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Resumo 

Alexandre, Verônica Marinho Fontes. Efeito de biossurfactantes na redução da geração de 

biomassa em sistemas de lodos ativados. Tese (Doutorado em Engenharia de Processos 

Químicos e Bioquímicos, D.Sc.). Escola de Química, Universidade Federal do Rio de Janeiro, 

Rio de Janeiro, 2018. 

Biossurfactantes apresentam atividade antimicrobiana comprovada sobre diversos 

microrganismos e, portanto, potencial como agentes inibidores do crescimento em sistemas de 

lodos ativados, minimizando a geração de biomassa e o descarte de excesso de lodo. Este estudo 

teve como objetivo avaliar o efeito de biossurfactantes do tipo ramnolipídeo (RL) sobre a 

geração de biomassa em sistemas de lodos ativados. Em teste rápido, utilizando meio (TSB) e 

inóculo (Polyseed) comerciais, 9 e 12 mg RL/L reduziram YX/S em 72% e 92%, 

respectivamente, sem prejuízo significativo na remoção de substrato, mas com resultados muito 

variáveis. Em teste rápido utilizando lodo ativado como inóculo, verificou-se que a condição 

inicial exerce grande influência no resultado obtido. Valores reduzidos de S0/X0 (0,12 g DQO/g 

SST) não permitem o crescimento microbiano e a renovação celular na presença de RL. A 

melhor condição foi com 1,06 g DQO/g SST e 25 mg RL/L ou 25 mg RL/g SST, quando se 

observou 50-75% de redução em YX/S, e k e SOURex muito próximos do reator Controle (sem 

adição de RL). Os resultados também foram influenciados por variações não identificadas no 

estado fisiológico do inóculo, sendo posteriormente observada redução de YX/S de apenas 20% 

na mesma condição. Em lodos ativados operando em bateladas sequenciais com TRH 5,5 h, 

TRS 20 d, efluente e lodo de indústria, obteve-se 41-52% de redução no descarte de lodo com 

adição de 50 mg RL/L ou 25 mg RL/g SST. Contudo, a variabilidade em diferentes condições 

de operação foi muito elevada, observando-se até aumento do descarte de lodo. A influência do 

TRS foi avaliada em operação com TRH 5,5 h, meio sintético, lodo de esgoto e 1,06 g DQO/g 

SST, 25 mg RL/L e 17-20 mg RL/g SST, não se observando redução do descarte com TRS 10 

d e 27% de redução com TRS 30 d. Em geral, a adição de RL reduziu os valores de IVL do 

lodo, melhorando a sedimentação. Deste modo, pode-se concluir que o biossurfactante do tipo 

ramnolipídeo pode reduzir a geração de biomassa em sistemas de lodos ativados, porém seu 

efeito é dependente do grau de pureza do produto, da relação produto/biomassa, da 

concentração de RL no meio, da relação S0/X0, e do inóculo utilizado, bem como seu estado 

fisiológico. Mais estudos são necessários para estabelecer as condições exatas de aplicação, 

reduzir a variação dos resultados obtidos e consolidar a eficácia do produto. 

Palavras-chave: redução de lodo; lodos ativados; biossurfactante; ramnolipídeo.  





 

Abstract 

Alexandre, Verônica Marinho Fontes. Effect of biosurfactants on the reduction of biomass 

generation in activated sludge systems. Thesis (Doctorate in Engineering of Chemical and 

Biochemical Processes, D.Sc.). School of Chemistry, Federal University of Rio de Janeiro, Rio 

de Janeiro, 2018. 

Biosurfactants have antimicrobial activity proven on different microorganisms and, therefore, 

show potential as growth inhibitors in activated sludge systems, minimizing biomass generation 

and the disposal of excess sludge. This study aimed to evaluate the effect of biosurfactants of 

the rhamnolipid type (RL) on the generation of biomass in activated sludge systems. In a rapid 

test using commercial media (TSB) and inoculum (Polyseed), 9 and 12 mg RL/L reduced YX/S 

by 72% and 92%, respectively, without significant loss of substrate removal, but with high 

variability. In a rapid test using activated sludge as inoculum, initial condition exerted a great 

influence on the results obtained. Reduced values of S0/X0 (0.12 g COD/g TSS) do not allow 

microbial growth and renewal in the presence of RL. The best condition was 1.06 g COD/g 

TSS and 25 mg RL/L or 25 mg RL/g TSS, when a reduction of 50-75% in YX/S, and k and 

SOURex values were close to the Control reactor (without addition of RL) were observed. 

Results were also affected by unidentified variations in the physiological state of the inoculum, 

after which a reduction of YX/S of only 20% in the same condition was observed. In activated 

sludge systems operating in sequential batches with HRT 5.5 h, SRT 20 d, industrial wastewater 

and sludge, 41-52% reduction of sludge disposal was observed when 50 mg RL/L or 25 mg 

RL/g TSS was added. However, the variability in different operating conditions was very high, 

even with increased sludge disposal. The influence of SRT was evaluated in HRT 5.5 h, 

synthetic medium, sewage sludge and 1.06 g COD/g TSS, 25 mg RL/L and 17-20 mg RL/g 

TSS, with no reduction in sludge disposal with SRT 10 d and 27% reduction in sludge disposal 

with SRT 30 d. In general, the addition of RL reduced SVI values, improving sedimentation. 

Thus, it can be concluded that the biosurfactant of the rhamnolipid type can reduce the biomass 

generation in activated sludge systems, but its effect is dependent on product purity, 

product/biomass ratio, RL concentration in the medium, S0/X0 ratio, and of the inoculum used, 

as well as its physiological state. More studies are needed to establish the exact conditions for 

the application, to reduce the variability and consolidate the effectiveness of the product. 

Keywords: sludge reduction; activated sludge; biosurfactant; rhamnolipids. 
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1 Contextualização 

O tratamento biológico de efluentes pode ser considerado a principal etapa no tratamento de 

muitos efluentes domésticos e industriais (PAUL e LIU, 2012), pois garante a remoção de 

matéria orgânica biodegradável, responsável pela depleção de oxigênio dissolvido nos corpos 

receptores (VON SPERLING, 2007a). Processos biológicos normalmente apresentam custos 

menores que os físico-químicos (EBRAHIMI et al., 2016; VENDRAMEL et al., 2015). No 

entanto, ao utilizarem a matéria orgânica dos efluentes como substrato, as células microbianas 

se reproduzem e, para manter o equilíbrio do sistema biológico, deve-se retirar 

aproximadamente a mesma quantidade de biomassa gerada pelo crescimento, o que constitui o 

chamado excesso de lodo (ORHON, BABUNA E KARAHAN, 2009). A produção de lodo é 

bastante variável e diferentes tecnologias utilizadas no tratamento de efluentes e esgotos, como 

lodos ativados, lagoas e filtros biológicos, geram diferentes quantidades de lodo, podendo-se 

encontrar valores que variam de 60 a 120 g SST1/m3 de efluente (METCALF & EDDY, 2016) 

ou 0,06 a 0,80 kg SST/kg DQO2 aplicada (ANDREOLI, VON SPERLING E FERNANDES, 

2007). 

Atualmente, a geração de lodo representa um dos principais problemas ambientais e 

econômicos nas estações de tratamento de esgotos e efluentes (METCALF & EDDY, 2016; 

MURRAY; HORVATH; NELSON, 2008; PASDA et al., 2006; SYED-HASSAN et al., 2017; 

WANG et al., 2017), por isso pode ser considerada uma das principais desvantagens de sistemas 

com elevado crescimento microbiano. O gerenciamento do lodo produzido, portanto, deve ser 

feito de forma apropriada para que todas as vantagens decorrentes do tratamento de efluentes 

sejam atingidas, sem gerar impactos ambientais e sociais negativos (ANDREOLI, VON 

SPERLING E FERNANDES, 2007; FOLADORI, ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 2010; 

LEBLANC, MATTHEWS E RICHARD, 2008). 

Dentre as tecnologias disponíveis para tratamento biológico de efluentes, o sistema de lodos 

ativados (Figura 1) é muito utilizado porque apresenta elevada eficiência de remoção de matéria 

orgânica (85-98% de redução de DBO3) e grande versatilidade em função de suas diversas 

variantes (VON SPERLING, 2007a; b). Avaliando dados de 166 Estações de Tratamento de 

Despejos Industriais (ETDI), von Sperling e Oliveira (2009) observaram que os sistemas de 

lodos ativados apresentam melhor desempenho, tanto em termos de qualidade do efluente 

                                                      
1 SST: sólidos suspensos totais. 
2 DQO: demanda química de oxigênio. 
3 DBO: demanda bioquímica de oxigênio. 
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tratado (DBO média 28 mg/L) quanto em relação às remoções atingidas (redução média de 

DBO 85%). 

Figura 1 – Sistema de lodos ativados. 

 
Fonte: adaptado de Metcalf & Eddy (2016). 

Em lodos ativados, a produção de lodo pode chegar a 800 kg SST/t DQO aplicada em sistemas 

convencionais (lodos primário e secundário) e 500 kg SST/t DQO aplicada em sistemas com 

aeração prolongada (ANDREOLI, VON SPERLING E FERNANDES, 2007). Apesar de o 

volume de lodo gerado ser pequeno em relação ao volume de efluente tratado 

(aproximadamente 1%), é o subproduto mais significativo do processo e seu gerenciamento 

pode corresponder a mais da metade do custo de operação da planta, variando de 350 a 750 

EUR/t SST (FOLADORI, ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 2010; GINESTET, 2007; 

KACPRZAK et al., 2017). 

No Brasil, o gerenciamento de lodo nas estações de tratamento foi negligenciado por muito 

tempo, não sendo incorporado no projeto inicial, nas etapas de licenciamento e nem mesmo na 

operação, fazendo com que um subproduto inevitável do processo fosse tratado como uma 

situação de emergência (LEBLANC, MATTHEWS E RICHARD, 2008). O tratamento ainda 

insuficiente dos efluentes, o baixo custo da disposição de resíduos em aterros sanitários e 

industriais e a ausência de uma legislação efetiva contribuíram para que o problema não fosse 

visto com tanta gravidade quanto no restante do mundo. 

Nos países desenvolvidos, grande parte dos problemas relacionados ao saneamento já foi 

solucionada, o que não representa a nossa realidade (PLANSAB, 2014). Apesar de estar no 

caminho para atender à Meta de Desenvolvimento do Milênio estabelecida pela Organização 

das Nações Unidas (WHO e UNICEF, 2014), dados de 2014 mostram que somente 49,8% do 

esgoto gerado no país é coletado e 40,8% é tratado (SNIS, 2016). Desde 2003, os investimentos 
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no setor de saneamento vêm aumentando, principalmente no que diz respeito à coleta e ao 

tratamento de esgotos, representando 46% do total investido no setor em 2014 (PLANSAB, 

2014; SNIS, 2016). Entre 2010 e 2014, a cidade de João Pessoa (PB), por exemplo, aumentou 

sua capacidade de tratamento em 21,8%, sendo a capital brasileira que mais se destacou neste 

quesito (OLIVEIRA, SCAZUFCA E PIRES, 2016). Com o aumento do volume de esgoto 

tratado, a produção de lodo no país irá aumentar, contribuindo para a importância de estudos 

que visem à resolução dos problemas decorrentes da geração deste resíduo. 

No estado do Rio de Janeiro, a produção de lodo nas Estações de Tratamento de Esgoto (ETE) 

é estimada em 365 t/d (ZVEIBIL, 2013). Porém, o tratamento biológico de efluentes industriais 

também gera quantidade significativa de lodo que, além do tipo de processo e das condições de 

operação, também será dependente da tipologia industrial (GINESTET, 2007). 

A forma como a geração e o gerenciamento de lodo são encarados no Brasil tende a mudar com 

a consolidação da Política Nacional de Resíduos Sólidos (PNRS, lei nº 12.305/2010), primeira 

a abordar o gerenciamento de resíduos sólidos no país, após 20 anos de debates e discussões 

até sua aprovação. Tradicionalmente, o excesso de lodo gerado em decorrência do crescimento 

microbiano nos sistemas de lodos ativados é considerado um resíduo inevitável (PAUL E LIU, 

2012) e seu gerenciamento deve seguir a legislação correspondente aos resíduos sólidos. Na 

União Europeia, a Diretiva 2008/98/EC tem como objetivo principal a minimização dos efeitos 

negativos que a geração e o gerenciamento de resíduos podem causar no ambiente e na saúde 

humana. Para isso, definiu a prevenção como primeira ação na hierarquia do gerenciamento de 

resíduos. Os objetivos da PNRS em muito se assemelham à legislação europeia, devendo-se 

atender à seguinte hierarquia: não geração, minimização, reúso, reciclagem, tratamento, e 

disposição final. 

Nos últimos anos, o mundo vem observando uma mudança de paradigmas, buscando fontes de 

energia renovável e redução na extração de recursos naturais (e.g. fósforo). Nesse sentido, 

alguns resíduos antrópicos podem ser considerados resíduos positivos ou até mesmo 

subprodutos de um determinado processo (KACPRZAK et al., 2017). Este é o caso do excesso 

de lodo, que pode ser considerado um subproduto dos processos de tratamento porque “é 

produzido como parte integral de um processo de produção” (Diretiva 2008/98/EC), ou seja, 

sua geração é inerente ao tratamento biológico de efluentes. 

No final da década de 90, surgiu o conceito de ecoinovação, que prioriza o desenvolvimento de 

novos produtos e processos com menores impactos ambientais, porém ainda com valor 
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comercial (JAMES, 1997). Quando o excesso de lodo é visto como um subproduto, a hierarquia 

do gerenciamento de resíduos não mais se aplica, uma vez que não é mais encarado como um 

resíduo. Deve-se, então, seguir na linha de ecoinovação, com o objetivo de aproveitar seu 

potencial para recuperação de matéria ou energia (KACPRZAK et al., 2017). A Figura 2 

apresenta as estratégias disponíveis para o gerenciamento de lodo. 

Figura 2 – Estratégias para gerenciamento de lodo. 

 
Fonte: elaboração própria. 

Dentre as opções disponíveis para recuperação do teor material e energético do lodo, as mais 

comuns, principalmente na Europa, são reciclagem agrícola e incineração, respectivamente 

(KACPRZAK et al., 2017). No caso da incineração visando à recuperação energética, a 

umidade do lodo exerce grande influência no processo. A etapa de deságue deve ser muito 

eficiente, e mesmo assim, em alguns casos, o balanço energético ainda pode se mostrar negativo 

(ANDREOLI, VON SPERLING E FERNANDES, 2007). No Brasil, assim como na América 

Latina em geral, esta não é uma prática muito comum porque apresenta custos elevados e 

necessita mão de obra especializada (GONZÁLEZ MARTÍNEZ, BRÄUTIGAM E SEIFERT, 

2012). Consequentemente, não há um número elevado de incineradores no país e, dentre os 

existentes, nem todos operam com recuperação energética. Assim, a distância entre os pontos 

de geração e incineração de lodo se torna limitante, aumentando os custos e as emissões 

secundárias em decorrência do transporte (GONZÁLEZ MARTÍNEZ; BRÄUTIGAM; 

SEIFERT, 2012; METCALF & EDDY, 2016). 
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A reciclagem agrícola do lodo de esgoto consiste em sua aplicação no solo para aproveitar seu 

potencial fertilizante, principalmente em decorrência dos elevados teores de nitrogênio e 

fósforo (ANDREOLI; VON SPERLING; FERNANDES, 2007; METCALF & EDDY, 2016). 

Para garantir a segurança e o mínimo de impactos ambientais, a concentração de contaminantes 

não pode ultrapassar a recomendada na legislação vigente. Na Europa, desde a década de 80, o 

uso de lodo de esgoto na agricultura está regulamentado através da Diretiva 86/278/EEC. No 

Brasil, a legislação vigente é de 2006 (Resolução CONAMA nº 375). Ambas restringem as 

concentrações de organismos patogênicos e metais tóxicos no lodo, bem como a quantidade 

aplicada no solo em um determinado período de tempo. No entanto, não levam em consideração 

poluentes emergentes, como antibióticos e hormônios, que podem estar presentes no lodo de 

esgoto (ZHANG et al., 2017). Por isso, alguns países vêm considerando o risco ambiental 

associado a esta técnica. A Suíça, por exemplo, proibiu esta prática em 2005 (KACPRZAK et 

al., 2017). 

Mesmo a reciclagem agrícola de lodo de esgoto sendo uma prática legislada no Brasil, deve-se 

fazer ressalvas. Algumas estações de tratamento de esgoto também recebem efluentes 

industriais, o que pode transferir contaminantes indesejáveis para o lodo e, consequentemente, 

para o ambiente (PASDA et al., 2006). O despejo não licenciado de efluentes industriais nos 

sistemas de esgoto pode, portanto, representar um risco ambiental ainda maior para esta prática. 

Diante do exposto, a interpretação do excesso de lodo como produto não representa a estratégia 

ideal para o atual momento do Brasil. Em geral, o lodo é tratado para reduzir seu conteúdo de 

água, matéria orgânica e organismos patogênicos (VON SPERLING, 2007a) e o conjunto de 

operações utilizadas no seu gerenciamento apresenta elevado consumo de energia (LACROIX, 

ROUSSE E HAUSLER, 2014). Logo, visando à sustentabilidade das estações de tratamento de 

efluentes, tecnologias capazes de prevenir a geração de lodo podem ser mais adequadas. Essa 

estratégia atenderia aos objetivos básicos da PNRS e ainda se enquadraria na categoria de 

ecoinovação (Figura 2), pois agregaria valor ao processo devido à redução significativa de 

custos e de impactos ambientais (JAMES, 1997), já que o volume de lodo a ser tratado seria 

reduzido. 

Outra razão que torna a redução da geração de excesso de lodo uma necessidade está justamente 

em atender aos diferentes requisitos da PNRS. Todos os estabelecimentos que geram resíduos 

que não se assemelham aos resíduos sólidos domiciliares devem apresentar ao órgão ambiental 

responsável o seu Plano de Gerenciamento de Resíduos, o qual deve conter metas e 

procedimentos para a minimização da geração de resíduos sólidos. 



34 

Um fator limitante para aplicação de tecnologias que visam à minimização da geração de 

excesso de lodo no Brasil é o custo de disposição final em aterros, que é muito baixo (valores 

até 4,6 vezes mais baixos que na Europa), o que faz com que qualquer tecnologia não se 

equipare em termos econômicos (ALEXANDRE et al., 2016; GINESTET, 2007). A PNRS 

proíbe a disposição de resíduos em aterros sanitários e industriais, nos quais apenas rejeitos 

podem ser dispostos. Lodos oriundos de estações de tratamento de efluentes não podem, na sua 

essência, ser considerados rejeitos, pois ainda não têm todas as possibilidades de tratamento e 

recuperação esgotadas. Entretanto, a PNRS estipula também que rejeitos são resíduos sem mais 

alternativas de tratamento economicamente viáveis, por isso aterros ainda têm permissão para 

realizar a disposição de lodos. Porém, a tendência é que o cenário mude ao longo dos anos, 

principalmente pela limitação de áreas disponíveis para construção de novos aterros, o que deve 

aumentar o custo da disposição final. Portanto, futuramente, a redução de lodo deve se tornar 

uma realidade no Brasil e, para tal, mais estudos sobre possíveis tecnologias são necessários. 

Existem diversas tecnologias disponíveis para a redução do excesso de lodo, algumas avaliadas 

somente em escala laboratorial, outras já nas escalas piloto e industrial. No entanto, os 

resultados são extremamente variáveis (GINESTET, 2007; PAUL E LIU, 2012). As tecnologias 

disponíveis se dividem em duas categorias: integração às unidades de tratamento de lodo e 

integração às unidades de tratamento de efluentes (FOLADORI, ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 

2010). Na primeira categoria reduz-se a massa de lodo encaminhada para disposição final, 

enquanto na segunda evita-se que o lodo seja gerado (FOLADORI, ANDREOTTOLA E 

ZIGLIO, 2010), sendo considerada uma alternativa mais apropriada no contexto de 

desenvolvimento sustentável (ALEXANDRE et al., 2016; WEI et al., 2003) e que atende aos 

objetivos básicos da PNRS. 

