilidade de
nutrientes no fluido circulante e principalmente a condi¢do nutricional no interior do
biofilme. Além disso, fatores como pH, difusdo de oxigénio, e osmolaridade controlam
a maturacdo do biofilme. H4 ainda fatores relacionados ao crescimento do biofilme,
como a velocidade do fluxo (aquoso) que pode interferir na sua formagdo e alterar

consideravelmente os parametros eletroquimicos (DE FRANCA e CRAVO JR, 2000).

2.3.3Micro-organismos causadores da biocorrosao

Apesar de praticamente todos os tipos de micro-organismos conhecidos
atualmente se relacionarem, em maior ou menor importincia, aos processos de
biocorrosao e biofouling, as bactérias apresentam papel preponderante neste fendmeno.
Diferentes grupos bacterianos estdo relacionados ao processo de biocorrosao, atuando
de varias maneiras. Para este estudo, foram selecionados os quatro principais grupos
bacterianos em destaque neste cendrio: bactérias aerdbias totais, oxidantes de ferro,

anaerdbias totais € BRS.
Bactérias heterotroficas aerobias e anaerobias cultivaveis

Diversas estirpes bacterianas sao capazes de produzir EPS, como as do género
Pseudomonas, que propicia a colonizag¢ao de superficies solidas, formagao de biofilmes
e potencializa a biocorrosdo. Os géneros produtores de EPS destacam-se no processo
corrosivo de forma a proteger as células contra ions metélicos, inibem a agdo de
biocidas e contribuem para que outros micro-organismos sejam aprisionados,

aumentando a espessura do biofilme (TREVOR e COTTER, 1990). Neste ambiente ¢
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estabelecida a condicdo de anaerobiose, o que favorece o desenvolvimento das BRS
presentes no interior do biofilme e o processo de corrosdo por aeracdo diferencial

(BEECH e GAYLARDE, 1989).
Bactérias oxidantes de ferro (Ferrobactérias)

Também conhecido como ferrobactérias, este grupo possui grande diversidade
estrutural, e correspondem as bactérias oxidantes do ferro (capazes de oxidar ferro
ferroso a férrico). Sdo micro-organismos aerobios capazes de obter a energia necessaria
ao seu metabolismo a partir da oxidagdo ou redugdo do ferro. Além de participar do
processo de corrosdo, estas bactérias sdo capazes de produzir flocos e fouling em
sistemas de tratamento de efluentes industriais, reduzir a permeabilidade do solo, e
causar obstrugdes (entupimentos) na industria de exploracdo de petrdleo (VIDELA,

2003).

As principais espécies de bactérias oxidantes de ferro associadas ao processo de
corrosdo sdo Acidithiobacillus ferrooxidans, Gallionella ferruginea e Leptospirillum
ferrooxidans, ¢ os géneros Crenothrix, Leptothrix, Sideromonas e Siderocaspa
(GENTIL, 2007).

Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS)

As BRS sdo bactérias heterotroficas capazes de metabolizar distintas fontes de
carbono orgénico a fim de obter energia necessaria para redug¢do do ion sulfato a sulfeto.
Como resultado dessa redu¢do, ocorre a producdo de sulfetos, bissulfetos e hidrogénio
sulfetado, assim como produtos metabdlicos intermediarios (tiossulfato, tetrationatos,
politionatos), que desempenham um papel fundamental na corrosdo anaerobia do ferro

(VIDELA, 2003).

As espécies mais estudadas neste grupo microbiano pertencem aos géneros
Desulfovibrio e Desulfomaculum (RABUS et al., 2006), e outros géneros como
Desulfobacter, Desulfonema, Desufobulbus, Desulfuromonas, Desulfosarcina,
Desulfomicrobium e Thermodesulfobacterium foram isolados de ambientes aquaticos,
naturais, industriais ¢ terrestres (MATIAS et al., 2005; ARAUIJO, 201 1).

Os micro-organismos influenciam a corrosdo pelas alteragdes nas condicdes

eletroquimicas na interface metal-solucao, que pode causar efeitos distintos que variam
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desde a indugdo da corrosao localizada, através de uma alteragdo na taxa de corrosao
geral, a inibi¢do da corrosdo (VIDELA, 1996). A Figura 2.5 apresenta o processo de

corrosdo induzida pelas BRS na presenga de biofilmes aerobios e anaerdbios.