Dentre as tecnologias integradas às unidades de tratamento de efluentes, modificações 

relativamente simples nos sistemas de lodos ativados podem ser utilizadas para reduzir a 

quantidade de lodo gerado, como o emprego da variante aeração prolongada, adição de produtos 

(tipicamente desacopladores metabólicos) e introdução de um reator lateral anaeróbio com 

reciclo de lodo (FOLADORI, ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 2010; PAUL E LIU, 2012). 

A adição de produtos para reduzir o crescimento microbiano, sem afetar a remoção de matéria 

orgânica, é uma tecnologia bastante atraente. Como sua implementação depende apenas da 

introdução de um sistema de dosagem do produto no tanque de aeração, o investimento 

necessário é muito baixo (FOLADORI, ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 2010). Em 

contrapartida, a adição contínua do produto pode levar à adaptação da biomassa e, 
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consequentemente, à perda de efeito do produto (PAUL E LIU, 2012; TIAN et al., 2013). 

Portanto, a busca por novos produtos que permitam um efeito prolongado é extremamente 

necessária. Neste sentido, surge a proposta de adição de biossurfactantes diretamente no tanque 

de aeração de lodos ativados visando à redução da geração de biomassa. 

Biossurfactantes são moléculas anfifílicas produzidas por microrganismos e que apresentam 

propriedades tensoativas (VARVARESOU E IAKOVOU, 2015). Há um interesse crescente 

nesses compostos devido às suas características de elevada biodegradabilidade, baixa 

ecotoxicidade, grande diversidade estrutural, produção a partir de compostos renováveis e 

atividade antimicrobiana (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). Já existem diversos estudos, incluindo 

patentes, que avaliam o efeito antimicrobiano dos biossurfactantes, porém a maior parte na área 

biomédica (KOSARIC E VARDAR-SUKAN, 2015). 

Dentre as classes de biossurfactantes, têm-se os glicolipídeos, cujas estruturas são compostas 

por uma parte glicosídica e outra lipídica (KOSARIC E VARDAR-SUKAN, 2015). Nesta 

classe, os ramnolipídeos (RL) constituem um dos mais estudados na literatura, com estruturas 

moleculares contendo uma ou duas moléculas de ramnose ligadas entre si e uma ou duas cadeias 

de ácidos graxos (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011), conforme apresentado na Figura 3. 

Figura 3 – Estrutura química de diferentes congêneres de ramnolipídeo. 

 
Fonte: Haba et al. (2014). (A) Mono-ramnolipídeo (MRL). (B) Di-ramnolipídeo (DRL). Sendo n = 4, 6 

ou 8. 

O maior potencial de aplicação de ramnolipídeos está na área ambiental, principalmente no que 

diz respeito à biorremediação de solos contaminados (RIKALOVIC, VRVIC E KARADZIC, 

2015). Em relação ao tratamento de efluentes, existem diversos estudos que avaliam a adição 

A 

B 
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de ramnolipídeos visando ao aumento da absorção de compostos com características 

hidrofóbicas, melhorando a qualidade do efluente final (SPONZA E GÖK, 2010; UYSAL E 

TÜRKMAN, 2005; ZHANG et al., 2009). Na revisão bibliográfica realizada, até o momento 

não foram encontrados estudos que avaliam a adição de (bios-)surfactantes no tanque de 

aeração de lodos ativados visando à redução do crescimento microbiano. Foi encontrado, 

contudo, um estudo que avaliou o efeito de diferentes concentrações de um surfactante químico 

em microrganismos de um sistema de lodos ativados operando em escala laboratorial 

(WYRWAS, KRUSZELNICKA E GINTER-KRAMARCZYK, 2011). Nesse estudo, 

concentrações de pelo menos 50 mg/L do surfactante limitaram o crescimento microbiano, 

porém a biota foi regenerada quando a adição do composto foi suspensa. 

O Laboratório de Biotecnologia Microbiana (LaBiM, IQ/UFRJ) vem desenvolvendo estudos 

relacionados à produção de ramnolipídeos há mais de 15 anos (SANTA ANNA et al., 2001), já 

tendo avaliado sua produção nas escalas de bancada (KRONEMBERGER et al., 2008) e piloto 

(KRONEMBERGER, BORGES E FREIRE, 2011). Se comprovada sua ação como agente de 

redução da geração de lodo, abre-se mais uma perspectiva de mercado para este bioproduto. 

Esta nova aplicação pode incentivar o desenvolvimento de estudos para a redução dos custos 

de produção de biossurfactantes, atualmente o maior gargalo para sua comercialização 

(KOSARIC E VARDAR-SUKAN, 2015). 
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2 Premissa, hipóteses e objetivos 

Biossurfactantes apresentam atividade antimicrobiana já comprovada sobre diversos 

microrganismos (BALLOT, 2009; KOSARIC E VARDAR-SUKAN, 2015; LOTFABAD, 

SHAHCHERAGHI E SHOORAJ, 2013; SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). Dentre esses, os 

ramnolipídeos se destacam, inibindo a formação de biofilmes e o crescimento planctônico 

mesmo em baixas concentrações (ARAUJO et al., 2016). Como este efeito é dependente da 

espécie alvo (BALLOT, 2009; BENINCASA et al., 2004; HABA et al., 2003), a premissa 

utilizada nesta tese se fundamenta no fato de que algumas espécies de bactérias nos sistemas de 

lodos ativados podem ser mais sensíveis ao efeito antimicrobiano dos ramnolipídeos, reduzindo 

desta forma o descarte de lodo em decorrência do menor crescimento microbiano destas 

espécies. Para o desenvolvimento do estudo, algumas hipóteses foram elaboradas e 

comprovadas ou não, de acordo com o Quadro 1. 

Deste modo, o objetivo principal do estudo é avaliar o efeito da adição de um bioproduto 

(biossurfactante do tipo ramnolipídeo) em sistemas de lodos ativados visando à redução de 

excesso de lodo. Como objetivos específicos, tem-se: 

 Implementação de teste rápido para avaliar o efeito de diferentes lotes de bioproduto. 

 Determinação das condições do teste rápido que levam à maior redução do crescimento 

microbiano. 

 Avaliação do efeito de diferentes proporções de congêneres (MRL e DRL) do bioproduto 

na redução do crescimento microbiano. 

 Avaliação do efeito do bioproduto na redução do descarte de lodo em lodos ativados 

operando em bateladas sequenciais. 

 Comprovação de quais parâmetros de operação de lodos ativados têm influência no efeito 

do bioproduto. 
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Quadro 1 – Proposta para comprovação das hipóteses. 

 

Verificação Resultados esperados 

 

Hipótese 1: Biossurfactante do tipo ramnolipídeo reduz o crescimento celular 

sem causar prejuízo na remoção de substrato. 

 

Utilização de um teste rápido com inóculo e 

substrato padrão para determinação de YX/S
(a) 

com diferentes concentrações de RL produzido 

em laboratório. 

Determinação da menor concentração em que se 

observa redução no crescimento sem prejuízo na 

remoção de substrato (redução significativa em 

YX/S). 

  

  

Hipótese 2: Biossurfactante do tipo ramnolipídeo pode ser utilizado em 

lodos ativados para redução do excesso de lodo. 

 

Operação de lodos ativados em bateladas 

sequenciais simulando condições reais de 

tratamento com diferentes concentrações de RL 

produzido em laboratório, utilizando inóculo e 

efluente oriundos de refinaria de petróleo. 

Determinação da menor concentração de RL em 

que se observa redução significativa no descarte 

de lodo sem prejuízo na redução de DQO. 

  

  

Hipótese 3: Diferentes congêneres de ramnolipídeo apresentam 

diferentes efeitos em lodos ativados. 

 

Utilização de um teste rápido com substrato 

padrão e inóculo oriundo de ETE para avaliação 

do efeito da concentração de ramnolipídeos 

comerciais (mistura de congêneres, 90% MRL e 

90% DRL)(b) sob diferentes condições iniciais do 

teste. 

Determinação da melhor condição inicial do teste 

para se observar a redução de crescimento com 

adição de RL (mistura de congêneres). 

Determinação da menor concentração de RL 

(mistura de congêneres) em que se observa 

redução significativa em YX/S. 

Comparação do efeito da adição de diferentes 

frações de congêneres em YX/S. 

  

  

Hipótese 4: As condições de operação de lodos ativados 

influenciam a resposta do ramnolipídeo. 

 

Operação de lodos ativados em bateladas 

sequenciais utilizando meio sintético padrão e 

inóculo oriundo de ETE com diferentes TRS(c). 

Determinação do TRS em que se observa a maior 

redução no descarte de lodo. 

  

Fonte: elaboração própria. (a)Coeficiente de rendimento celular. (b)Mono-ramnolipídeo (MRL) e di-

ramnolipídeo (DRL). (c)Tempo de retenção de sólidos. (d)Sólidos suspensos voláteis. 

 



39 

3 Produção e caracterização de diferentes lotes de biossurfactante do tipo ramnolipídeo 

 

3.1 Produção de ramnolipídeos em laboratório 

Para produção do biossurfactante do tipo ramnolipídeo foi utilizada a cepa Pseudomonas 

aeruginosa PA1, estocada em solução aquosa de glicerol 10%(v/v) a -80ºC no LaBiM. A 

manutenção das células e a produção do biossurfactante seguiram metodologias descritas em 

Araujo (2013) e Kronemberger (2007). 

O pré-inóculo foi cultivado em meio YPDA (yeast extract, peptone, dextrose, agar) em placas 

de Petri incubadas a 30ºC por 48 h, sendo transferido para erlenmeyers de 1 L com 300 mL de 

meio MSP (mineral salt phosphate medium) com nutrientes. A composição dos meios de 

cultivo utilizados encontra-se na Tabela 1. Após 24 h de incubação em frascos agitados (170 

rpm) a 30ºC, o meio de cultivo contendo as células foi transferido para criotubos contendo 

glicerol (1 parte de glicerol : 3 partes de meio). Para cada lote de biossurfactante produzido, 1 

mL do conteúdo de um criotubo era adicionado em 300 mL de meio MSP com nutrientes para 

o crescimento do inóculo, sendo os frascos mantidos sob agitação a 30ºC e 170 rpm por 40 h. 

Após esse tempo, o meio era centrifugado (5000 g, 20 min), de modo que as células pudessem 

ser utilizadas como inóculo (1 gbiomassa/L). 

As fermentações foram realizadas em meio MSP, em frascos agitados (erlenmeyer de 1 L com 

300 mL de volume útil) a 30ºC, como no crescimento do inóculo, ou em biorreator de bancada 

desenvolvido por Kronemberger (2007). A produção foi encerrada após 7 dias ou quando o 

glicerol se mostrou totalmente consumido. O caldo fermentado era autoclavado (121ºC, 15 min) 

e centrifugado (5000 g, 20 min) para separação das células, sendo o caldo fermentado livre de 

células denominado ramnolipídeo bruto. Após esta etapa, o biossurfactante foi liofilizado ou 

purificado. Após a produção, o produto foi congelado em frascos de menor volume para 

prolongar o tempo de estocagem, reduzir a contaminação, e sua consequente degradação. 

A purificação do biossurfactante produzido foi feita em funil de separação, adicionando-se igual 

volume de mistura de solventes (2 clorofórmio : 1 metanol) ao meio fermentado livre de células. 

A mistura foi agitada à temperatura ambiente por 5 min, seguida de repouso até a separação das 

fases. A fase orgânica foi removida e a operação repetida. O extrato contendo o biossurfactante 

foi concentrado em rota-evaporador a 45ºC, e o produto viscoso e amarelado obtido dissolvido 

em metanol, que foi novamente evaporado em rota-evaporador. O produto purificado foi 
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armazenado em freezer e, antes da utilização, era feita uma solução aquosa deste biossurfactante 

na concentração de 5,0 g RL/L. 

Tabela 1 – Composição dos meios de cultivo utilizados na produção de biossurfactante do tipo 

ramnolipídeo. 

Meio Componente Concentração (g/L) 

YPDA 

Extrato de levedura 3,0 

Peptona 15,0 

Dextrose 1,0 

Agar 12,0 

MSP com nutrientes 

K2HPO4 7,0 

KH2PO4 3,0 

MgSO4.7H2O 0,2 

NaNO3 1,0 

Peptona 5,0 

Extrato de levedura 5,0 

Glicerol P.A. 30,0 

Meio MSP 

K2HPO4 7,0 

KH2PO4 3,0 

MgSO4.7H2O 0,2 

NaNO3 1,4 (C:N 60) 

Glicerol P.A. 30,0 

Fonte: adaptado de Araujo (2013) e Kronemberger (2007). 

 

3.2 Caracterização dos lotes de ramnolipídeos produzidos em laboratório 

Três formas de biossurfactante do tipo ramnolipídeo produzido em laboratório foram utilizadas 

ao longo do estudo: RL bruto (caldo fermentado livre de células), RL liofilizado (caldo 

fermentado livre de células seguido de liofilização), RL purificado (caldo fermentado livre de 

células seguido de etapa de purificação). A caracterização dos diferentes lotes produzidos foi 

feita em termos de concentração de ramnolipídeos, concentração micelar crítica (CMC) e tensão 

superficial (TS), conforme dados apresentados na Tabela 2. Os métodos analíticos estão 

descritos no Apêndice A. 

Algumas diferenças em relação à metodologia descrita no item 3.1 foram observadas. Três 

modificações puderam ser identificadas: concentração de inóculo, meio utilizado na produção 

e relação C:N do meio de fermentação. Outra mudança que pode ter ocorrido foi a alteração das 

células utilizadas. A cinética de produção do biossurfactante foi modificada com o passar do 

tempo e, para se atingir os rendimentos normalmente obtidos, o tempo de fermentação foi 

aumentado de 7 para 30 d. De modo a contornar o problema, adicionou-se 2 g/L de extrato de 

levedura no meio de produção. 
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A produção de ramnolipídeos é bastante complexa, sendo influenciada por condições 

ambientais, como disponibilidade de nutrientes e densidade de células, além de fatores 

genéticos (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). Como as condições de fermentação e manutenção das 

células não foram rigorosamente respeitadas, os lotes produzidos podem ter apresentado 

diferentes características não quantificadas, como proporção de congêneres. 

Consequentemente, diferentes efeitos observados podem ser decorrentes destas alterações. 

Tabela 2 – Caracterização dos lotes de biossurfactante produzidos em laboratório. 

Lote Tipo RL (mg/L)(a) CMC (mg/L) TS (mN/m) 

1 Purificado 5000 (orcinol) n.a.(b) n.a. 

2 Bruto 8860 (orcinol) 118 29 

3 Bruto 7940 (orcinol) 137 29 

4 Bruto 10200 (orcinol) 53 29 

5(c) Liofilizado 40%(d) 440(e) 28(e) 

6(f) Bruto 6300 (orcinol) 65 n.a. 

7(g) Bruto 4080 (HPLC) 177 29 

8(h) Bruto 2175 (HPLC) 85 27 

9(h,i) Bruto 951 (HPLC) 154 33 

10(j) Bruto 5155 (HPLC) 204 29 

11(i,j) Bruto 1200 (HPLC) 187 29 

12 Bruto 5480 (HPLC) n.a. n.a. 

13(i) Bruto 240 (HPLC) n.a. n.a. 

Fonte: elaboração própria. (a)Considerando fator 0,4489 g ramnose/g RL. (b)n.a. = não avaliado. (c)Meio 

utilizado na produção de RL com relação C:N 13 e inóculo < 1 gbiomassa/L. (d)Percentual por se tratar de 

produto sólido. O método de quantificação não foi informado. (e)Resultados do caldo fermentado livre 

de células, antes da liofilização. (f)Meio utilizado na produção de RL provavelmente não foi o MSP. 
(g)Meio utilizado na produção de RL foi o MSP com 2 g/L de extrato de levedura e concentração de 

inóculo < 1 gbiomassa/L. (h)Meio utilizado na produção de RL foi MSP com 5,5 g/L de NaNO3, (C:N 13). 
(i)Produção realizada em fermentador de bancada. (j)Fermentações realizadas simultaneamente e, antes 

da produção, a cepa foi reativada. 

 

3.3 Caracterização de ramnolipídeos comerciais 

Para reduzir a variabilidade na produção de RL e nos resultados obtidos, optou-se pelo emprego 

de um produto comercial em função do conhecimento da composição das frações constituintes, 

mas, principalmente, em função do elevado teor de pureza. Ao minimizar a presença de 

diferentes substâncias no produto utilizado, o efeito do RL se torna mais evidente. Foram 

utilizados três produtos da empresa Agae Technologies (http://www.agaetech.com/), adquiridos 

através da Sigma Aldrich: R90, R95M90 e R95D90. O primeiro é um sólido amarelo altamente 

higroscópico que forma uma solução aquosa também amarela, enquanto os outros são sólidos 

brancos menos higroscópicos que formam uma solução aquosa incolor. A empresa utiliza a 

cepa P. aeruginosa NY3 (RIKALOVIC, VRVIC E KARADZIC, 2015) para produção e as 

informações pertinentes às características se encontram na Tabela 3.   
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Tabela 3 – Características dos produtos comerciais utilizados. 

Produto Pureza MRL : DRL 
RL 

(mg/g)(a) 

CMC 

(mg RL/L) 

TS 

(mN/m) 

R90 90% RL ≈ 3 : 2(b) 564 (HPLC) 154 32(c) 

R95M90 95% RL 

90% MRL 

 

9 : 1 n.a.(d) n.a. n.a. 

R95D90 95% RL 

90% DRL 

1 : 9 n.a. n.a. n.a. 

Fonte: elaboração própria. (a)mg RL/g seca, considerando fator 0,4489 g ramnose/g RL. (b)Informação 

fornecida diretamente pela empresa Agae Technologies, podendo variar ligeiramente dependendo do 

lote. (c)Valor referente a uma solução 0,6%(massa úmida/v). (d)n.a. = não avaliado. 
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4 Implementação de teste rápido para avaliação do efeito de biossurfactante do tipo 

ramnolipídeo sobre o crescimento microbiano 

 

4.1 Introdução 

Na literatura existem diversos estudos relacionados à adição de produtos visando à redução de 

lodo. A maioria deles faz uso de desacopladores metabólicos, normalmente associados a 

moléculas com anel aromático (HOLLINGWORTH, 2001), como 2,4-dinitrofenol (dnP). 

Contudo, outros produtos podem ser utilizados com a mesma finalidade, como ácido fólico 

(produto comercial Dosfolat®, BIOFOL GmbH) e uma mistura de surfactantes químicos e 

proteínas de estresse extraídas de Saccharomyces cerevisiae (produto comercial Accell®, 

Advanced BioCatalytics Corporation). Ambos os produtos foram testados em trabalho anterior, 

apresentando resultados satisfatórios, porém variáveis (ALEXANDRE, 2013). 

Substâncias químicas de baixa biodegradabilidade, como o dnP (SHE et al., 2012), dificilmente 

perdem sua estabilidade, fazendo com que variações nos resultados obtidos a longo prazo em 

sistemas de lodos ativados provavelmente sejam decorrentes de adaptação do consórcio 

microbiano às substâncias (PAUL E LIU, 2012; TIAN et al., 2013). No entanto, a perda de 

efeito ao longo do tempo, observada em estudo anterior com os bioprodutos Dosfolat® e 

Accell®, pode ter sido em decorrência não somente de alteração e/ou adaptação do consórcio, 

mas também da perda de atividade dos produtos (ALEXANDRE, 2013). 

Biossurfactantes também podem ser empregados como agentes de redução de lodo mas, por 

serem moléculas biodegradáveis (KOSARIC E VARDAR-SUKAN, 2015), são instáveis e 

podem perder sua atividade durante a estocagem. Um teste padronizado é importante para 

determinar o potencial de aplicação, eficácia e reprodutibilidade de um produto com a 

finalidade de reduzir a produção de lodo. Na ausência deste teste padronizado, a aplicação direta 

em escala industrial pode não trazer os resultados esperados. 