Matéria orgdnica
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Figura 2.5: Diagrama esquematico de processos de transformagao e transporte na corrosao
induzida pelas BRS na presenca de biofilmes aerdbios/anaerdbios na superficie do metal.

Fonte: Adaptado de Lee et al.. (1995) apud Videla (1996).

Este fenomeno acontece conforme as etapas descritas na Figura 2.5: (1)
transporte de massa; (2) metabolismo aerébio; (3) precipitacdo de hidroxido de ferro;
(4) metabolismo anaerobio + reducdo de sulfato; (5) precipitacao de sulfeto de ferro; (6)

oxidag¢do do sulfato; (7) formacao de pirita; (8) Corrosao eletroquimica.

2.3.4 Corrosao Microbiologicamente Induzida (Biocorrosao)

O processo eletroquimico de dissolu¢do metalica iniciada ou acelerada por
micro-organismos ¢ denominado corrosdo microbiologicamente induzida ou

biocorrosao (VIDELA, 2003).

Em uma planta industrial hd diversos sistemas onde a biocorrosao e a
bioincrustacdo podem causar problemas. As partes do sistema mais suscetiveis a tais
riscos sdo: sistemas de resfriamento abertos ou fechados, linhas de dgua de injecdo,
tanques de armazenamento; sistemas de tratamento de aguas residuais, sistemas de
filtragcdo, diferentes tipos de tubulagdes, membranas de osmose inversa, sistemas de

distribuicao de agua potavel (VIDELA, 2002).
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De acordo com Videla (2002), os métodos comumente empregados para evitar e
controlar a biocorrosdo podem ser divididos em diversas categorias: procedimentos de

limpeza, revestimentos, prote¢ao catddica e biocidas (tratamento quimico).

2.3.4.1 Uso dos biocidas na prevencao e controle da biocorrosao

A “regra basica”, que deve ser aplicada a sistemas industriais, a fim de prevenir
e controlar a biocorrosdo e bioincrusta¢ao (biofouling) ¢ "manter o sistema limpo". Este
principio basico raramente pode ser observado, a ndao ser quando previamente
implementado nas fases iniciais da operagdao do sistema. Devido ao entendimento
escasso dos processos de biocorrosao e bioincrustagdo, o sistema ¢ diagnosticado
adequadamente quando j4 apresenta problemas graves. Tais problemas abrangem desde

a contaminacdo microbiana intensa, com consequentes perdas de eficiéncia, a falhas

estruturais devido a biocorrosdao (VIDELA, 2002).

O uso de estratégias de controle adequadas, complementadas com estudos de
campo e técnicas laboratoriais microbiologicas, ¢ necessario para levantamento de um
diagnostico dos efeitos derivados da atividade microbioldgica e do papel dos biofilmes
na reagdo de corrosdo para mais tarde programar o controle executivo e medidas
preventivas. Esta avaliacdo deve ser feita para cada sistema industrial, considerando as
condig¢des operacionais, a composicao fisico-quimica do fluido, € o nimero e identidade

de contaminantes microbianos (VIDELA, 2002).

O uso de biocidas sdo exemplos de tratamentos quimicos aplicados a prevencao
e controle da CMI. Os biocidas sdo compostos individuais (ou a mistura de compostos)
capazes de inibir o crescimento ou matar os micro-organismos. A efetividade de um
biocida depende da natureza dos micro-organismos a serem eliminados e das condi¢des
de funcionamento do sistema a ser tratado. Portanto, recomenda-se realizar um ensaio,
preferencialmente sob as condigdes operacionais do sistema, e se isso nao for possivel,
realizé-lo em condigdes laboratoriais andlogas, para determinagao da dosagem 6tima do
composto ativo mais adequado a ser aplicado no sistema (VIDELA e HERRERA,
2005).

Os biocidas podem ser tanto oxidantes quanto ndo oxidantes toxicos. O cloro, o
0zO6nio e o bromo sdo trés tipicos exemplos de agentes oxidantes de uso industrial. Os

biocidas ndo oxidantes sao relatados como mais eficazes do que os biocidas oxidantes
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para o controle geral de algas, fungos e bactérias, que sdo mais persistentes, € muitos
deles sao independentes do pH. As combinacdes de biocidas oxidantes e nao oxidantes
ou de dois biocidas ndo-oxidantes sdo utilizadas com frequéncia para otimizar o
controle microbiologico de sistemas de aguas industriais. Os biocidas tipicos nao

oxidantes sdo: formaldeido, glutaraldeido, isotiazolonas, e compostos quaternarios de

amonio (Tabela 2.3).

Tabela 2.3: Propriedades e concentragdes usuais de biocidas utilizados em sistemas de dguas
industriais. Fonte: VIDELA e HERRERA, (2005).

Biocidas Propriedades Concentracoes
usuais adotadas
(mg/L)
Cloro Eficaz contra bactérias e algas; oxidante; 0,1-0,2
dependente do pH (tratamento continuo)
Dioxido de cloro Eficaz contra bactérias, em menor 0,1-1,0
medida contra fungos e algas; oxidante;
independente do pH
Bromo Eficaz contra bactérias e algas; oxidante; 0,05-0,1
ampla faixa de pH
Ozo6nio Eficaz contra bactérias e biofilmes; 0,2-0,5
oxidante; dependente do pH
Isotiazolonas Eficaz contra bactérias, algas e 0,9-10
biofilmes; nao oxidante; independente
do pH
QUATS (Compostos Eficaz contra bactérias e algas; ndo 8-35
Quaternarios de oxidante; atividade de superficie
Amodnia)
Glutaraldeido Eficaz contra as bactérias, algas, fungos 10-70
e biofilmes; ndo oxidante; ampla faixa
de pH
THPS - Eficaz contra bactérias, algas e fungos; -
TetrakisHidroximetil baixa toxicidade ambiental; acao
Fosfonico Sulfato especifica contra bactérias redutoras de
sulfato.

O aumento das exigéncias legislativas e a necessidade de maior aceitabilidade
ambiental tém contribuido para restringir o uso de alguns produtos biocidas tradicionais,
para o desenvolvimento de novos compostos e para a utilizagdo de dosagens 6timas dos

biocidas ja existentes (VIDELA e HERRERA, 2005).
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2.3.5 Surfactantes
2.3.5.1 Surfactantes quimicos

Avalia-se que a produ¢do total mundial de surfactantes supera 15 milhdes de
toneladas por ano, justificada pela demanda da aplicacdo dos surfactantes quimicos em
distintos setores industriais, que vao desde limpeza a aplicagdes em processamento de
alimentos (geralmente como emulsificantes), recuperacdo avancada de petroleo ou

mesmo no setor farmacéutico (VAN BOGAERT et al., 2007).

Os surfactantes sdo moléculas anfipaticas constituidas de uma porcao hidrofilica
e uma por¢do hidrofébica. A porcdo apolar ¢ geralmente uma cadeia de
hidrocarbonetos, enquanto a porcao polar pode ser id6nica (anidnica ou catidnica), nao-
10nica ou anfotera. Com a presenga de grupos hidrofilicos e hidrofobicos na mesma
molécula, os surfactantes tendem a se distribuir nas interfaces de fases fluidas com
diferentes graus de polaridade (4gua/dleo e Oleo/dgua). Essas propriedades tornam os
tensoativos capazes de reduzir a tensdo superficial e interfacial e formar microemulsdes,
nas quais os hidrocarbonetos podem solubilizar em 4gua ou a dgua pode solubilizar em
hidrocarbonetos. Estas caracteristicas conferem a estas moléculas propriedades de
detergéncia, emulsificagdo, lubrificacdo, capacidade espumante, capacidade molhante,
solubilizacdo e dispersao de fases. Tais propriedades permitem que os surfatantes
possam ser aplicados em diversos setores industriais (GREEK, 1991 apud DESAI e
BANAT, 1997).

A maioria dos surfactantes usados atualmente ¢ parcial ou lentamente

biodegradavel, fator que leva a contribuir com a polui¢do ambiental.