Na literatura foram encontrados três tipos de testes, simples e de curta duração (Quadro 2), para 

avaliar produtos capazes de alterar o metabolismo microbiano. O teste Tipo I utiliza placas de 

cultivo de células de 96 poços, nos quais bactérias são inoculadas em meio líquido contendo 

diferentes concentrações do produto a ser testado, avaliando-se o crescimento microbiano após 

o tempo de incubação (WIEGAND, HILPERT E HANCOCK, 2008). Por não avaliar o 
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consumo de substrato, o teste não seria apropriado para este estudo, pois deseja-se reduzir o 

crescimento sem prejuízo do consumo de matéria orgânica. 

O teste Tipo II utiliza meio de cultivo e inóculo comerciais (PODELLA ET AL., 2009; 

PODELLA E HAUPTMANN, 2004), enquanto o Tipo III utiliza inóculo proveniente de 

reatores de lodos ativados de laboratório com alimentação composta de efluente sintético à base 

de glicose, acetato de sódio e amido, com diferentes composições (CHEN, MO E LIU, 2002; 

CHEN et al., 2006; FANG et al., 2015; FENG et al., 2013; TIAN et al., 2013; YANG, XIE E 

LIU, 2003). Ambos avaliam o coeficiente de rendimento celular (YX/S), mas com métodos 

analíticos diferentes. 

Quadro 2 – Testes disponíveis para avaliação do efeito de um determinado produto no crescimento 

celular. 

Teste Resposta Referências 

Tipo I ∆X (UFC/mL ou D.O.) Wiegand, Hilpert e Hancock (2008) 

 

Tipo II YX/S (mg C-org/mg C-org) Podella e Hauptmann (2004); Podella et al. (2009) 

 

Tipo III YX/S (mg SST/mg DQO) Chen, Mo e Liu (2002); Chen et al. (2006); Fang et al. 

(2015); Feng et al. (2013); Tian et al. (2013); Yang, Xie e 

Liu (2003) 

Fonte: elaboração própria. UFC: unidades formadoras de colônia; D.O.: densidade óptica; C-org: 

carbono orgânico. 

A principal fonte de energia dos microrganismos nos sistemas de tratamento de efluentes são 

os compostos de carbono, o que faz com que as características da população predominante 

sejam altamente dependentes do tipo e da concentração destes compostos no efluente 

(EIKELBOOM, 2000). A operação de um sistema de lodos ativados com efluente sintético leva 

a variações significativas no consórcio microbiano, que podem ser observadas até mesmo 

visualmente. A Figura 4 apresenta dois sistemas operados em laboratório, um com efluente 

sintético (composição simulando efluente de refinaria de petróleo, adaptada de Brookes, 2005) 

e outro com efluente real oriundo de refinaria de petróleo. Quando os flocos de lodo se 

desenvolvem bem, apresentam coloração marrom (EPA, 1997). O efluente sintético 

proporciona uma seleção dos microrganismos, que foi visualmente percebida pela alteração de 

sua coloração marrom característica. Como resultado desta alteração, o lodo pode apresentar 

problemas de sedimentação, tornando praticamente impossível a operação em modo contínuo, 

conforme foi observado experimentalmente. 

A implementação do teste Tipo III, que utiliza inóculo proveniente de reatores de bancada 

mantidos com efluente sintético, permitiria a modificação das características das células ao 

longo do tempo, podendo levar a resultados diferentes e não necessariamente atribuídos ao 
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produto avaliado. Ao se utilizar inóculo comercial padrão, as variações são reduzidas, e por isso 

deu-se preferência ao teste Tipo II. 

Deste modo, o objetivo inicial desta etapa do estudo foi implementar uma metodologia 

padronizada (Teste Tipo II, Quadro 2) para verificar o efeito do biossurfactante do tipo 

ramnolipídeo no crescimento microbiano, determinando a concentração mínima necessária para 

redução significativa de YX/S. 

Figura 4 – Aspecto visual de sistema de lodos ativados de bancada operando com efluente sintético 

(A) e efluente real de refinaria de petróleo (B). 

 
 

 

Fonte: acervo pessoal. 

  

A 

B 
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4.2 Procedimento experimental 

A metodologia utilizada nesta etapa foi adaptada de Podella et al. (2009), que desenvolveu um 

método de determinação do coeficiente de rendimento celular com base em análises de carbono. 

O método utiliza um consórcio de bactérias aeróbias empregado como “semente” na análise de 

DBO (Polyseed, InterLab® Supply), o que supostamente elimina variações por se tratar de um 

produto comercial padronizado. Como substrato, utiliza-se meio TSB (tryptic soy broth, 

Merck), de composição definida (em mg/g: 567 peptona de caseína, 100 peptona de soja, 167 

NaCl, 83,3 K2HPO4 e 83,3 glicose) e totalmente solúvel, fazendo com que todo o material 

particulado em suspensão seja corretamente determinado como biomassa. 

Para crescimento do inóculo, o conteúdo de uma cápsula de Polyseed foi ressuspendido em 

1200 mL de água destilada, sob agitação magnética, aeração com ar difuso por 1 h à temperatura 

ambiente. Em seguida, deixava-se em repouso por 5 min para sedimentação de sólidos 

suspensos usados como material suporte na produção do inóculo, vertendo-se a suspensão 

sobrenadante para outro recipiente. O meio TSB era dissolvido nessa suspensão (3 g/L), não 

havendo necessidade de ajuste de pH, pois o meio apresentava valores de pH em torno de 7. A 

mistura (120 mL) foi transferida para erlenmeyers de 250 mL, que foram incubados em agitador 

orbital a 30ºC/150 rpm, por 14 h. O procedimento era realizado em triplicata e, após 14 h, o 

conteúdo dos três frascos era misturado e utilizado como inóculo. 

Para avaliação do efeito do produto, preparava-se 120 mL de uma mistura contendo 10%(v/v) de 

inóculo, meio TSB 3 g/L (dissolvido em água destilada) e o produto a ser testado, sendo então 

transferida para erlenmeyers de 250 mL. Cada condição era avaliada em triplicata, sendo o 

Controle referente aos frascos sem adição de produto. Os frascos eram incubados em agitador 

orbital a 30ºC/150 rpm por 4 h. 

Amostras iniciais (0 h) e finais (4 h) foram retiradas sob agitação magnética para garantir a 

homogeneidade devido à presença de sólidos em suspensão e foram analisadas quanto à 

concentração de carbono orgânico total e solúvel. Para obtenção da fração solúvel, utilizava-se 

membranas de celulose de 0,45 µm, imersas em 2 L água destilada por 24 h e lavadas com 100 

mL de água destilada antes do uso. Para reduzir o risco de contaminação das amostras, sempre 

se usava membranas novas. 

Toda a vidraria utilizada nos experimentos, após lavagem, foi rinsada com HNO3 20% e água 

destilada e a preservação das amostras foi feita com adição de H2SO4 0,5 mol/L (1 mL/100 mL 

amostra), seguida de congelamento. Vale ressaltar que não se trabalhou sob condições 
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assépticas, uma vez que o objetivo era a utilização de um método rápido e simples para 

avaliação do efeito do produto. 

A concentração de substrato foi obtida através da análise da fração solúvel (Equação (1)), 

enquanto a concentração de biomassa de cada amostra era obtida através da diferença entre o 

C-org total e o C-org da fração solúvel (Equação (2)). O coeficiente de rendimento celular foi 

calculado assumindo-se que em 4 h não havia liberação de material intracelular no meio de 

reação, seguindo a Equação (3), com:  

 X0: concentração de biomassa inicial (mg C-org/L); 

 X4: concentração de biomassa após 4 h de reação (mg C-org/L); 

 S0: concentração de substrato inicial (mg C-org/L), e 

 S4: concentração de substrato após 4 h de reação (mg C-org/L). 

𝑆𝑖 =  𝐶 − 𝑜𝑟𝑔𝑠𝑜𝑙ú𝑣𝑒𝑙 (1) 

𝑋𝑖 =  𝐶 − 𝑜𝑟𝑔𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 −  𝐶 − 𝑜𝑟𝑔𝑠𝑜𝑙ú𝑣𝑒𝑙 (2) 

𝑌𝑋 𝑆⁄ =  
𝑋4 −  𝑋0

𝑆4 −  𝑆0
 (3) 

Foram avaliados diferentes lotes e concentrações de biossurfactante, melhor descritos nos 

resultados apresentados a seguir. Os métodos analíticos encontram-se descritos no Apêndice A. 

 

4.3 Resultados e discussão 

 

4.3.1 Determinação da condição experimental 

Inicialmente, foi realizado um experimento para comparar os dados obtidos com os da 

metodologia descrita na literatura (PODELLA et al., 2009; PODELLA E HAUPTMANN, 

2004), conforme apresentado na Tabela 4. Os valores iniciais de biomassa e substrato indicam 

que a condição inicial descrita na literatura foi reproduzida, com baixos valores de erro 

(máximo 5%), coerentes com o erro da análise de carbono. Contudo, após 4 h de reação, as 

diferenças obtidas foram maiores, com erros de até 53%. Os experimentos da literatura foram 

efetuados com assepsia e em reatores com introdução de ar difuso, enquanto neste estudo 
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utilizaram-se frascos agitados e não se trabalhou com assepsia, de modo a simplificar o 

experimento. Inicialmente, o erro obtido foi atribuído a essas diferenças metodológicas, bem 

como possíveis variações nos lotes de meio TSB e Polyseed. 

Tabela 4 – Comparação das concentrações de carbono obtidas neste estudo com a literatura. 

Parâmetro Literatura(a) Este estudo Erro(b) (%) 

X0 (mg C-org/L) 81,2 78,9 -2,9 

X4 (mg C-org/L) 224,0 310 28 

ΔX (mg C-org/L) 142,8 231 38 

S0 (mg C-org/L) 891,2 936 4,8 

S4 (mg C-org/L) 715,9 565 -27 

ΔS (mg C-org/L) 175,3 371 53 

YX/S 0,815 0,623 -31 

Fonte: elaboração própria. (a)Podella; Hauptmann (2004) e Podella et al. (2009). (b)Obtido pela diferença 

relativa entre os valores deste estudo e da literatura. 

Os desenvolvedores do método (PODELLA et al., 2009; PODELLA E HAUPTMANN, 2004) 

não informaram a fase de crescimento das células do inóculo. Pelo tempo de 14 h, estima-se 

que seja a fase exponencial de crescimento, conforme comprovado pelas curvas de crescimento 

apresentadas na Figura 5. As curvas apresentadas nas Figura 5A e 5B são do crescimento do 

inóculo e do teste propriamente dito (Controle, 4 h), respectivamente, de diferentes 

experimentos. A curva de crescimento do inóculo (Figura 5A) indica que em 14 h as células 

encontram-se no início da fase exponencial. Em 4 h de teste (Figura 5B) observa-se que as 

células também se encontram na fase exponencial de crescimento (R2 0,9906). Portanto, apesar 

de os desenvolvedores do método não informarem em que fase de crescimento se encontravam 

as células do inóculo, acredita-se que este não seja um fator de influência sobre os resultados 

obtidos, a não ser que o estado fisiológico das células estivesse alterado por outro motivo não 

identificado. 

Os desenvolvedores do método (PODELLA et al., 2009; PODELLA E HAUPTMANN, 2004) 

também não informam dados estatísticos, utilizando um único valor para o experimento 

Controle (YX/S 0,815). Ao contrário, neste estudo diversos experimentos foram conduzidos para 

obtenção de resultados estatisticamente significativos, apresentados a seguir. 
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Figura 5 – Crescimento celular do inóculo (A) e de um teste rápido - Controle (B). 

 

 
Fonte: elaboração própria. A linha pontilhada em (B) refere-se à linha de tendência exponencial. 

 

4.3.2 Avaliação estatística dos experimentos Controle 

Foram realizados 34 experimentos Controle em triplicata, em diferentes dias, para a análise 

estatística. Em todas as 102 réplicas o crescimento microbiano foi visualizado, sendo 

desconsiderados, antes da análise estatística, valores que representavam inconsistências físicas: 

X0, ∆X e YX/S negativos, e YX/S maiores que 1. Com isso, o número total de réplicas (n) do 

Controle foi 92, sendo os resultados apresentados na Tabela 5. 

Mesmo com todos os cuidados tomados na realização dos experimentos, como utilização de 

membranas novas e agitação magnética para tomada de alíquotas e análise das amostras, os 

B 

A 
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resultados apresentaram elevada variabilidade, com coeficientes de variação na faixa de 6 a 

46%. Menores variações foram observadas nos valores de carbono solúvel (substrato), 

indicando que o analisador de carbono pode não ser adequado para a análise de C-org total das 

amostras com sólidos suspensos deste estudo, mesmo utilizando o kit de sólidos em suspensão. 

Além disso, a filtração das amostras em membranas de 0,45 μm pode não ter sido totalmente 

eficiente na separação das células. 

Tabela 5 – Estatística descritiva dos experimentos Controle. 

Variável n(a) Média ± DP(b) IC95(c) Erro padrão(d) 
Valor p 

Shapiro-Wilk 

X0 (mg C-org/L) 92 108,6 ± 22,9 103,9 – 113,3 2,4 0,75391 

X4 (mg C-org/L) 92 220,1 ± 53,0 209,2 – 231,1 5,5 0,11880 

∆X (mg C-org/L) 92 111,5 ± 51,4 100,9 – 122,2 5,4 0,08438 

S0 (mg C-org/L) 92 774,8 ± 48,3 764,8 – 784,8 5,0 0,10364 

S4 (mg C-org/L) 92 567,3 ± 76,2 551,5 – 583,1 7,9 0,05688 

∆S (mg C-org/L) 92 207,6 ± 71,4 192,8 – 222,3 7,4 0,07224 

YX/S 92 0,543 ± 0,174 0,507 – 0,580 0,018 0,01682 

Fonte: elaboração própria. (a)Número de réplicas. (b)DP: desvio padrão. (c)Intervalo de 95% de confiança. 
(d)Erro padrão da média. 

O erro padrão informa sobre a certeza com que a média populacional pode ser representada pela 

média amostral, não sendo relacionado à variabilidade dos resultados (GLANTZ, 2014). Como 

o número de amostras é elevado (n = 92), os erros padrão das médias apresentaram valores 

baixos, podendo-se assumir que as médias obtidas são representativas da população. Por isso, 

os valores médios obtidos no Controle (Tabela 5) foram utilizados como comparação nos 

experimentos com biossurfactante (Teste), apresentados mais adiante. 

Yang, Chen e Yin (2014), tentando padronizar um inóculo em testes de biodegradabilidade 

aeróbia, também observaram baixa reprodutibilidade nos experimentos realizados com 

Polyseed. Esses dados comprovam que, apesar de ser considerado um inóculo padrão, a 

Polyseed apresenta variações que podem influenciar nos resultados do teste em questão. 

Para uma análise correta dos dados, é necessário verificar se a distribuição dos resultados é 

normal, pois isso influencia diretamente na escolha e confiabilidade dos resultados obtidos em 

testes estatísticos (RAZALI E WAH, 2011). Existem diversos testes para verificar a hipótese 

de distribuição normal, como Kolmogorov-Smirnov, Lilliefors, Shapiro-Wilk e Anderson 

Darling. O teste de Kolmogorov-Smirnov é recomendado quando o tamanho da amostra excede 

50 (MANSON, GUNST E HESS, 2003), porém este não deve ser utilizado devido à baixa 

rejeição de hipótese nula, sendo o teste de Shapiro-Wilk mais indicado na maioria dos casos 

(GHASEMI E ZAHEDIASL, 2012; RAZALI E WAH, 2011). 
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Os valores de p apresentados na Tabela 5 para o teste de Shapiro-Wilk demonstram que apenas 

a distribuição de valores do coeficiente de rendimento celular não pode ser considerada normal 

(p < 0,05). Por este motivo, a comparação dos resultados obtidos nos experimentos Controle e 

Teste deve ser feita preferencialmente pelos valores de ∆X e ∆S individualmente. 

 

4.3.3 Efeito de diferentes concentrações de ramnolipídeo sobre o crescimento e consumo 

de substrato 

Para avaliação do efeito do biossurfactante, foi feita uma varredura de concentrações utilizando 

o mesmo lote de produto (Lote 2, Tabela 2). Devido à elevada variabilidade dos resultados, 

todos os dados referentes ao Controle (Tabela 5) foram utilizados na comparação com os 

resultados dos experimentos Teste. A análise estatística foi feita com o teste t (95% de 

confiança) e os resultados encontram-se na Tabela 6 e Figura 6. 

O teste t só pode ser aplicado para comparar as médias de duas amostras se a distribuição for 

considerada normal, porém é um teste robusto e pode ser utilizado mesmo quando se tem 

desvios em relação à normalidade (CALLEGARI-JACQUES, 2007; GLANTZ, 2014), sendo 

por isso utilizado na análise de todas as variáveis, supondo que a distribuição dos experimentos 

Teste é igual à do Controle. 

 

Tabela 6 – Efeito da concentração de ramnolipídeo sobre a variação de concentrações de biomassa e 

substrato e do coeficiente de rendimento de um consórcio microbiano padrão. 

RL(a) (mg/L) n(b) ∆X(c) (mg C-org/L) ∆S(c) (mg C-org/L) YX/S
(c) 

0 – Controle 92 111,5 ± 51,4 207,6 ± 71,4 0,543 ± 0,174 

0,65 6 104,5 ± 32,0 226,9 ± 19,0 0,461 ± 0,135 

1,0 3 122,5 ± 22,8 192,0 ± 9,1 0,642 ± 0,140 

1,5 3 127,6 ± 54,6 214,8 ± 51,5 0,579 ± 0,117 

3,0 3 98,4 ± 11,0 208,0 ± 18,6 0,473 ± 0,023 

5,0 3 88,4 ± 2,1 182,2 ± 10,4 0,486 ± 0,038 

7,0 3 82,1 ± 12,4 167,1 ± 32,5 0,496 ± 0,060 

9,0 5 29,6 ± 27,9* 184,8 ± 18,8 0,152 ± 0,141* 

12 6 7,2 ± 11,3* 149,1 ± 52,1 0,0450 ± 0,100* 

15 5 13,5 ± 30,3* 133,7 ± 48,3* 0,0668 ± 0,149* 

35 3 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 

50 3 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 

Fonte: elaboração própria. (a)Lote 2, Tabela 2. (b)Número de réplicas. (c)Média ± desvio padrão. *Valores 

estatisticamente diferentes do Controle (teste t, α 0,05). 
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Figura 6 – Efeito da concentração de ramnolipídeos sobre a variação das concentrações de biomassa e 

substrato e do coeficiente de rendimento de um consórcio microbiano padrão. 

 

 

 
Fonte: elaboração própria. Os pontos são referentes à média ± desvio padrão. As linhas tracejadas 

correspondem aos valores do intervalo de confiança (95%) do Controle. 

A adição de até 7 mg RL/L não provocou efeito significativo nas respostas analisadas, sendo 

todos os valores obtidos estatisticamente iguais aos do Controle. Com 9 mg RL/L, observou-se 

72% de redução no coeficiente de rendimento celular, sem prejuízo na remoção de substrato. O 

aumento da concentração para 12 mg RL/L reduziu o valor de YX/S em 92%, demonstrando o 

elevado potencial de aplicação do produto para a redução de lodo. Apesar de 15 mg RL/L 

também ter reduzido significativamente o crescimento, esta concentração levou à queda no 
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consumo de substrato, indicando efeito inibitório ou tóxico do biossurfactante. Este efeito se 

mostrou mais evidente com 35 e 50 mg RL/L, não sendo observados crescimento e tão pouco 

consumo de substrato nestas concentrações. Para aplicação em sistemas de lodos ativados em 

escala industrial, deve-se avaliar a concentração a ser adicionada com bastante critério, pois o 

excesso da substância pode inibir ou causar efeito tóxico às células microbianas, prejudicando 

o tratamento do efluente, além de implicar em maiores custos de operação. 

Araujo et al. (2016) avaliaram o potencial de atividade antimicrobiana de ramnolipídeo 

produzido a partir da mesma cepa de P. aeruginosa empregada neste estudo, no teste Tipo I 

(Quadro 2). Todas as concentrações avaliadas (1 a 5000 mg/L) reduziram o crescimento 

planctônico das células (culturas puras de Lysteria monocytogenes e Pseudomonas 

fluorescens), comprovando que o produto apresenta elevado potencial de aplicação como 

agente antimicrobiano. Com base no estudo de Araujo et al. (2016), todas as concentrações 

avaliadas nesta etapa, com exceção de 0,65 mg RL/L, deveriam ter apresentado redução no 

crescimento celular. Contudo, o efeito pode ser diferente de acordo com as espécies de 

microrganismos presentes no sistema avaliado (BALLOT, 2009; BENINCASA et al., 2004; 

HABA et al., 2003). 

No caso de desacopladores metabólicos, apenas a concentração de produto não é suficiente para 

explicar os resultados obtidos. A relação entre as concentrações de produto e biomassa indicam 

o real potencial de aplicação do produto (LIU, 2000). Apesar do mecanismo de atuação do 

biossurfactante ainda ser desconhecido, pressupõe-se que esta relação também influencia os 

resultados obtidos. Uma comparação entre as concentrações de biomassa empregadas neste 

estudo e no de Araujo et al. (2016) não foi possível, pois foram utilizados diferentes 

microrganismos e métodos analíticos. 

É importante ressaltar que se observa uma tendência de queda na remoção de substrato em 

concentrações menores que 15 mg RL/L, mesmo que a análise estatística não tenha apontado 

diferenças significativas. Essa observação não pode ser ignorada para não correr o risco de 

direcionar os dados obtidos para atender a hipótese formulada, principalmente em um momento 

em que a integridade de muitos estudos científicos está sendo questionada por apresentar muitos 

viés (FANELLI, COSTAS E IOANNIDIS, 2017). Os resultados obtidos, portanto, devem ser 

usados com cautela, evitando conclusões precipitadas. 
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4.3.4 Reprodutibilidade de resultados na aplicação de ramnolipídeo em teste rápido 

A condução de experimentos em biorreatores de bancada utilizando lodo ativado e efluente 

industrial é importante para avaliar o real potencial de aplicação do biossurfactante, como será 

apresentado nos itens 5 e 6 a seguir. Porém, nesses experimentos, diversas variáveis podem 

influenciar a resposta obtida como, por exemplo, a composição do efluente utilizado. Efluentes 

de refinaria de petróleo possuem composição extremamente variável, dependendo da refinaria 

e das unidades em operação no momento da coleta (WAKE, 2005). Apesar de ter sido utilizado 

efluente oriundo de um mesmo local, diversas coletas foram realizadas ao longo do estudo, 

tornando praticamente impossível a avaliação do efeito decorrente apenas da adição do produto. 

Além disso, a adição de (bios)surfactantes aumenta a biodisponibilidade de constituintes típicos 

de efluentes de refinaria, como por exemplo naftaleno, podendo levar ao acúmulo de 

intermediários tóxicos, capazes de reduzir o crescimento celular (AUGER, JACOBSON E 

DOMACH, 1995). 

De modo a eliminar a composição do substrato como variável, em paralelo à operação dos 

biorreatores de bancada que empregaram lodo ativado e efluente industrial (itens 5 e 6), deu-se 

continuidade aos experimentos de curta duração para confirmação da Hipótese 1, avaliando-se 

o efeito de diferentes frascos de dois lotes de biossurfactante do tipo ramnolipídeo. Os 

resultados são apresentados na Tabela 7. 

Tabela 7 – Avaliação de diferentes lotes de biossurfactante do tipo ramnolipídeo em teste rápido. 

RL (mg/L) Lote(a) n(b) 
∆X(c) 

(mg C-org/L) 

∆S(c) 

(mg C-org/L) 
YX/S

(c) 

0 – Controle — 92 111,5 ± 51,4 207,6 ± 71,4 0,543 ± 0,174 

5 2 A 3 88,4 ± 2,1 182,2 ± 10,4 0,486 ± 0,038 

5 3 B 3 164,8 ± 9,1 292,5 ± 21,4* 0,564 ± 0,021 

9 2 A 5 29,6 ± 27,9* 184,8 ± 18,8 0,152 ± 0,141* 

9 2 B 3 100,4 ± 10,9 179,1 ± 18,0 0,568 ± 0,117 

9 2 C 3 122,1 ± 17,9 219,0 ± 16,3 0,558 ± 0,080 

9 3 A 6 51,9 ± 15,4* 72,6 ± 19,7* 0,722 ± 0,154* 

9 3 B 3 160,5 ± 19,1 320,3 ± 35,3* 0,501 ± 0,006 

12 2 A 6 7,2 ± 11,3* 149,1 ± 52,1 0,0450 ± 0,100* 

12 2 B 3 85,4 ± 5,6 170,0 ± 13,6 0,506 ± 0,066 

12 3 A 3 16,6 ± 18,2* 53,1 ± 35,6* 0,347 ± 0,325 

15 2 A 5 13,5 ± 30,3* 133,7 ± 48,3* 0,0668 ± 0,149* 

15 2 B 3 82,3 ± 9,5 138,4 ± 36,0 0,627 ± 0,209 

15 3 A 3 26,0 ± 7,2* 0,0 ± 0,0* 0,000 ± 0,000* 

15 3 B 3 128,2 ± 47,1 310,5 ± 29,8* 0,417 ± 0,170 

Fonte: elaboração própria. (a)Lotes descritos na Tabela 2. As letras A, B e C correspondem a diferentes 

frascos. O lote 2A foi utilizado no item 4.3.3 (valores da Tabela 6). (b)Número de réplicas. (c)Média ± 

desvio padrão. *Valores estatisticamente diferentes do Controle (teste t, α 0,05). 
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Quando comparados com os valores obtidos anteriormente, não se observa a reprodução dos 

resultados. Diversas causas podem ter contribuído para a grande variabilidade, tais como: 

variação nos lotes de biossurfactante, tempo de estocagem do biossurfactante, variação nos lotes 

e cápsulas de um mesmo lote de Polyseed, pH do meio e metodologia inadequada. 

Alterações nas condições de fermentação de P. aeruginosa podem resultar em diferentes 

misturas de ramnolipídeos e respostas (DAS, YANG E MA, 2014; SOBERÓN-CHÁVEZ, 

2011). Contudo, isto não explica por que frascos de um mesmo lote levaram a resultados 

diferentes. A Figura 7 apresenta o efeito da adição de 9 mg RL/L oriundos de diferentes lotes e 

frascos. Avaliando os valores de YX/S, apenas o lote 2A, empregado na varredura das 

concentrações de ramnolipídeo (Tabela 6) foi capaz de reduzir o coeficiente de rendimento 

celular. Os experimentos com os lotes 2B e 2C foram conduzidos 30 d após os ensaios com o 

lote 2A. Apesar de a perda de atividade do produto ser possível, seria improvável devido ao 

curto período de tempo decorrido. Além disso, o lote 3 foi testado pouco tempo após sua 

produção. 

Os experimentos com o lote 2 de biossurfactante (frascos A, B e C) foram realizados partindo-

se de um mesmo lote de Polyseed, porém de cápsulas diferentes. Para condução dos 

experimentos com o lote 3 (frascos A e B), foi utilizado um novo lote de inóculo. Novamente, 

esta variação é importante, porém dificilmente justifica as diferenças obtidas com frascos de 

um mesmo lote. Utilizando como exemplo o lote 3, a adição de 9 mg RL/L do frasco A 

prejudicou o metabolismo microbiano, pois reduziu o crescimento (∆X 111,5 ± 51,4 mg C-

org/L no Controle e 51,9 ± 15,4 mg C-org/L no Teste) com prejuízo significativo no consumo 

de substrato (∆S 207,6 ± 71,4 mg C-org/L no Controle e 72,6 ± 19,7mg C-org/L no Teste). Em 

contrapartida, resultado contraditório foi obtido com o frasco B, com células apresentando 

elevado crescimento (∆X 160,5 ± 19,1 mg C-org/L) e consumo de substrato (∆S 320,3 ± 35,3 

mg C-org/L). 
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Figura 7 – Avaliação das respostas obtidas com a adição de 9 mg RL/L (diferentes lotes) em 

experimentos de curta duração. 

 

 

 
Fonte: elaboração própria. As linhas tracejadas correspondem aos valores do intervalo de confiança 

(95%) do Controle. As letras A, B e C após cada número representam diferentes frascos de um mesmo 

lote. O lote 2A foi utilizado no item 4.3.3. 
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Um mesmo lote de Polyseed pode apresentar variações significativas entre as cápsulas, 

conforme observado nos experimentos Controle e na literatura (YANG, CHEN E YIN, 2014). 

Nos experimentos realizados neste estudo se observou diferenças no crescimento do inóculo 

após 14 h. Visualmente, alguns apresentavam crescimento muito baixo, então buscou-se uma 

correlação entre as variáveis avaliadas (absorbância e pH), sendo os resultados apresentados na 

Tabela 8. 

Quando o pH do inóculo diminuía após 14 h (Inóculo Tipo I), o crescimento era reduzido, em 

comparação àqueles ensaios em que o pH se mantinha aproximadamente constante (Inóculo 

Tipo II), conforme observado pelos valores de absorbância (0,122 ± 0,011 e 0,245 ± 0,057, 

respectivamente). O mesmo comportamento se reproduzia após 4 h de experimento, com 

valores de ∆X e ∆S 57% maiores nos Controles referentes ao inóculo Tipo II, mas com valores 

de YX/S mantidos em 0,57 nos dois casos. 

Tabela 8 – Avaliação do inóculo (14 h de crescimento) utilizado e respostas no teste rápido. 

 Condição 
Inóculo 

Tipo I 

Inóculo 

Tipo II 

n(a)  6 (49) 7 (17) 

pH inicial Inóculo (14 h) 7,0 ± 0,1 7,0 ± 0,1 

pH final Inóculo (14 h) 6,0 ± 0,3 7,1 ± 0,2 

Absorbância final Inóculo (14 h) 0,122 ± 0,011 0,245 ± 0,057 

∆X (mg C-org/L) Controle (4 h) 102,8 ± 40,5 162,3 ± 53,2 

∆S (mg C-org/L) Controle (4 h) 182,1 ± 59,5 285,8 ± 29,4 

YX/S Controle (4 h) 0,570 ± 0,168 0,566 ± 0,180 

Fonte: elaboração própria. (a)Número de réplicas utilizadas para os valores de pH e absorbância. Entre 

parênteses, réplicas referentes a ∆X, ∆S e YX/S. 

No caso da adição de 9 mg RL/L (Figura 7), o lote 3A foi testado com inóculo com queda de 

pH (Tipo I), diferente do lote 3B (Tipo II), o que poderia justificar os resultados divergentes. 

Pode-se partir de duas hipóteses diferentes para justificar o impacto do pH na variabilidade dos 

resultados. Uma delas seria o fato de que não é o pH mais baixo que altera o efeito do 

biossurfactante, mas sim a causa da redução do pH. Ou seja, a variação da composição e número 

de células viáveis deixaria o inóculo mais ou menos sensível ao efeito do produto. Essa variação 

pode ter ocorrido por variabilidade nas cápsulas da Polyseed e também em decorrência de falta 

de luz ao longo das 14 h de crescimento do inóculo, causando deficiência de oxigênio, alterando 

assim o metabolismo microbiano. 

A outra hipótese seria o impacto que o pH do meio causa na estrutura do ramnolipídeo, 

alterando seu efeito nas células microbianas. A agregação das moléculas de RL é uma das 

características mais importantes quando se avalia o efeito desses compostos em diversas 

aplicações, e a formação desses agregados depende da concentração de ramnolipídeo, da 



58 

salinidade, da temperatura e do pH do meio (LEBRÓN-PALER et al., 2006; MENDES et al., 

2015). Mesmo em faixa restrita de pH, como entre 5 e 7, a formação de agregados pode se 

alterar (ISHIGAMI et al., 1987). Essa faixa de valores é condizente com os valores de pH 

observados na Tabela 8, e pode justificar os resultados encontrados. 

A adição de biossurfactante purificado ou do caldo bruto livre de células pode resultar em 

efeitos diferentes, mesmo mantendo-se a mesma concentração de ramnolipídeos, pois com o 

produto purificado menos compostos interferentes são adicionados ao meio reacional. Os 

resultados obtidos com o biossurfactante purificado encontram-se na Tabela 9. Neste caso, o 

perfil do inóculo exerceu papel fundamental no metabolismo microbiano. A adição de 9, 12 e 

15 mg RL/L inibiu o crescimento e o consumo de substrato todas as vezes que o inóculo 

apresentou comportamento do Tipo I. Quando o comportamento era do Tipo II, as células 

cresceram e consumiram mais substrato que o Controle, mantendo o fator de crescimento em 

0,67. 

Tabela 9 – Avaliação de biossurfactante do tipo ramnolipídeo purificado em experimentos de curta 

duração. 

RL (mg/L) Lote(a) n(b) 
∆X(c) 

(mg C-org/L) 

∆S(c) 

(mg C-org/L) 
YX/S

(c) 

0 – Controle — 92 111,5 ± 51,4 207,6 ± 71,4 0,543 ± 0,174 

5 1 A(d) 5 65,5±18,2* 112,0±20,0* 0,595±0,185 

5 1 B(e) 3 194,6±35,0* 326,9±35,5* 0,596±0,097 

9 1 A(d) 3 0,0±0,0* 0,0±0,0* 0,000±0,000* 

9 1 B(e) 3 221,5±21,2* 331,6±17,3* 0,667±0,035 

9 1 C(d) 2 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,000 ± 0,000* 

12 1 C(d) 2 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,000 ± 0,000* 

15 1 A(d) 9 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,000 ± 0,000* 

15 1 B(e) 3 216,4±39,5* 323,3±76,7* 0,675±0,063 

15 1 B(d) 3 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,000 ± 0,000* 

15 1 C(d) 12 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,000 ± 0,000* 

50 1 A(d) 2 0,0 ± 0,0* 0,0 ± 0,0* 0,000 ± 0,000* 

Fonte: elaboração própria. (a)Lotes descritos na Tabela 2. As letras A, B e C correspondem ao preparo 

de diferentes soluções do biossurfactante purificado, sendo todas oriundas de um mesmo lote e frasco. 
(b)Número de réplicas. (c)Média ± desvio padrão. (d)Inóculo do Tipo I. (e)Inóculo do Tipo II. *Valores 

estatisticamente diferentes do Controle (teste t, α 0,05). 

No caso da adição de 5 mg RL/L, independente do tipo de inóculo, o valor de YX/S se manteve 

em 0,60, apesar de crescimento e consumo de substrato terem sido menos pronunciados com o 

inóculo Tipo I. Quando se compara o efeito da adição de 9 mg RL/L com os lotes 1B 

(purificado, Tabela 9) e 3B (bruto, Tabela 7), ambos com inóculo Tipo II, observa-se que o 

produto purificado resulta em maior coeficiente de rendimento (0,667 ± 0,035 e 0,501 ± 0,006, 

respectivamente). Em contrapartida, quando o inóculo é do Tipo I, o efeito negativo é mais 

pronunciado com o biossurfactante purificado, uma vez que não foram observados consumo de 
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substrato e crescimento microbiano. Desta forma, pode-se supor que o efeito (desejado ou não) 

do produto purificado é mais pronunciado, sendo altamente dependente do tipo de 

microrganismo avaliado. 

 

4.4 Conclusões 

Os resultados mostram que o biossurfactante foi capaz de alterar o metabolismo microbiano 

conforme esperado. Ou seja, levou à redução do crescimento sem prejuízo significativo da 

remoção de matéria orgânica, de acordo com a análise estatística (teste t, α 0,05). A adição de 

9 mg RL/L seria a concentração mínima necessária para observação do efeito nas condições do 

teste e 12 mg RL/L, a concentração de maior efeito. A adição de concentrações maiores ou 

iguais a 15 mg RL/L prejudicou a remoção de substrato, efeito contrário ao desejado. 

No entanto, o teste utilizado apresenta variação muito elevada dos resultados obtidos, não sendo 

necessariamente a melhor opção para avaliação do potencial de aplicação de um produto para 

redução de lodo. Além disso, como o efeito do biossurfactante deve ser altamente dependente 

do tipo de inóculo empregado, os resultados comprovaram a não adequação da Polyseed como 

inóculo nesta metodologia, uma vez que não se obtém resultados padronizados. 

O efeito (positivo ou negativo) do biossurfactante purificado é mais pronunciado do que o efeito 

do biossurfactante bruto, indicando que uma etapa de purificação pode reduzir a concentração 

mínima necessária para obtenção do efeito desejado. 
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5 Efeito de biossurfactante do tipo ramnolipídeo em sistemas de lodos ativados 

 

5.1 Introdução 

A adição de desacopladores metabólicos visando à redução do lodo de excesso em sistemas de 

lodos ativados é estudada desde a década de 90 e diversos fatores que influenciam o processo 

já foram identificados, tais como características e concentração do produto, e a relação entre as 

concentrações de produto e biomassa do sistema (FOLADORI, ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 

2010; LIU, 2000). O mesmo pode ser extrapolado para qualquer produto utilizado com o 

objetivo de minimizar a produção de lodo, como no caso dos biossurfactantes. 

As condições de teste de um produto visando à redução de lodo podem influenciar seu resultado, 

não sendo este necessariamente reproduzido em um sistema de tratamento de efluentes em 

escala industrial. O tempo de contato entre a biomassa e o produto deve apresentar elevada 

influência na resposta obtida, uma vez que as células são capazes de se adaptar às condições 

impostas (FOLADORI, ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 2010; GUO et al., 2013), levando à 

perda de efeito do produto. 

No caso dos testes de curta duração (item 4) que mostraram a capacidade de redução do 

coeficiente de rendimento celular em concentrações entre 9 e 12 mg RL/L, o tempo de contato 

entre biomassa e produto foi de apenas 4 h. Somado a isso, as condições iniciais desses testes 

são bem diferentes das condições adotadas em sistemas de lodos ativados. De acordo com a 

Tabela 5, tem-se as seguintes concentrações iniciais de biomassa e substrato: X0 108,6 mg C-

org/L e S0 774,8 mg C-org/L. Considerando que metade do peso seco de bactérias é carbono 

(TORTORA, FUNKE E CASE, 2010), X0 nos testes foi de aproximadamente 217 mg SST/L. 

Lodos ativados convencionais operam, normalmente, com 1500 a 4000 mg SST/L (METCALF 

& EDDY, 2016), indicando elevada diferença entre as concentrações iniciais de biomassa nos 

testes e em sistemas de tratamento em escala industrial. Além da concentração de biomassa, a 

diversidade de espécies nos testes (Polyseed) e nos sistemas de tratamento é muito diferente 

(VÁZQUEZ-RODRÍGUEZ et al., 2011), o que também pode influenciar os resultados. 

A caracterização de um dos lotes do meio TSB forneceu resultados de C-org e DQO iguais a 

320 e 754 mg/g, respectivamente, podendo-se considerar S0 1826 mg/L (DQO). O processo de 

lodos ativados é utilizado para tratar efluentes com as mais variadas características (PAUL E 

LIU, 2012), sendo a matéria orgânica introduzida avaliada com base na relação F/M 
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(alimento/biomassa) e na COV (carga orgânica volumétrica), e não na DQO da alimentação. 