2.3.5.2 Biossurfactantes

Biossurfactantes sdo moléculas anfipaticas que possuem propriedades
surfactantes, geralmente produzidas por micro-organismos (bactérias, fungos e
leveduras). Estes podem ser classificados de acordo com a sua estrutura quimica, sendo
divididos entre os de baixa massa molecular (lipopeptideos, glicolipideos e acidos
graxos) e alta massa molecular (polissacarideos, lipopolissacarideos, proteinas e

lipoproteinas) (BANAT et al., 2010).
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Os biossurfactantes podem apresentar "beneficios adicionais", além da fungao de
reduzir a tensdo superficial para maior absorcdo de substratos hidrofobicos. Estas
propriedades benéficas (por exemplo, antibidticas ou propriedades antimicdticas) fardo
com que a aplicagdo de biossurfactantes em determinadas areas (por exemplo, no campo
da medicina) seja ainda mais promissora, e pode abrir novas possibilidades de aplicagao
industrial em comparagdo com os tensoativos sintéticos. Um grupo promissor dentre as
diversas moléculas surfactantes tensoativas sdo os ramnolipideos, da classe dos
glicolipideos, produzidos principalmente por Pseudomonas aeruginosa (HENKEL,
2012).

Nos ultimos anos, os biossurfactantes ganharam mais aten¢do, uma vez que 0s
processos de producdo sustentavel tornaram-se mais apreciaveis, € mostraram o

potencial de substituir surfactantes sintéticos (NITSCHKE e PASTORE, 2003).

Ha inimeras aplicagdes industriais nas quais os surfactantes quimicos poderiam
ser substituidos por biossurfactantes. Dentre estas, dareas tdo diversas como a
agricultura, constru¢dao, industrias de bebidas e alimentos, limpeza industrial,
biorremediacdo de poluentes insoliveis em agua, lubrificantes, tratamento do couro,
industrias de papel e metal, industrias téxteis, cosméticos, industria farmacéutica, e
industrias de petroquimicos e petroleo (BANAT et al., 2000; DESAI; BANAT, 1997).
Dentre os diversos setores anteriormente apresentados, para Nitschke e Pastore (2003) e
Araujo (2013), as aplicacdes comerciais dos biossurfactantes sdo resumidas no Quadro
2.1.

Existem vérios micro-organismos conhecidos capazes de produzir
ramnolipideos. No entanto, atualmente apenas algumas espécies/cepas sao relevantes
para os processos industriais, devido a grandes diferencas nos rendimentos e na
concentragdo maxima atingivel de ramnolipideo. Com relag@o a espécie P. aeruginosa
pode-se destacar: seu cultivo ¢ relativamente facil e compreendido, a sintese de
ramnolipideos ¢ bastante pesquisada, uma vez que estes sdo fatores chave envolvidos na
viruléncia de P. aeruginosa. Além disso, o genoma da Pseudomonas aeruginosa PA1

foi completamente sequenciado e anotado (HENKEL et al., 2012).



Quadro 2.1: Principais aplica¢des comerciais dos biossurfactantes. Fonte:NITSCHKE e

PASTORE, (2003).
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Fungdes

Campos de aplicagdo

Emulsificantes e dispersantes
Solubilizantes

Agentes molhantes e penetrantes
Detergentes

Agentes espumantes

Agentes espessantes
Sequestrantes de metais
Formadores de vesiculas

Fator de crescimento microbiano
Desemulsificantes

Redutores de viscosidade
Dispersantes

Fungicida

Acgente de recuperacio

Cosmeéticos, tintas, biorremediagdo, oleos, alimentos
Produtos farmacéuticos e de higiene

Produtos farmacéuticos, téxteis e tintas

Produtos de limpeza, agricultura

Produtos de higiene, cosméticos e flota¢do de minérios
Tintas e alimentos

Mineragdo

Cosmeéticos e sistemas de liberacdo de drogas
Tratamento de residuos oleosos

Tratamento de residuos, recuperagio de petroleo
Transporte em tubulagoes, oleodutos

Misturas carvao-agua, calcareo-agua

Controle biologico de fitopatdgenos

Recuneracio terciaria de netréleo (MEOR)

Dentre os biossurfactantes, os glicolipideos sdo os mais conhecidos. Sao

carboidratos em combinagdo com os acidos alifaticos de cadeia longa ou 4cidos hidroxi-
alifaticos. Dentre os glicolipidos, os mais conhecidos sdo ramnolipideos, trealolipideos e
soforolipideos (DESAI e BANAT, 1997). A Figura 2.6 apresenta a estrutura de um

ramnolipideo.

Figura 2.6: Estrutura do ramnolipideo do tipo 1 de Pseudomonas aeruginosa.
Fonte: JARVIS e JOHNSON, (1949 apud DESAI e BANAT,1997).