Nos experimentos realizados anteriormente (item 4), os valores de F/M e COV podem ser 

estimados em, respectivamente, 25 kg DBO/kg SST.d e 5,5 kg DBO/m3.d (considerando uma 

relação DQO/DBO para o meio TSB de 2). O cálculo é aproximado, pois esses parâmetros são 

inerentes a um processo em regime contínuo, mas servem como indicativo de ordem de 

grandeza. Lodos ativados operam com F/M 0,04 a 0,6 kg DBO/kg SSV.d e COV 0,1 a 1,6 kg 

DBO/m3.d (METCALF & EDDY, 2016), valores bem inferiores aos utilizados nos 

experimentos anteriores. 

As diferenças apontadas confirmam que o teste anteriormente utilizado não é representativo do 

efeito que o produto pode apresentar em um sistema de tratamento de efluentes por lodos 

ativados em escala industrial. Por isso, o objetivo desta etapa do estudo foi avaliar o efeito da 

adição de biossurfactante do tipo ramnolipídeo em um sistema de lodos ativados de bancada 

operando em condições mais próximas às adotadas em um sistema de tratamento em escala 

industrial. 

 

5.2 Procedimento experimental 

A operação dos biorreatores em bateladas sequenciais, denominada Operação 1, se deu 

conforme metodologia descrita anteriormente (ALEXANDRE, 2013), simulando condições de 

operação de uma unidade de lodos ativados em operação em refinaria de petróleo: TRH4 5,5 h, 

razão de reciclo 1 e TRS 20 d. Lodo centrifugado proveniente de um sistema de lodos ativados 

de refinaria de petróleo foi utilizado como inóculo para a partida dos biorreatores com 2800 mg 

SSV/L. A alimentação dos biorreatores (Tabela 10) era composta por efluentes de refinaria de 

petróleo (denominados água ácida e água oleosa) e efluente sintético, de modo que a mistura 

apresentasse DQO em torno de 1000 mg/L. O efluente sintético apresenta compostos 

tipicamente encontrados em efluentes de refinaria e teve sua composição adaptada a partir do 

estudo de Brookes (2005), conforme Tabela 11. 

A alimentação era acrescida de fósforo para manter uma relação DQO:P de 100:1, própria para 

o metabolismo aeróbio, e ferro e alumínio eram adicionados para auxiliar na floculação do lodo, 

conforme recomendação de Novak et al. (2007). 

                                                      
4 TRH: Tempo de retenção hidráulica. 
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Considerando apenas os sais adicionados na alimentação, as concentrações de P, Fe e Al eram, 

respectivamente, 12, 7 e 1,6 mg/L. Entretanto, fosfato é capaz de precipitar com sais de Fe3+ e 

Al3+ (METCALF & EDDY, 2016). Logo, existe a possibilidade de parte do fósforo ter ficado 

indisponível para os microrganismos. 

Tabela 10 – Composição da alimentação dos biorreatores de bancada. 

Efluente / Solução Composição / Origem Volume DQO (mg/L) 

Água ácida Refinaria 1 L 1463 ± 687 

Água oleosa Refinaria 1,88 L 331 ± 144 

Efluente sintético  

Tabela 11 

60 mL 24860 ± 1407 

Fósforo 40,42 g/L Na2HPO4.12H2O 

6,58 g/L KH2PO4 

3 mL — 

Ferro 6,66 g//L FeCl3.6H2O 15 mL — 

Alumínio 4,0 g/L Al2(SO4)3.18H2O 15 mL — 

Total — 3 L 1000(a) 

Fonte: elaboração própria. (a)Valor estimado com base nos valores de DQO de cada efluente na mistura. 

 

Tabela 11 – Composição do efluente sintético utilizado no preparo da alimentação dos biorreatores. 

Composto Concentração (mg/L) Composto Concentração (mg/L) 

Tolueno 190 Ácido butírico 20 

Etilbenzeno 40 Etanol 13000 

Xileno 100 Etilenoglicol 1580 

Naftaleno 17 NaCl 9887 

Fenol 250 Ureia 2140 

Ácido acético 280 Na2HPO4.12H2O 2960 

Ácido propiônico 70 KH2PO4 480 

Fonte: adaptado de Brookes (2005). 

Foram utilizados como biorreatores béqueres de vidro de 1 L com 50% de volume útil, operados 

à temperatura ambiente (19-28ºC), com agitação magnética e aeração realizada por introdução 

de ar através de difusor poroso localizado ao fundo dos biorreatores. Durante a operação 

considerou-se 260 mL de volume de sobrenadante e 240 mL de lodo. Com exceção dos finais 

de semana, todos os dias pela manhã metade do sobrenadante (130 mL) era substituída por nova 

alimentação (130 mL), de modo a simular uma razão de reciclo de 1. Após 5,5 h, retirava-se 25 

mL de licor misto para análise (pH, DQO solúvel, sólidos suspensos, volume sedimentado) e 

manutenção do TRS em 20 d (considerando SST do sobrenadante desprezível). Após 30 min 

de sedimentação, todo o sobrenadante do biorreator (235 mL) era substituído por nova 

alimentação (260 mL), de modo a garantir a manutenção das células até o dia seguinte. Nesta 

substituição, o sobrenadante removido do biorreator era descartado, sem análise. 

Dois biorreatores operaram em paralelo: um Teste, com adição de biossurfactante do tipo 

ramnolipídeo, e um Controle, sem adição de produto. Inicialmente, o produto avaliado foi 
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adicionado na alimentação, de modo que esta apresentasse a concentração desejada. Em 

seguida, o produto passou a ser adicionado diretamente no reator, pois esta forma de operação 

se mostrou mais adequada em estudos anteriores (ALEXANDRE, 2013). Três lotes de produto 

foram utilizados (lotes 3, 4 e 5, Tabela 2), sendo conduzida uma varredura de concentrações 

para determinar o valor mínimo necessário para redução do descarte de lodo. 

Os métodos analíticos estão descritos no Apêndice A. 

 

5.3 Resultados e discussão 

Ambos os biorreatores operaram sem adição de produto por 15 dias, a fim de adaptar o lodo 

aos constituintes da alimentação e às condições de operação. Este período não foi suficiente 

para estabilizar a concentração de sólidos suspensos, que ainda se encontrava em queda. No 

entanto, a eficiência de redução de DQO estabilizou, mantendo uma média de 91,0±0,9% em 

ambos os reatores já na segunda metade deste período. 

Após adaptação, teve início a adição de biossurfactante do tipo ramnolipídeo no biorreator 

Teste. Os 249 dias de operação foram divididos em 8 períodos com base na concentração, na 

forma de adição e no lote do produto. Os resultados encontram-se na Tabela 12 e Figura 8. Os 

dados do biorreator Teste foram comparados com os do Controle através do teste t (α 0,05) em 

cada período avaliado. Alguns parâmetros apresentaram pequenos desvios da normalidade, mas 

como as amostras foram iguais em tamanho, o teste pode ser considerado confiável 

(CALLEGARI-JACQUES, 2007). 
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Tabela 12 – Efeito da concentração de biossurfactante do tipo ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas sequenciais com 

mistura de efluentes de refinaria de petróleo e sintético. 

 

Parâmetro Condição 
Período 1 

(1 a 35)(a) 

Período 2 

(36 a 76) 

Período 3 

(77 a 98) 

Período 4 

(99 a 131) 

Período 5 

(132 a 164) 

Período 6 

(165 a 193) 

Período 7 

(194 a 212) 

Período 8 

(213 a 249) 

Tempo (d)  35 41 22 33 33 29 19 37 

n(b)  12 a 15 16 8 a 9 12 a 14 13 a 14 10 a 11 7 a 8 16 

[Produto] no reator 

(mg RL/L) 
Teste 3,1(c) 12 12 24 50 40 45 50 

Lote de produto 

(Tabela 2) 
Teste 3 4 5 5 5 5 5 4 

DQO alimentação 

(mg/L) 

Controle 

Teste 
1055±49 1051±137 916±83 1019±152 1152±55 1132±318 1120±96 1236±78 

DQO saída(d) 

(mg/L) 

Controle 

Teste 

107±24 

96±19 

92±25 

84±14 

64±28 

77±33 

73±21 

86±24 

94±22 

96±42 

151±154 

146±112 

69±8 

77±16 

79±8 

91±10* 

Redução de DQO 

(%) 

Controle 

Teste 

89,9±2,4 

90,8±1,9 

91,1±2,6 

91,9±1,7 

93,0±3,1 

91,8±3,1 

92,9±1,7 

91,5±2,2 

93,8±2,0 

91,8±3,4 

90,3±3,8 

89,6±2,8 

93,8±1,1 

93,0±1,7 

93,6±0,7 

92,7±0,7* 

pH alimentação 
Controle 

Teste 
7,0±0,1 7,1±0,1 7,1±0,2 7,1±0,1 7,2±0,1 7,4±0,2 7,5±0,1 7,5±0,1 

pH saída(d) 
Controle 

Teste 

7,5±0,3 

7,8±0,2* 

7,2±0,5 

7,5±0,2* 

6,7±0,6 

7,0±0,4 

6,5±0,5 

7,0±0,6 

6,9±0,3 

7,2±0,6 

6,2±0,8 

7,2±0,4* 

7,5±0,2 

7,4±0,4 

7,9±0,7 

8,0±0,6 

SST (mg/L) 
Controle 

Teste 

2874±513 

2983±508 

2480±306 

2611±390 

2510±116 

2711±189* 

2565±223 

2844±330* 

3327±332 

2124±506* 

3138±185 

2322±301* 

3411±237 

2680±551* 

3118±314 

2283±830* 

SSV (mg/L) 
Controle 

Teste 

2047±261 

2135±270 

2066±280 

2182±330 

2102±130 

2284±160* 

2166±190 

2469±287* 

2828±318 

1800±451* 

2679±205 

1989±312* 

2882±187 

2370±490* 

2574±348 

1953±769* 

SSV/SST 
Controle 

Teste 

0,72±0,05 

0,72±0,07 

0,83±0,06 

0,84±0,04 

0,84±0,02 

0,84±0,03 

0,85±0,03 

0,87±0,03 

0,85±0,04 

0,85±0,04 

0,85±0,03 

0,85±0,04 

0,85±0,03 

0,89±0,05 

0,83±0,07 

0,85±0,09 

IVL(e) (mL/g) 
Controle 

Teste 

63±14 

54±7 

89±10 

95±10 

101±7 

103±6 

202±59 

100±14* 

173±91 

98±24* 

112±24 

57±9* 

162±21 

68±7* 

233±51 

70±12* 
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Tabela 12 – Efeito da concentração de biossurfactante do tipo ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas sequenciais com 

mistura de efluentes de refinaria de petróleo e sintético (cont). 

 

Parâmetro Condição 
Período 1 

(1 a 35)(a) 

Período 2 

(36 a 76) 

Período 3 

(77 a 98) 

Período 4 

(99 a 131) 

Período 5 

(132 a 164) 

Período 6 

(165 a 193) 

Período 7 

(194 a 212) 

Período 8 

(213 a 249) 

Produto/Biomassa 

(mg RL/g SST) 
Teste 1,1±0,20(c) 4,7±0,85 4,4±0,31 8,6±1,1 25±6,0 17±2,2 18±4,1 25±7,9 

Descarte de lodo 

(mg SST/d) 

Controle 

Teste 

72±13 

75±13 

62±8 

65±10 

63±3 

68±5* 

64±6 

71±8* 

83±8 

53±13* 

78±5 

58±8* 

85±6 

67±14* 

78±8 

57±21* 

Redução no descarte 

(%) 
Teste -3,8 -5,3 -8,0* -11* 36* 26* 21* 27* 

Fonte: elaboração própria. Operação: TRH 5,5 h, razão de reciclo 1, TRS 20 d. (a)Tempo de operação no período, em dias. (b)Número de análises do período. (c)O 

produto foi adicionado na alimentação, de modo que esta apresentasse 12 mg RL/L; levando em consideração a diluição (130 mL/500 mL), o reator apresentava 

a concentração indicada. (d)Amostra de licor misto centrifugada (2069 g, 10 min). (e)IVL: índice volumétrico de lodo. *Valores estatisticamente diferentes do 

Controle (teste t, α 0,05). 
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Figura 8 – Efeito da concentração de ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bancada operando 

em bateladas sequenciais com mistura de efluentes de refinaria de petróleo e sintético. 

 

 
Fonte: elaboração própria. Pontos azuis ( ) representam dados do biorreator Controle e pontos 

vermelhos ( ) dados do biorreator Teste. A linha cheia ( ) representa os valores médios da relação 

produto/biomassa de cada período. Linhas tracejadas ( ) na vertical separam diferentes períodos de 

operação, baseados em mg RL/L e lotes de biossurfactante. Período 1: 3,1 mg RL/L (lote 3). Período 2: 

12 mg RL/L (lote 3). Período 3: 12 mg RL/L (lote 4). Período 4: 24 mg RL/L (lote 5). Período 5: 50 mg 

RL/L (lote 5). Período 6: 40 mg RL/L (lote 5). Período 7: 45 mg RL/L (lote 5). Período 8: 50 mg RL/L 

(lote 4). 
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Em termos de redução de DQO, só foi observada diferença estatisticamente significativa nos 

resultados do último período de operação, porém a diferença de eficiência entre o Teste e o 

Controle foi muito pequena (93,6 ± 0,7 % no Controle e 92,7 ± 0,7 % no Teste). Além disso, o 

cálculo da eficiência foi feito sem levar em consideração a DQO proveniente do próprio produto 

(Equação (14)), não devendo a diferença de eficiência ser representativa. 

Calculando a eficiência através do balanço de massa (Equação (15)), utilizando os valores 

médios do Período 8 e a DQO do biossurfactante (25255 mg/L), é possível estimar uma redução 

de DQO de 88% para o Controle e 90% para o Teste, concluindo-se que o produto não afetou 

a eficiência de remoção de matéria orgânica do tratamento, mesmo quando se considera sua 

contribuição na DQO introduzida no biorreator Teste. 

No biorreator Teste, a adição direta de 12 (Período 3) e 24 mg RL/L (Período 4) induziu o 

crescimento da biomassa, fazendo com que o descarte de lodo fosse até 11% maior que no 

Controle. Apesar de pequena, esta diferença mostra uma tendência de que quanto maior a 

concentração de biossurfactante, maior o descarte de lodo. Em escala industrial, um aumento 

de 10% no descarte de lodo pode representar um aumento bastante significativo no custo de 

operação da planta (GINESTET, 2007), por isso a avaliação da concentração de produto a ser 

aplicada deve ser bem criteriosa. 

Efluentes de refinaria de petróleo contêm compostos hidrofóbicos que podem ter sua absorção 

e taxa de consumo aumentadas na presença de surfactantes (UYSAL E TÜRKMAN, 2005). 

Sponza e Gök (2010) observaram que a adição de 15 mg RL/L em lodos ativados tratando 

efluente de refinaria aumentou em 18% a remoção de hidrocarbonetos poliaromáticos, sendo 

mais de 90% desta remoção decorrente de processos biológicos. Uysal e Türkman (2005), por 

sua vez, aumentaram a remoção de 2,4-diclorofenol pela adição de biossurfactante comercial 

do tipo ramnolipídeo no sistema de lodos ativados, porém com aumento da concentração de 

sólidos no reator. Esses dados mostram que nos Períodos 3 e 4 a adição do biossurfactante pode 

ter aumentado a absorção de diversos componentes presentes no meio, induzindo o crescimento 

celular e, consequentemente, aumentando o descarte de lodo. Além disso, estas concentrações 

podem não ter sido suficientes para induzir o efeito desejado no sistema, fazendo com que o 

produto servisse apenas como substrato adicional para as células e levando, naturalmente, a um 

maior crescimento da biomassa. 

O efeito esperado de redução de lodo foi observado apenas no 5º período de operação, 

correspondente à adição de 50 mg RL/L diretamente no biorreator Teste nas duas trocas diárias 
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de meio, levando a 36% de redução no descarte (83 ± 8 e 53 ± 13 mg SST/d no Controle e 

Teste, respectivamente). Na Figura 8 é possível observar que a redução no descarte não ocorreu 

logo no início do período. Durante os primeiros 7 dias deste período, a concentração de sólidos 

no biorreator Teste permaneceu praticamente constante (2803 ± 94 mg SST/L), indicando que 

o efeito do produto não foi imediato. Considerando apenas os dias 146 a 164, quando o efeito 

foi mais evidente, a redução no descarte foi de 52%, resultado bastante expressivo, 

principalmente porque não foi observado prejuízo na redução de DQO no mesmo período. 

Os Períodos 6 e 7 operaram com adição de 40 e 45 mg RL/L, respectivamente, de modo a 

verificar a concentração mínima necessária para redução do descarte de lodo, visando à redução 

dos custos de aplicação. As médias de ambos os períodos indicaram redução no descarte de 

lodo de até 26%. Entretanto, a Figura 8 mostra um descarte crescente no biorreator Teste em 

ambos os períodos, indicando perda do efeito do produto, apesar de as médias ainda serem 

estatisticamente diferentes. Ao se adicionar novamente 50 mg RL/L (Período 8), obteve-se 

redução média de 27% no descarte e, ao se descartar os valores iniciais, obtém-se redução 

máxima de 41% (dias 225 a 249). Isso mostra que 50 mg RL/L seria a concentração mínima 

necessária, nas condições experimentais empregadas, para se conseguir uma redução de lodo 

na faixa de 41 a 52%. 

Ambos os períodos com adição de 50 mg RL/L (Períodos 5 e 8) apresentaram valores 

estatisticamente iguais da relação produto/biomassa, com média de 25 mg RL/g SST. Ao longo 

da operação não foi possível avaliar o efeito desta relação, pois o aumento da concentração de 

produto estava necessariamente atrelado ao aumento da relação. A correlação com a redução 

no descarte mostrou que quanto maior a relação produto/biomassa, maior a redução de lodo (R2 

0,8665 a 0,9316, Figura 9). Esse resultado leva a crer que o efeito do biossurfactante também é 

dependente deste parâmetro, assim como nos desacopladores metabólicos (LIU, 2000). 

Ao longo da operação, a sedimentação do lodo foi muito prejudicada em decorrência do 

efluente sintético na alimentação, que contribuía com 50% da matéria orgânica adicionada. A 

metodologia utilizada para determinação do volume de lodo sedimentado foi adaptada, usando 

volume muito reduzido de amostra. Dessa forma, o valor de IVL obtido pode não representar o 

real valor deste parâmetro, servindo apenas para comparar a sedimentação nos biorreatores 

Controle e Teste. A partir do Período 4, o lodo do biorreator Teste apresentou valores de IVL 

significativamente menores que no Controle (50%, 43%, 49%, 58% e 70% nos Períodos 4, 5, 

6, 7 e 8, respectivamente). A sedimentação do lodo pode ser avaliada pelos valores de IVL, mas 

também pela qualidade do sobrenadante gerado. Apesar de não ter sido feita a caracterização 
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do sobrenadante em termos de sólidos suspensos, visualmente não se observou aumento de 

turbidez no sobrenadante do biorreator Teste, indicando melhores propriedades de 

sedimentação do lodo com a adição de RL. 

Figura 9 – Correlações observadas no biorreator Teste. 

 

 
Fonte: elaboração própria. Cada ponto corresponde à média de um período de operação e a linha 

pontilhada corresponde à linha de tendência. (A) Correlação utilizando os resultados de todos os 

períodos. (B) Correlação descartando o valor referente ao Período 4. 

Vale ressaltar que nesta etapa do estudo a adição do biossurfactante a partir da concentração de 

24 mg/L levou a uma intensa formação de espuma branca que, ao ser removida do sistema, 

poderia levar a uma perda de sólidos suspensos. No entanto, a quantificação de sólidos 

suspensos nesta espuma não foi realizada. Se a remoção de sólidos do sistema pela espuma 

fosse significativa, não teria sido possível observar a perda do efeito do produto nos Períodos 6 

e 7 (40 e 45 mg RL/L, respectivamente), quando também havia formação intensa de espuma. 

A 

B 
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Além disso, se a redução de lodo fosse decorrente apenas da perda de sólidos pela espuma, 

provavelmente não se teria observado valores de IVL mais baixos no biorreator Teste. Logo, 

os resultados obtidos podem ser considerados confiáveis. 

No teste rápido (Tabela 6), a adição de 7 mg RL/L (≈ 32 mg RL/g SST) não reduziu o 

crescimento microbiano, já que o valor de YX/S foi estatisticamente igual ao do Controle. A 

adição de 9 e 12 mg RL/L (≈ 41 e 55 mg RL/g SST) levou a 72 e 92% de redução no 

crescimento, respectivamente. Ou seja, enquanto no teste rápido a redução de crescimento só 

foi observada com pelo menos 41 mg RL/g SST, em sistemas de lodos ativados, 25 mg RL/g 

SST foi o mínimo necessário para se conseguir redução no descarte de lodo. Isso mostra que a 

concentração e a relação produto/biomassa não são suficientes para explicar todos os resultados 

obtidos, e outros fatores exercem influência na resposta obtida, como, por exemplo, o tempo de 

contato da biomassa com o produto em questão. 

 

5.4 Conclusões 

O biossurfactante do tipo ramnolipídeo avaliado pode induzir ou reduzir o descarte de lodo em 

sistemas de lodos ativados, dependendo da concentração e condições de operação adotadas. Nas 

condições testadas, a adição de 12 e 24 mg RL/L aumentou o descarte de lodo em até 11%. No 

entanto, com 50 mg RL/L ou 25 mg RL/g SST obteve-se reduções de lodo na faixa de 41 a 

52%, sem prejuízo da redução de DQO e com menores valores de IVL do lodo (com, no 

mínimo, 24 mg RL/L). 

Uma forte correlação entre redução do descarte de lodo e a relação produto/biomassa leva a 

crer que o efeito do biossurfactante pode ser dependente deste parâmetro, assim como os 

desacopladores metabólicos. Porém, outros fatores além de concentração de produto e relação 

produto/biomassa podem exercer influência nas respostas obtidas, como o tempo de contato da 

biomassa com o biossurfactante. 
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6 Variabilidade de resultados obtidos com adição de ramnolipídeo em sistemas de lodos 

ativados em bateladas sequenciais 

 

6.1 Introdução 

Visando qualquer modificação de processo em escala industrial, é importante garantir a 

reprodutibilidade dos resultados, entendendo todos os fenômenos envolvidos (GINESTET, 

2007). Na adição de biossurfactantes nos sistemas de lodos ativados, diversos fatores têm efeito 

sobre os resultados obtidos, pois trata-se de um processo biológico dinâmico, no qual a 

população microbiana se encontra sob constante mudança devido à variabilidade de 

composição dos efluentes e das condições de operação (DEZOTTI, SANT’ANNA JR. E 

BASSIN, 2011; PAUL E LIU, 2012; PUIGAGUT et al., 2007; PUIGAGUT, SALVADÓ E 

GARCÍA, 2005). Além disso, o próprio produto utilizado como aditivo no processo é produzido 

por microrganismos, estando também sujeito a variações (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). 

Os desacopladores metabólicos são estudados há muitos anos e sua efetividade para reduzir a 

produção de lodo de excesso já foi comprovada em diversos estudos e em algumas aplicações 

em sistemas industriais (SAINI, 2014), porém a maior parte dos estudos publicados apresenta 

conclusões específicas para o sistema avaliado. Quando se comparam os resultados desses 

estudos com diferentes efluentes e condições de operação, estes se mostram bastante variáveis. 

A Tabela 13 mostra resultados obtidos com a adição de dnP em diferentes estudos, observando-

se reduções de lodo variando de 56% a -50%. 

No estudo de Alexandre (2013), a adição de 2,6 mg dnP/L reduziu o descarte em 15 a 30%, 

com resultados não inteiramente justificados pela relação produto/biomassa, uma vez que 

obteve-se 30% de redução do descarte com 2,3 e 4,7 mg dnP/g SSV. Comparando este mesmo 

estudo com o de Chen et al. (2008), 19% de redução de lodo foi obtida com a mesma 

concentração de produto (2,5-2,6 mg dnP/L) e diferentes relações produto biomassa (0,37 e 1,4 

mg dnP/g SST), apenas com diferenças no TRS (20 e 15 d, respectivamente). A adição de 20 

mg dnP/L, mantendo relações produto/biomassa próximas (13 mg dnP/g SST e 8,9 mg dnP/g 

SSV) reduziu em 56% e aumentou em 11% o coeficiente de rendimento celular (ARAGÓN, 

QUIROGA E COELLO, 2009; CHEN, YU E XI, 2006), ambos em experimentos de batelada 

única e efluente sintético (Tabela 13). 
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Tabela 13 – Levantamento bibliográfico sobre adição de 2,4-dinitrofenol em lodos ativados. 

mg 

dnP/L(a) 
Efluente Operação Resultado Referência 

2,5 
Sintético 

(amido) 

Bateladas 

sequenciais 

TRH 4,5 h 

TRS 10 a 30 d 

Redução na taxa de produção de lodo: 

30% (TRS 10 d) 

19% (TRS 15 d) 

10% (TRS 20 d) 

18% (TRS 25 d) 

20% (TRS 30 d) 

(0,37 a 0,48 mg dnP/g SST) 

Chen et al. (2008) 

2,6 Refinaria 

Bateladas 

sequenciais 

TRH 5,5 h 

TRS 20 d 

Redução no descarte de lodo: 

15% (2,0 mg dnP/g SSV) 

19% (1,5 mg dnP/g SSV) 

30% (2,3-4,7 mg dnP/g SSV) 

Alexandre (2013) 

4 Esgoto 

Contínuo 

TRH 5,5 h 

TRS 1,5 d 

29% de redução no YX/S 

(1,6 mg dnP/g SST) 

Mayhew; 

Stephenson 

(1998) 

5 

10 

20 

Sintético 

(sacarose) 

Batelada única  

de 3 h 

Redução no YX/S: 

19% (3,1 mg dnP/g SST) 

44% (6,3 mg dnP/g SST)(b) 

56% (13 mg dnP/g SST)(b) 

Chen; Yu; Xi 

(2006) 

20 

30 

40 

Sintético 

(peptona,

extrato de 

carne) 

Batelada única  

de 6 h 

Redução no YX/S: 

-11% (8,9 mg dnP/g SSV) 

14% (13 mg dnP/g SSV) 

-50% (18 mg dnP/g SSV) 

Aragón; Quiroga; 

Coello (2009) 

Fonte: elaboração própria. (a)Concentração no reator. (b)Prejuízo na redução de DQO. 

Grande parte das variações obtidas nestes estudos é explicada por diferenças na relação S0/X0, 

pois o aumento desta relação favorece o desacoplamento metabólico, reduzindo a produção de 

biomassa (LIU, 1996). A Figura 10A, por exemplo, mostra que esta variável tem 97% de 

correlação com a redução de lodo obtida. 

Normalmente, se expressa a redução de lodo em função do coeficiente de rendimento celular 

(YX/S) e da taxa de produção de biomassa (mg SST/d). No entanto, no estudo de Chen et al. 

(2008) não se observou correlação entre estas duas variáveis, conforme apresentado na Figura 

10B, ou seja, pode-se reduzir YX/S sem necessariamente reduzir o descarte de lodo. O principal 

objetivo dos estudos de redução de lodo é reduzir a massa de lodo encaminhada para tratamento 

e disposição final. Visando esta aplicação, independente do coeficiente de rendimento celular, 

a principal resposta avaliada deve ser a redução do descarte ou a taxa de produção de lodo, 

desde que a eficiência do sistema se mantenha. 

A elevada variabilidade nos resultados obtidos demonstra a necessidade de estudos mais 

completos, de modo a verificar interações entre as diversas variáveis capazes de influenciar o 

processo. Além disso, utilizou-se o dnP como exemplo para demonstrar a variabilidade dos 

resultados, que é uma substância química de composição definida e que não sofre grandes 
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transformações ao longo do tempo de estocagem. O mesmo não ocorre com biossurfactantes, 

cujas particularidades de cada lote produzido também podem influenciar os resultados. Deste 

modo, a garantia de reprodutibilidade dos resultados é fundamental antes de se dar continuidade 

ao estudo para avaliar o mecanismo de ação e a melhor condição de operação para redução do 

descarte de lodo, sendo este o objetivo deste capítulo. 

Figura 10 – Correlações observadas no levantamento bibliográfico sobre adição de dnP em lodos 

ativados. 

 

 
Fonte: elaboração própria com dados disponíveis em (A) Alexandre (2013) e (B) Chen et al. (2008). 

  

A 

B 
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6.2 Metodologia 

Nesta etapa foram realizadas diversas operações, partindo, em momentos diferentes, de lodo 

proveniente de um sistema de lodos ativados em operação em refinaria de petróleo. As 

particularidades de cada operação, denominadas Operação 2, Operação 3 e Operação 4, estão 

descritas nos Apêndices B, C e D, respectivamente. 

A operação dos biorreatores em bateladas sequenciais seguiu a metodologia descrita no item 5, 

com algumas modificações. O efluente sintético foi retirado da composição da alimentação, que 

passou a ser constituída apenas por efluente de refinaria (água ácida), diluído em água destilada 

quando necessário para manter DQO 1000 mg/L. A alimentação foi suplementada com 

nitrogênio e fósforo (DQO:N:P de 100:5:1) e, a partir da Operação 3, a espuma passou a ser 

mantida dentro do biorreator Teste através de controle manual da vazão de ar introduzido no 

biorreator. 

Na Operação 3, avaliou-se também a adição de glicose no Controle em alguns períodos de 

operação como forma de ajustar a carga orgânica, pois o biorreator Teste recebia 1,7 vezes mais 

DQO em decorrência da adição de RL. Para isso, preparava-se uma solução estoque de glicose 

de modo que ela apresentasse a mesma DQO do produto. Assim, adicionava-se o mesmo 

volume em ambos os biorreatores, sendo que o Controle recebia glicose, e o Teste, 

biossurfactante. 

Os métodos analíticos encontram-se descritos no Apêndice A. 

 

6.3 Resultados e discussão 

Vários experimentos foram conduzidos com biorreatores operando em bateladas sequenciais, 

com períodos sem e com adição de biossurfactante na concentração determinada no 

experimento de varredura de concentração (50 mg RL/L, item 5). Após um período de 

adaptação do lodo às condições de operação e aos constituintes da alimentação, e após 

verificada a estabilização da redução de DQO e da concentração de SST nos biorreatores, 

iniciava-se a adição de biossurfactante no biorreator Teste a cada troca de meio. Os principais 

resultados encontram-se resumidos na Tabela 14. 

Enquanto no item 5 a concentração de sólidos se manteve praticamente constante (2803 ± 94 

mg SST/L) durante os primeiros 7 dias de operação com adição de 50 mg RL/L, na Operação 

2, após 2 dias de adição do produto observou-se queda de 52% na concentração de SST do 
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biorreator Teste (3368 para 1616 mg SST/L nos dias 1 e 3, respectivamente). Em ambos os 

casos (experimentos do item 5 e da Operação 2), a adição de RL se deu na mesma concentração 

(50 mg RL/L) e relação produto/biomassa (15 e 18 mg RL/g SST). Tais resultados indicam que 

o lote de biossurfactante utilizado nesta etapa (lote 6) apresentou comportamento diferente dos 

anteriores. Além disso, uma intensa formação de espuma (visualmente diferente da espuma na 

operação anterior), também retirada do reator na Operação 2, provavelmente levou à perda 

significativa de sólidos. Assim, a redução de 56% no descarte de lodo (68 ± 9 mg SST/d no 

Controle e 30 ± 19 mg SST/d no Teste) pode não ser resultado direto da adição de RL, mas da 

perda de sólidos com a espuma. 

Tabela 14 – Principais resultados da adição de ramnolipídeo em lodos ativados de bancada operando 

em bateladas sequenciais. 

Operação RL (mg/L)(a) 
Glicose 

(mg/L)(b) 
Efluente(c) TRH (h) 

Redução no 

descarte (%) 

2(d) 

(lote 6) 
50 0 

Sintético (1 a 36)(e) 

Real (37 a 44) 
5,5 56* 

3 

(lote 7) 

50 0 Real (1 a 27) 5,5 -77* 

50 0 Real (28 a 78) 24 -61* 

50 228 Real (79 a 111) 24 20* 

50 228 Real (112 a 138) 5,5 53* 

10 46 Real (139 a 156) 5,5 30* 

25 114 Real (157 a 180) 5,5 18* 

4 

(lote 10) 

10 0 Real (1 a 24) 5,5 -4 

25 0 Real (25 a 50) 5,5 -17* 

4 

(lote 11) 

10 0 Real (1 a 24) 5,5 -32* 

25 0 Real (25 a 50) 5,5 -85* 

Fonte: elaboração própria. Operação: TRS 20 d, TRH 5,5 h (reciclo 1) ou 24 h (sem reciclo). 
(a)Concentração no reator. (b)Adição de glicose no biorreator Controle de modo a adicionar DQO 

equivalente a do RL. (c)Efluente sintético corresponde à mistura da Tabela 10. Efluente real corresponde 

à corrente água ácida diluída para DQO 1000 mg/L, suplementada com N e P. (d)Retirada de espuma do 

sistema. (e)Período de operação, em dias. *Valores estatisticamente diferentes do Controle (teste t, α 

0,05). 

A suspensão da adição de RL no biorreator Teste da Operação 2 foi realizada para verificar se 

o sistema recuperava a concentração de SST obtida em período anterior à adição, no mesmo 

patamar da concentração medida no biorreator Controle. Na Figura 11 é apresentado o 

comportamento da biomassa (concentração de SST) nos biorreatores a partir da suspensão da 

adição de RL no Teste. Enquanto a concentração de SST no Controle apresentou uma variação 

muito pequena (-7,8 mg SST/L.d; R2 0,3923), no biorreator Teste a concentração de SST 

apresentou uma variação maior e positiva de 34 mg SST/L.d (R2 0,9043). Ao final desta 

operação (dias 95 a 111), as concentrações de SST nos dois biorreatores praticamente se 

igualaram, verificando-se médias de 2046 ± 176 mg SST/L (Controle) e 1991 ± 77 mg SST/L 

(Teste). Estes resultados indicam que a suspensão da adição de RL permite que o sistema 
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retorne às concentrações de lodo anteriores à adição. O mesmo ocorreu em um sistema de lodos 

ativados de laboratório após a suspensão da adição de surfactante químico (WYRWAS, 

KRUSZELNICKA E GINTER-KRAMARCZYK, 2011). Esse resultado é importante quando 

se pensa em uma aplicação industrial. Se o produto adicionado apresentar efeito de indução do 

crescimento no sistema ou se a biomassa se adaptar ao produto levando à perda do efeito, pode-

se suspender sua adição e permitir a recuperação da biomassa. Além disso, produtos diferentes 

podem levar a resultados diferentes, alterando a população microbiana. Caso haja adaptação ou 

seleção da biomassa, outro produto, com diferentes características, pode ser utilizado, de forma 

a manter uma redução contínua de descarte de lodo. 

Figura 11 – Variação da concentração de SST com o tempo após suspensão da adição de RL em 

sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas sequenciais com efluente de refinaria de 

petróleo. 

 
Fonte: elaboração própria. Em azul ( ), dados do biorreator Controle e em vermelho ( ), dados do 

biorreator Teste. 

Na Operação 3, a adição de 50 mg RL/L no biorreator Teste, operando na mesma condição do 

biorreator Teste da Operação 2, induziu o crescimento da biomassa (Tabela 14), acarretando 

descarte 77% maior que no Controle (34 ± 3 mg SST/d no Controle e 60 ± 10 mg SST/d no 

Teste). Quando se obteve reduções de 52% (item 5) e 56% (Operação 2) no descarte de lodo 

com 50 mg RL/L ou 25 mg RL/g SST, a espuma formada após adição de RL era retirada do 

biorreator, fazendo com que a concentração de ramnolipídeos no biorreator Teste fosse menor 

que a adicionada a cada troca de meio. Ao manter a espuma dentro do biorreator na Operação 

3, as concentrações de ramnolipídeo no biorreator Teste se mantiveram em 50 mg/L. 
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Além disso, ao não ser retirado do sistema, o RL pode ter sido utilizado como substrato pelas 

células, contribuindo para um maior crescimento da biomassa. A cada 390 mL de alimentação 

com DQO 1000 mg/L adicionada aos biorreatores, adicionava-se 390 mg de DQO. No entanto, 

a adição de 6 mL de RL do lote 7 (DQO 21250 mg/L) no biorreator Teste, levava a uma adição 

extra de 128 mg DQO a cada troca de meio. Ou seja, o biorreator Teste era alimentado com 1,7 

vezes mais matéria orgânica que o biorreator Controle. 

Liwarska-Bizukojc e Bizukojc (2006) observaram que reatores operando em regime contínuo 

com baixas taxas de diluição (TRH alto) apresentaram concentrações de SSV maiores quando 

250 mg/L de surfactantes químicos (quantificados como MBAS5) eram adicionados na 

alimentação, pois eram utilizados como fonte de carbono adicional pelas células. Este resultado 

seria um indício de que o biossurfactante pode induzir o crescimento da biomassa, quando 

adicionado sob determinadas condições. 

De modo a verificar se menores cargas de ramnolipídeo levariam a um menor fornecimento de 

substrato adicional, menor interferência nos resultados obtidos e à reprodução dos valores 

obtidos anteriormente (reduções de descarte de lodo da ordem de 50%), o TRH foi aumentado 

para 24 h em ambos os reatores em um segundo período da Operação 3. Como a carga orgânica 

aplicada foi reduzida com esta modificação, a concentração de SST sofreu redução nos dois 

biorreatores, como apresentado na Figura 12A. As concentrações médias de SST no período 

ainda indicaram aumento de 61% no descarte de lodo (Tabela 14), porém a velocidade de 

redução da concentração de SST no biorreator Teste foi 1,5 vezes maior que no Controle, 

indicando que a redução da carga de RL levou ao efeito desejado (Figura 12A). 

Como o biorreator Teste recebia 1,7 vezes mais matéria orgânica que o Controle devido à adição 

de 50 mg RL/L, uma solução de glicose foi adicionada ao biorreator Controle de modo que este 

recebesse a mesma quantidade de matéria orgânica que o biorreator Teste. Apesar de não ser 

um modo de operação representativo de um sistema real, principalmente por ser uma molécula 

altamente disponível para as células, a adição de glicose foi um meio de se levantar mais 

informações sobre o efeito da adição do biossurfactante. Ao compensar a carga orgânica 

adicional, foi possível observar a redução no descarte de lodo do biorreator Teste: 20% (TRH 

24 h) e 53% (TRH 5,5 h) menor que no Controle (Tabela 14). 

  

                                                      
5 MBAS: substâncias ativas ao azul de metileno, do inglês. 
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Figura 12 – Variação da concentração de SST com o tempo em sistema de lodos ativados de bancada 

operando em bateladas sequenciais com efluente de refinaria de petróleo. 

 

 
Fonte: elaboração própria. Em azul ( ), dados referentes ao biorreator Controle e em vermelho ( ), 

biorreator Teste. (A) Determinação da variação de SST com o tempo após o aumento do TRH para 24 

h na Operação 3. (B) Determinação da variação de SST com o tempo após redução da concentração de 

biossurfactante na Operação 3. 

Na Operação 3, além do lote de RL ser diferente (lote 7) e do fato de a espuma ter sido mantida 

dentro do biorreator Teste, outro fator pode ter contribuído para os resultados obtidos: o método 

de quantificação de ramnolipídeos no caldo bruto livre de células foi alterado. Até então, a 

quantificação era feita pelo método do orcinol, sendo alterado para HPLC a partir do emprego 

do lote 7. Quando se quantifica a ramnose no meio de cultivo pelo método do orcinol sem uma 

etapa de extração, a concentração de RL é superestimada quando comparada aos valores obtidos 

por HPLC, que é uma análise de maior precisão (BALLOT, 2009). Desta forma, quando o RL 

apresentou 52% de redução (item 5), a concentração efetiva dentro do biorreator seria menor 

A 

B 
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que 50 mg RL/L, tanto pela retirada de espuma quanto pelo método de quantificação utilizado. 

Por isso, avaliou-se também as concentrações de 10 e 25 mg RL/L. 

Os valores médios de descarte de lodo indicam 30% de redução na concentração de 10 mg RL/L 

(Tabela 14). Porém, deve-se considerar que o biorreator Teste já apresentava valores mais 

baixos de SST, decorrentes de modificações de operação dos períodos anteriores. Conforme 

observado na Figura 12B, a concentração de SST reduziu a uma taxa de 46 mg SST/L.d (R2 

0,8306) no biorreator Controle, porém manteve-se muito menor no biorreator Teste, indicando 

que o RL não apresentou o efeito esperado de redução de lodo. O aumento na concentração de 

RL para 25 mg RL/L acarretou 18% de redução no descarte de lodo (Tabela 14), porém os 

resultados obtidos foram muito próximos aos do biorreator Controle, com exceção dos últimos 

pontos analisados (conforme pode-se observar na Figura 25, no Apêndice C). 

Outra consideração a ser feita é que as condições de fermentação de P. aeruginosa visando à 

produção de ramnolipídeos devem ser bem controladas, pois podem levar a diferentes misturas 

de congêneres e homólogos (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). Diferentes proporções de MRL e 

DRL acarretam diferentes efeitos na biomassa estudada. O aumento da fração de MRL, por 

exemplo, é capaz de aumentar o índice de emulsificação e a propriedade antimicrobiana sobre 

bactérias Gram-negativa (DAS, YANG E MA, 2014). 

Este fato pode ser melhor observado quando se analisa os resultados da Operação 4. Ambos os 

lotes avaliados, 10 e 11, foram produzidos simultaneamente, porém em frascos agitados e em 

fermentador de bancada, respectivamente. As cinéticas de produção de RL e crescimento 

microbiano foram diferentes, conforme apresentado no Apêndice D. Mesmo avaliando as 

mesmas concentrações de RL nos sistemas de lodos ativados, a resposta foi significativamente 

diferente, conforme observado na Tabela 14. 

Até então, o foco da pesquisa eram fatores quantitativos do biossurfactante, avaliando sua 

concentração e a relação produto/biomassa. Porém, ao longo deste estudo, diversas condições 

de fermentação foram utilizadas, o que pode ter sido determinante na obtenção de resultados 

variáveis, conforme apresentado no item 6.4 a seguir. Além de diferentes proporções de 

congêneres, o fato de se utilizar o caldo bruto livre de células também pode ter influenciado os 

resultados devido à presença de compostos orgânicos além do RL, como glicerol residual da 

fermentação, por exemplo. 

  



82 

6.4 Comparação de todas as operações em sistema de lodos ativados 

Quando se comparam todos os resultados obtidos na operação dos biorreatores (Operações 1, 

2, 3 e 4), algumas correlações podem ser observadas, conforme apresentado na Figura 13. 

A redução do descarte de lodo não se correlaciona com a concentração de ramnolipídeos no 

biorreator (R2 0,0407, Figura 13A), mas sim com a relação produto / biomassa (R2 0,3924 - 

linear, R2 0,5533 - exponencial, Figura 13B). Quanto maior a relação, menor o descarte de lodo 

obtido. 

Outra variável que se mostrou importante na obtenção dos resultados é a relação S0/X0. O 

aumento desta relação no biorreator Teste sem considerar a DQO adicional do biossurfactante 

reduz o descarte de lodo (R2 0,7789, Figura 13C). Este comportamento já era esperado, pois se 

observam maiores valores do coeficiente de rendimento celular quando a relação S0/X0 é mais 

baixa devido a desacoplamento energético (LIU, 1996). A curva obtida tem perfil semelhante 

ao estudo de Liu (1996). Quando se considera a DQO do biossurfactante no cálculo da relação 

S0/X0, o fator de correlação diminui (R2 0,4622, Figura 13D), o que pode indicar que, nos testes 

realizados, a relação S0/X0 teve maior participação na redução do descarte do que o 

biossurfactante. Contudo, não se pode descartar um efeito sinérgico. 

Vale ressaltar que as variações obtidas na relação S0/X0 foram decorrentes da própria operação 

dos biorreatores, que estabilizavam em valores de SST diferentes a cada nova partida do 

sistema, apesar de se manter a mesma concentração inicial de biomassa e DQO de alimentação. 

Na Figura 13E observa-se que os valores de IVL no biorreator Teste foram mais baixos que no 

Controle na maioria dos períodos avaliados, apresentando correlação de 44% com a relação 

produto/biomassa (Figura 13F). Liwarska-Bizukojc e Bizukojc (2006) também observaram 

variação nos valores de IVL de biorreatores operando com adição de surfactantes químicos 

aniônicos. O aumento da taxa de diluição reduziu os valores, que atingiram patamar abaixo do 

reator Controle. Logo, deve-se avaliar também o efeito do biossurfactante nas características de 

sedimentação do lodo, de modo a evitar prejuízo no processo. 
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Figura 13 – Correlações observadas na condução de lodos ativados em bateladas sequenciais. 
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Figura 13 – Correlações observadas na condução de lodos ativados em bateladas sequenciais (cont). 

 

 

 

 
Fonte: elaboração própria. Cada ponto nos gráficos corresponde ao resultado de um período de operação 

do biorreator Teste, envolvendo todas as corridas realizadas (itens 5 e 6). Linhas pontilhadas 

correspondem a linhas de tendência e linha tracejada corresponde aos valores do Controle. Valores 

normatizados correspondem à relação Teste/Controle. 

D 

E 

F 
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A Operação 1 (item 5) foi a que levou a melhores resultados, com um máximo de 52% de 

redução no descarte de lodo. O principal diferencial observado em relação a todos os outros 

períodos está na alimentação, que era composta por efluente sintético. De 1000 mg/L de DQO 

da alimentação, 50% eram oriundos de efluente sintético (Tabela 11). Apesar deste apresentar 

compostos tipicamente encontrados nos efluentes de refinaria de petróleo (BROOKES, 2005), 

87% da DQO teórica do efluente sintético era oriunda de etanol, fazendo com que 

aproximadamente 40% da matéria orgânica adicionada aos biorreatores fosse etanol, levando a 

concentrações entre 68 (1ª troca) e 135 mg/L (2ª troca) no volume útil do biorreator. O etanol 

é uma molécula com elevada permeabilidade nas membranas de bactérias e, quando acumulado 

no meio, pode promover a liberação de nutrientes e a redução do crescimento celular 

(INGRAM, 1990; OSMAN E INGRAM, 1985). No entanto, nas concentrações utilizadas tal 

efeito é improvável. Além disso, se a redução do crescimento fosse decorrente apenas do uso 

de etanol na alimentação, o mesmo resultado teria sido observado no Controle. 

Pode-se supor, então, um efeito combinado entre etanol e o biossurfactante. Por ser um 

composto altamente biodisponível, nas concentrações utilizadas pode ter feito com que a 

biomassa ficasse mais ativa, levantando também a hipótese de que o efeito do biossurfactante 

é dependente da atividade celular, devendo ser avaliado em outras condições de operação dos 

biorreatores. 

Chen et al. (2008) estudaram o efeito do TRS (10 a 30 d) na produção de lodo de um sistema 

de lodos ativados operando em bateladas sequenciais com e sem adição de dnP. A maior 

redução na produção de lodo foi obtida no sistema operando com TRS 10 d (7,84 g SST/d no 

Controle e 5,47 g SST/d no Teste), reforçando a hipótese de que o efeito do biossurfactante 

pode ser mais pronunciado sob condições de operação que aumentem a atividade da biomassa. 

 

6.5 Conclusões 

A não reprodutibilidade dos resultados pode ser decorrente do lote de biossurfactante, que varia 

em função das condições de fermentação e manutenção do inóculo. Além do fato de ter sido 

utilizado caldo bruto livre de células, fazendo com que outras substâncias, que não o 

ramnolipídeo, possam ter mascarado ou suprimido o efeito. As características do substrato 

utilizado e as condições de operação do sistema também podem ter influenciado as respostas 

obtidas. 
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Há indícios de que o aumento da relação produto/biomassa reduz o descarte de lodo. Maiores 

reduções no descarte de lodo foram obtidas com os maiores valores de S0/X0, devendo-se 

avaliar a existência de um efeito sinérgico entre biossurfactante e a relação S0/X0. O efeito do 

biossurfactante do tipo ramnolipídeo também pode estar associado ao estado fisiológico das 

células, devendo este ser avaliado em diferentes condições de operação. 
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7 Efeito de diferentes congêneres de ramnolipídeo sobre o metabolismo microbiano 

 

7.1 Introdução 

Uma das linhas de pesquisa relacionada à aplicação de biossurfactantes está associada à sua 

atividade antimicrobiana (ARAUJO et al., 2016). Ramnolipídeos, em especial, têm mostrado 

resultados notáveis, com efeito já comprovado em bactérias Gram positivo e Gram negativo, 

fungos filamentosos, leveduras, algas e até vírus, atingindo um estágio de desenvolvimento em 

que passam a ser produzidos como antibióticos comerciais (BALLOT, 2009; LOTFABAD, 

SHAHCHERAGHI E SHOORAJ, 2013; SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). 

A Tabela 15 apresenta alguns valores de concentração mínima inibitória (CMI) encontrados na 

literatura para diferentes ramnolipídeos, sendo possível observar a elevada variabilidade obtida. 

Isso ocorre porque o tipo de mistura de ramnolipídeos e seu grau de pureza, a espécie 

microbiana, bem como o tipo de teste utilizados e suas condições influenciam os resultados 

(BALLOT, 2009). No caso de E. coli e S. epidermis, por exemplo, observam-se valores que 

variam de 4 a 250 mg/L e 8 a 250 mg/L, respectivamente. 

Em geral, as diferenças observadas são decorrentes da proporção de congêneres na mistura de 

ramnolipídeos. No estudo de Das, Yang e Ma (2014), observa-se que o aumento da fração de 

MRL reduziu o valor de CMI (Tabela 15), indicando maior efeito na inibição microbiana. Os 

autores também avaliaram a zona de inibição de crescimento (ZOI) de E. coli em placas com o 

teste de difusão em ágar. Quando o teste era realizado com uma mistura de MRL:DRL de 0:6, 

o valor de ZOI era de 12 mm. Este valor aumentou gradativamente com o aumento da fração 

de MRL, chegando a 30 mm com as misturas 5:1 e 6:0. Os autores concluíram que a fração 

MRL apresentava papel fundamental no potencial antimicrobiano do biossurfactante. Ballot 

(2009) obteve resultado semelhante. O biossurfactante produzido por uma cepa de P. 

aeruginosa que produz apenas o congênere MRL gerou uma ZOI (com Mycobacterium aurum) 

de 31 mm, contra apenas 17,5 mm quando o produto era produzido por uma cepa que gerava 

uma mistura desconhecida de congêneres. 

Comparando-se os resultados de Haba et al. (2003) e Benincasa et al. (2004) para cada 

microrganismo na Tabela 15, percebe-se que uma maior concentração de MRL acarreta CMI 

mais baixa, indicando maior efeito antimicrobiano (B. subtilis, P. aeruginosa, S. aureus e S. 

thyphimurium). Porém, este resultado não pode ser generalizado, conforme observado com E. 



88 

coli, S. epidermidis e M. luteus, comprovando que a espécie microbiana avaliada também 

exerce papel fundamental nos resultados obtidos. Como a população microbiana sofre 

alterações sob diferentes condições de operação nos sistemas de lodos ativados (PAUL E LIU, 

2012), além da mistura de ramnolipídeos, as condições de operação também devem alterar os 

resultados. 

Tabela 15 – Atividade antibacteriana de biossurfactantes do tipo ramnolipídeo. 

MRL: 

DRL(a) 

CMI 

(μg/mL)(b) 
Ref. 

MRL: 

DRL(a) 

CMI 

(μg/mL)(b) 
Ref. 

Escherichia coli Staphylococcus aureus 

1:5 32 (1) 1:5 30 (1) 

1:1 4 (1) 1:1 16 (1) 

1:3 16 (1) 1:3 16 (1) 

—(c) 30 (1) — 25 (1) 

1:2(d) 64 (2) 1:2(d) 32 (2) 

2:1(d) 250 (3) 2:1(d) 8 (3) 

— 32 (4) — 128 (4) 

Bacilus subtilis Staphyloccocus epidermidis 

1:5 16 (1) 1:2(d) 32 (2) 

1:1 4 (1) 2:1(d) 250 (3) 

1:3 6 (1) — 8 (4) 

— 10 (1) Salmonella thyphimurium 

1:2(d) 16 (2) 1:2(d) 128 (2) 

2:1(d) 8 (3) 2:1(d) 16 (3) 

— 64 (4) — 128 (4) 

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 Micrococcus luteus 

1:2(d) 256 (2) 1:2(d) 64 (2) 

2:1(d) 32 (3) 2:1(d) 128 (3) 

— > 256 (4) — 32 (4) 

Fonte: elaboração própria, com dados disponíveis em (1) Das; Yang; Ma (2014), (2) Haba et al. (2003), 

(3) Benincasa et al. (2004) e (4) Abalos et al. (2001). (a)Proporção de MRL e DRL na mistura de 

biossurfactantes. (b)Referência (1) utilizou valores de CMI50 (inibição de 50% do crescimento), enquanto 

as outras utilizaram inibição de crescimento visível. (c)Não disponível. (d)Valor aproximado, com base 

nos percentuais fornecidos na tabela da referência. 

Com exceção do estudo de Das, Yang e Ma (2014), todas as referências na Tabela 15 utilizaram 

soluções purificadas de biossurfactante. Diversas cepas de Pseudomonas, inclusive P. 

aeruginosa, são capazes de produzir fenazina, um antibiótico heterocíclico de amplo espectro 

(PERNEEL et al., 2008; PIERSON E PIERSON, 2010). Ramnolipídeos e fenazina apresentam 

efeito sinérgico na inibição do crescimento de fungos (PERNEEL et al., 2008), podendo 

apresentar o mesmo efeito no crescimento de bactérias. Por isso, deve-se dar preferência ao uso 

de soluções purificadas de biossurfactante (BALLOT, 2009). 

Assim como no caso de crescimento de culturas puras, a proporção de MRL e DRL deve 

influenciar os resultados obtidos em sistemas de lodos ativados. Portanto, o objetivo principal 

deste item foi avaliar o efeito desta proporção na mistura de congêneres na redução do 
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crescimento microbiano em teste rápido. Para tal, foram utilizados produtos com elevado grau 

de pureza com o intuito de evitar o efeito de interferentes de outras substâncias no processo. 

Como objetivo secundário, pretendia-se determinar as condições de teste em que se obtém a 

maior redução no descarte de lodo. 

Como o teste Tipo II (Quadro 2) não se mostrou adequado (conforme resultados apresentados 

no item 4), a avaliação de diferentes proporções de congêneres no crescimento microbiano foi 

feita por meio da utilização do teste Tipo III, bastante comum no estudo de desacopladores 

metabólicos. Apesar de ser bastante simples, não é um teste padronizado: o tempo de reação 

varia de 3 a 9 h, a fonte de carbono pode ser tão simples como acetato de sódio, quanto mais 

complexa, como amido, e a relação S0/X0 varia de 0,12 a 2 (CHEN, MO E LIU, 2002; CHEN 

et al., 2006; FANG et al., 2015; FENG et al., 2013; TIAN et al., 2013; YANG, XIE E LIU, 

2003). Por isso, foram avaliadas diferentes condições, conforme apresentado a seguir. 

 

7.2 Procedimento experimental 

A Figura 14 apresenta um fluxograma esquemático do teste Tipo III (Quadro 2) utilizado. O 

lodo foi coletado em uma ETE localizada no município do Rio de Janeiro e armazenado sob 

refrigeração até o momento do uso. O lodo era então submetido a uma etapa prévia para ativação 

da biomassa (melhor descrita nos itens 7.2.1 e 7.2.2), pois a atividade microbiana era reduzida 

devido às baixas temperaturas do armazenamento. Em seguida, o teste rápido propriamente dito 

era conduzido para avaliação do efeito do produto em questão (Teste), sempre com um Controle 

(sem adição de produto) em paralelo para avaliação do efeito. 

O teste rápido foi conduzido em batelada, usando bécheres de vidro de 1 L com 600 mL de 

volume útil, consistindo de 100 mL de tampão fosfato 0,1 mol/L e pH 7 (MORITA E 

ASSUMPÇÃO, 2007), volume apropriado de inóculo para a concentração inicial de SST 

desejada, volume apropriado de alimentação (solução de glicose ou meio TSB 30 g/L) para a 

DQO inicial desejada, e água destilada para completar o volume útil. Volume apropriado de 

solução estoque de produto era adicionado nos reatores Teste e, para cada condição Teste, um 

experimento Controle era conduzido em paralelo, sem adição de produto. Todos os 

experimentos foram conduzidos à temperatura ambiente (19-22ºC ao longo de 12 h; 19-28ºC 

ao longo de 24 h), com agitação magnética e aeração realizada por introdução de ar através de 

difusor poroso cilíndrico com 3,5 cm (comprimento) x 1 cm (diâmetro) localizado no fundo dos 

biorreatores. O fluxo de ar era controlado manualmente de modo que a espuma gerada em 
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decorrência da adição de biossurfactante se mantivesse dentro dos reatores, garantindo OD de 

pelo menos 0,5 mg/L. Nos experimentos Controle, vazões semelhantes eram aplicadas, de modo 

que as concentrações de OD em todas as condições fossem semelhantes. 

Figura 14 – Fluxograma do teste rápido Tipo III. 

 
Fonte: elaboração própria. 

A cada hora, durante 4 h, 25 mL de amostra eram retirados para análise de SST e DQO solúvel 

para determinação de YX/S e da taxa de consumo de substrato (k). Após 30 h de reação, a taxa 

específica de consumo de oxigênio exógena (SOURex) foi determinada através da mistura de 

10 mL de solução de acetato de sódio (0,3 mol/L) com 290 mL de licor misto de cada condição. 

Os métodos analíticos estão descritos no Apêndice A. 

As amostras retiradas dos reatores nos tempos específicos eram filtradas em membrana de fibra 

de vidro para quantificação de sólidos suspensos (em duplicata) e, em seguida, o líquido era 

novamente filtrado em membrana de celulose de 0,45 μm para determinação da DQO solúvel. 

Imediatamente após a última filtração, adicionava-se H2SO4 concentrado (1 gota/5mL de 

amostra) nas amostras para reduzir o pH, eliminando a possibilidade de haver atividade 

microbiana até o momento da análise de DQO. 

O coeficiente de rendimento celular era calculado conforme Equação (3), sendo: 

 X0: concentração de biomassa inicial (mg SST/L); 

 X4: concentração de biomassa após 4 h de reação (mg SST/L); 

 S0: concentração de substrato inicial (DQO solúvel, mg/L), e 

 S4: concentração de substrato após 4 h de reação (DQO solúvel, mg /L). 

Avaliação do produto 
(teste rápido)

Geração de

biomassa ativa

Armazenamento

sob refrigeração

Lodo

ETE

Lodo

ativado

Controle Teste



91 

Alguns experimentos precisaram ser conduzidos com volume útil reduzido devido à quantidade 

de produto disponível (item 7.2.2.3 e 7.3.2.3), por isso foi utilizado erlenmeyer de 125 mL 

(escala de graduação, porém volume total maior), com 125 mL de volume útil inicial, 

mantendo-se as respectivas proporções. Neste caso, a aeração foi feita sem o difusor poroso, 

minimizando problemas com espuma e sendo suficiente para garantir OD nos reatores (pelo 

menos 1,0 mg/L). Como o volume era reduzido, só foram analisadas amostras retiradas nos 

tempos 0 h e 4 h, portanto, k não foi quantificado nesses casos. 

 

7.2.1 Procedimento 1 

Para ativação da biomassa, lodo e alimentação eram misturados, de modo que volume útil do 

reator apresentasse inicialmente 2000 mg SST/L e DQO 1000 mg/L. Após aeração por 23 h, 

um volume apropriado de licor misto era utilizado como inóculo no teste rápido. A condição 

inicial utilizada no teste rápido foi 500 mg SST/L e DQO 1000 mg/L. 

Nesta etapa, foram avaliados dois tipos de alimentação: uma solução de glicose e uma solução 

do meio TSB. Para avaliar a adequação do teste, utilizou-se 2,4-dinitrofenol (Vetec, grau 

indicador, solução estoque 0,4 g/L) como produto modelo em concentrações de até 20 mg 

dnP/L. 

 

7.2.2 Procedimento 2 

Este procedimento diferiu do anterior apenas nas condições da etapa de ativação da biomassa e 

no produto utilizado no teste rápido propriamente dito. Foram utilizados biossurfactantes do 

tipo ramnolipídeo comerciais com elevado grau de pureza (R90, R95M90 e R95D90, descritos 

na Tabela 3). Utilizou-se solução estoque contendo 40 g(massa úmida) produto/L para todos os 

produtos. No caso do R90, isso equivale a 22,5 g RL/L (considerando fator 0,4489 g ramnose/g 

RL). 

Um RBS foi mantido em operação à temperatura ambiente (19-28ºC) para que o licor misto 

pudesse ser utilizado como inóculo nos experimentos. O reator consistia de uma caixa de 

acrílico com 5 mm de espessura e 20 x 20 x 20 cm, com 5 L de volume útil. Ar comprimido era 

introduzido no sistema através de um difusor trapezoidal de 10 (comprimento) x 2 (base) x 2 

cm (altura) localizado no centro do reator para garantir a homogeneidade do sistema e 

concentrações de oxigênio dissolvido (OD) de pelo menos 4 mg/L. Lodo oriundo de ETE 
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armazenado sob refrigeração foi utilizado na partida dos reatores, que se deu com 2000 mg 

SST/L. O meio (2,6 L) era trocado duas vezes ao dia, pela manhã e 8 h depois. A alimentação 

consistia em meio TSB (DQO 1000 mg/L) e NaHCO3 (0,9 g/L) para manter o pH em torno de 

7 no reator. Para evitar mudanças significativas no consórcio microbiano, fixou-se a operação 

em no máximo 30 dias, e nenhum experimento era conduzido durante a primeira semana de 

operação, de modo a permitir adaptação dos microrganismos ao meio e às condições de 

operação. O licor misto era removido do reator para ser utilizado como inóculo no teste rápido 

antes de qualquer troca de meio no dia (aproximadamente 15 h depois da última troca). O TRS, 

calculado após o término da operação, foi de 10 d. 

Foram realizados diversos testes para avaliar o efeito de diferentes congêneres de RL, sendo as 

etapas apresentadas na Figura 15 e melhor descritas nos itens a seguir. Cada etapa (1, 2 e 3) foi 

realizada com diferentes RBS para gerar o inóculo necessário para o teste rápido. 

Figura 15 – Etapas realizadas para avaliação do efeito de diferentes proporções de congêneres de RL 

no teste rápido. 

 
Fonte: elaboração própria. 

 

7.2.2.1 Determinação da melhor condição do teste rápido (Etapa 1) 

As relações S0/X0 e produto/biomassa são duas variáveis identificadas como sendo capazes de 

influenciar os resultados, por isso foi feito um planejamento de experimentos para observação 

dos efeitos combinados. Na literatura, para este tipo de teste, observa-se valores de S0/X0 entre 

Etapa 1

(DFC)

• Objetivo: determinar a melhor condição para redução do crescimento.

• Produto: R90.

• Volume útil inicial: 600 mL.

Etapa 2

(Validação 
DFC)

• Objetivo: avaliar a reprodutibilidade dos resultados.

• Produto: R90.

• Volume útil inicial: 600 mL.

Etapa 3

(Congêneres)

• Objetivo: avaliar o efeito de diferentes proporções de congêneres.

• Produtos: R90, R95M90 e R95D90.

• Volume útil inicial: 120 mL.
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0,12 e 2 (CHEN, MO E LIU, 2002; CHEN et al., 2006; FANG et al., 2015; FENG et al., 2013; 

TIAN et al., 2013; YANG, XIE E LIU, 2003). Quando se observou 52% de redução no descarte 

de lodo (item 5) com biossurfactante produzido em laboratório, a relação produto/biomassa 

média era de 25 mg RL/g SST. A faixa de estudo escolhida (Tabela 16) engloba, portanto, todos 

esses valores. 

Tabela 16 – Valores reais e codificados das variáveis usadas no planejamento de experimentos. 

Variáveis 
Níveis 

-1 0 1 

S0/X0 (g DQO/g SST) 0,12 1,06 2,00 

RL/X0 (mg RL/g SST) 15 25 35 

Fonte: elaboração própria. 

Para avaliação do efeito de 2 variáveis, recomenda-se a utilização de um delineamento 

composto central rotacional (DCCR), com α 1,4142 (RODRIGUES E IEMMA, 2005). Para a 

faixa de estudo escolhida, o valor de S0/X0 em -1,4142 apresenta valor negativo, 

impossibilitando a realização deste tipo de planejamento. Por isso foi feito o delineamento de 

face centrada (DFC), com α = 1. Esta escolha pode inclusive ser considerada melhor, pois 

garante que todos os resultados obtidos estarão dentro da faixa de estudo escolhida, não 

havendo região intermediária sem investigação, como ocorre nos casos em que α=√k  

(FERREIRA et al., 2007). 

As condições do DFC estão descritas na Tabela 17. Cada nível de S0/X0 deve possuir um 

experimento Controle (sem adição de biossurfactante), pois a alteração desta relação por si só 

já é capaz de alterar o metabolismo microbiano (LIU, 1996). Portanto, cada condição do 

planejamento foi realizada em paralelo com seu respectivo Controle. 

Tabela 17 – Condições experimentais do DFC. 

Condição 
S0/X0

(a) 

(g/g) 

RL/X0
(a) 

(mg/g) 

SST(b) 

(mg/L) 

DQO(c) 

(mg/L) 

RL(d) 

(mg/L) 

1 -1 (0,12) -1 (15) 1000 120 15 

2 +1 (2,00) -1 (15) 1000 2000 15 

3 -1 (0,12) +1 (35) 1000 120 35 

4 +1 (2,00) +1 (35) 1000 2000 35 

5 -1 (0,12) 0 (25) 1000 120 25 

6 +1 (2,00) 0 (25) 1000 2000 25 

7 0 (1,06) -1 (15) 1000 1060 15 

8 0 (1,06) +1 (35) 1000 1060 35 

9 0 (1,06) 0 (25) 1000 1060 25 

10 0 (1,06) 0 (25) 1000 1060 25 

11 0 (1,06) 0 (25) 1000 1060 25 

Fonte: elaboração própria. (a)Valores codificados. Entre parênteses, valores reais. (b)Inóculo oriundo de 

RBS, com operação descrita no item 7.2.2. (c)Meio TSB 30 g/L. (d)Produto utilizado: R90 (Tabela 3). 

Solução estoque contendo 40 g(massa úmida) R90/L e 22,5 g RL/L, considerando fator 0,4489 g ramnose/g 

RL.   
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As variáveis de resposta utilizadas foram YX/S, k e SOURex. Para a análise do DFC, considerou-

se que todos os Controles apresentaram valores iguais a 1, pois assim a análise dos resultados 

já mostra aumento ou redução das respostas em decorrência da adição do produto. 

 

7.2.2.2 Validação da melhor condição do teste rápido (Etapa 2) 

Para validar os resultados obtidos na Etapa 1, selecionou-se 6 condições de S0/X0 e RL/X0 sob 

diferentes concentrações iniciais de biomassa, 1000 e 2000 mg SST/L. Desta forma, seria 

possível avaliar também o efeito da concentração de RL no meio. As condições avaliadas 

encontram-se descritas na Tabela 18. 

Tabela 18 – Condições avaliadas na Etapa 2. 

Condição 
S0/X0

(a) 

(g DQO/g SST) 

RL/X0
(a) 

(mg RL/g SST) 

SST(b) 

(mg/L) 

DQO(c) 

(mg/L) 

RL(d) 

(mg/L) 

1 -0,745 (0,36) -1 (15) 1000 360 15 

2 -0,745 (0,36) 0 (25) 1000 360 25 

3 -0,745 (0,36) 1 (35) 1000 360 35 

4 -0,745 (0,36) -1 (15) 2000 720 30 

5 -0,745 (0,36) 0 (25) 2000 720 50 

6 -0,745 (0,36) 1 (35) 2000 720 70 

7 0 (1,06) -1 (15) 1000 1060 15 

8 0 (1,06) 0 (25) 1000 1060 25 

9 0 (1,06) 1 (35) 1000 1060 35 

10 0 (1,06) -1 (15) 2000 2120 30 

11 0 (1,06) 0 (25) 2000 2120 50 

12 0 (1,06) 1 (35) 2000 2120 70 

Fonte: elaboração própria. (a)Valores codificados. Entre parênteses, valores reais. (b)Inóculo oriundo de 

RBS, com operação descrita no item 7.2.2. (c)Meio TSB 30 g/L. (d)Produto utilizado: R90 (Tabela 3). 

Solução estoque contendo 40 g(massa úmida) R90/L e 22,5 g RL/L, considerando fator 0,4489 g ramnose/g 

RL. 

 

7.2.2.3 Avaliação do efeito de diferentes proporções de congêneres (Etapa 3) 

Para a avaliação do efeito de diferentes proporções de congêneres, foram avaliados os produtos 

R90, R95M90, e R95D90. Assim como nos itens 7.2.2.1 e 7.2.2.2, a solução estoque de R90 

apresentava concentração de 40 g(massa úmida)/L, equivalente a 22,5 g RL/L. Para os produtos 

R95M90 e R95D90, suas respectivas soluções estoque apresentavam concentrações de 4 g(massa 

úmida)/L e, portanto, nos experimentos com adição deste produtos, utilizou-se volume 10x maior 

que naqueles que utilizavam R90. 

Nesta etapa, manteve-se a melhor condição avaliada anteriormente: S0/X0 1,06 g DQO/g SST 

e RL/X0 25 mg RL/g SST, com concentração de biomassa inicial igual a 1000 mg SST/L. Como 
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o volume útil dos reatores foi reduzido para 125 mL, inicialmente, um experimento foi 

conduzido para verificar se essa redução influenciaria o resultado obtido. Para isso, 2 Controles 

e 2 Testes (com R90) foram realizados, um par com 600 mL e o outro com 125 mL de volume 

útil. 

Em seguida, foram realizados 3 experimentos em dias diferentes, todos com 125 mL de volume 

útil. Foram, então, testados os produtos R90, R95M90, e R95D90, sempre com um Controle 

em paralelo. 

 

7.2.3 Estimativa da taxa de consumo de TSB e RL a partir de SOUR 

Partindo do princípio de que o consumo de substrato é proporcional ao consumo de oxigênio 

(VON SPERLING, 2007a), a taxa de consumo de oxigênio foi avaliada em diferentes condições 

com o objetivo de verificar se a taxa de degradação do meio TSB era diferente da taxa de 

degradação do ramnolipídeo. Para isso, foi utilizado licor misto de um RBS em operação para 

gerar biomassa ativa para o teste rápido (operação descrita no item 7.2.2) como inóculo. O 

reator se manteve sem receber alimentação por um período de 48 h para minimizar a influência 

da DQO residual, sendo, portanto, utilizado após o término dos testes rápidos. Para atingir as 

concentrações desejadas, o lodo foi diluído em solução aquosa de NaCl 0,5 g/L, utilizada para 

manter a pressão osmótica (LI E YANG, 2007), e volumes apropriados de solução de TSB 30 

g/L e R90 40 g(massa úmida)/L foram adicionados em frascos de DBO de 300 mL para atingir as 

concentrações de DQO e RL desejadas. O método analítico encontra-se descrito no Apêndice 

A. 

 

7.3 Resultados e discussão 

 

7.3.1 Procedimento 1 

Para escolha do substrato a ser utilizado, dois experimentos Controle foram conduzidos em 

paralelo, um contendo glicose como única fonte de carbono e outro utilizando o meio TSB. 

Após as 23 h de ativação da biomassa, observou-se redução de DQO de 93% (TSB) e 98% 

(glicose). Contudo, nas 4 h de experimento, a cinética de consumo de DQO obtida mostrou que 

a constante de degradação de substrato (k) no meio contendo glicose como única fonte de 
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carbono foi 33% menor que no meio TSB (0,25 h-1 e 0,373 h-1, respectivamente), conforme 

apresentado na Figura 16. Além disso, visualmente, o lodo que esteve em contato apenas com 

a glicose apresentou alteração de suas características, com flocos muito finos. Como isso não 

ocorreu com o meio TSB, considerou-se este meio como o melhor para a condução dos 

experimentos seguintes. 

Figura 16 – Cinética de degradação de substrato após ativação da biomassa por 23 h. 

 
Fonte: elaboração própria. Pontos pretos ( ) e linha pontilhada ( ) referem-se ao meio TSB e pontos 

brancos ( ) e linha tracejada ( ), meio contendo glicose como única fonte de carbono. 

O resultado da varredura de concentrações do dnP encontra-se na Tabela 19. Os resultados 

obtidos não apresentaram uma tendência, conforme observado no estudo de Chen, Yu e Xi 

(2006), quando o aumento da concentração de dnP reduziu o coeficiente de rendimento celular. 

Em concentrações até 5 mg dnP/L (3,1 mg dnP/g SST), observaram redução de 

aproximadamente 20% em YX/S, sem prejuízo na redução de DQO. Neste estudo, contudo, 

observou-se valores de YX/S ligeiramente maiores que no Controle. 

Tabela 19 – Varredura de concentrações de dnP em teste rápido. 

mg dnP/L 

(mg dnP/g SST) 
∆X (mg SST/L) ∆S (mg DQO/L) YX/S 

0 255 ± 90 571 ± 93 0,442 ± 0,114 

1 (1,2) 390 536 0,728 

5 (8,3) 210 380 0,553 

10 (14) 240 422 0,569 

20 (31) 140 314 0,446 

Fonte: elaboração própria. 

Pode-se considerar, portanto, que a metodologia não se mostrou adequada. Isso pode ter 

ocorrido devido a fatores como baixa atividade da biomassa e condição inadequada do teste. 

Chen, Yu e Xi (2006) utilizaram, como condição inicial, 1600 mg SST/L e DQO 1700 mg/L 
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(sacarose como única fonte de carbono), enquanto nesta etapa, tinha-se 500 mg SST/L e DQO 

1000 mg/L (peptona como principal fonte de carbono). Ou seja, além da fonte de carbono, a 

relação S0/X0 diferente também pode ter influenciado o resultado. 

Na literatura, quando este tipo de experimento é utilizado, sempre há um reator em operação 

cuja única função é gerar biomassa para ser utilizada como inóculo. Como se utilizam TRS 

baixos, da ordem de 5 d (CHEN, YU E XI, 2006; YANG, XIE E LIU, 2003), pode-se supor 

que a biomassa é bastante ativa, já que a redução do TRS faz com que somente células jovens 

e, portanto, mais ativas sejam capazes de se desenvolver. Portanto, a etapa de ativação da 

biomassa (23 h) pode não ter sido suficiente para ativar os microrganismos ao mesmo nível de 

um sistema de lodos ativados em funcionamento, contribuindo para não se atingir os resultados 

esperados. 

Apesar dos desacopladores metabólicos serem utilizados como referência em estudos de 

redução de lodo, as condições de teste normalmente utilizadas podem não ser as melhores 

quando se está trabalhando com biossurfactantes. Ao avaliar a atividade antimicrobiana de 

MRL sobre M. aurum, Ballot (2009) não observou alteração na zona de crescimento celular ao 

utilizar um método padrão para avaliação do efeito antimicrobiano de antibióticos. Alterando a 

metodologia, mas mantendo o mesmo princípio de crescimento em placas, obteve inibição de 

2 cm na ZOI. Este resultado mostra que a escolha do teste e de suas condições têm papel 

fundamental na avaliação do efeito pretendido. 

Por todos os motivos apresentados, decidiu-se por seguir o Procedimento 2, avaliando 

diretamente o efeito do biossurfactante no teste rápido, sob diferentes condições iniciais, 

utilizando a biomassa ativa com menos diferenças em relação à literatura. 

 

7.3.2 Procedimento 2 

 

7.3.2.1 Determinação da melhor condição do teste rápido (Etapa 1) 

Os resultados obtidos nas condições Controle encontram-se na Figura 17. O aumento de S0/X0 

acarretou um desacoplamento energético, visualizado pelos menores valores de YX/S (LIU, 

1996) e maiores valores de SOURex. A taxa de consumo de substrato, contudo, não teve seu 

valor significativamente alterado com os diferentes valores de S0/X0, já que o inóculo, o 

substrato e as condições ambientais (pH, temperatura) não se alteraram.   



98 

Figura 17 – Avaliação dos Controles avaliados no DFC. 

 

 

 
Fonte: elaboração própria. 
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No valor mais baixo de S0/X0 avaliado (0,12 g DQO/g SST), os desvios obtidos foram muito 

elevados. Isso ocorreu por conta da baixa sensibilidade da análise com baixos valores de DQO. 

Além disso, a própria condição experimental faz com que a biomassa não cresça tanto quanto 

nas outras condições avaliadas, contribuindo para o aumento do erro. Ao longo das 4 h de teste, 

o aumento em SST foi de apenas 7% com 0,12 g DQO/g SST, enquanto que com 2,00 g DQO/g 

SST, esse aumento foi de 39%. 

Os resultados obtidos no DFC encontram-se na Tabela 20. Os valores das variáveis de resposta 

(YX/S, k e SOURex) foram normatizados de modo que cada Controle apresentasse valor igual a 

1. Assim, valores maiores que 1 indicam aumento na resposta em decorrência do 

biossurfactante, enquanto que valores menores que 1, indicam redução. Os valores reais 

também foram reportados, porém não foram utilizados na análise estatística do planejamento 

de experimentos. 

Tabela 20 – Resultados obtidos no DFC. 

S0/X0
(a) RL/X0

(a) 
YX/S

(b) 

(g SST/g DQO) 

k(b) 

(h-1) 

SOURex
(b) 

(mg O2/g SST.min) 

OD(c) 

(mg O2/L) 

-1 -1 0,23 (0,19) 0,93 (0,18) 1,17 (0,37) 6,1 (6,5) 

1 -1 1,24 (0,63) 0,92 (0,12) 0,94 (0,62) 4,6 (3,5) 

-1 1 0,00 (0,00) 0,77 (0,08) 1,21 (0,40) 3,6 (7,0) 

1 1 0,00 (0,00) 0,87 (0,15) 1,78 (1,05) 0,5 (0,4) 

-1 0 0,00 (0,00) 0,75 (0,08) 1,01 (0,33) 4,8 (7,0) 

1 0 1,31 (0,67) 0,78 (0,10) 1,79 (1,18) 1,3 (3,5) 

0 -1 1,25 (1,04) 1,09 (0,14) 1,04 (0,46) 1,2 (1,1) 

0 1 0,75 (0,63) 1,28 (0,17) 0,90 (0,40) 1,7 (1,1) 

0 0 0,34 (0,22) 0,91 (0,14) 0,87 (0,56) 5,0 (4,7) 

0 0 0,51 (0,33) 0,86 (0,13) 0,87 (0,56) 4,5 (4,7) 

0 0 0,69 (0,53) 0,90 (0,20) 1,07 (0,57) 2,9 (3,6) 
Fonte: elaboração própria. (a)Valores codificados. (b)Valores reportados consideram seus respectivos Controles 

como sendo 1; valores reais entre parênteses. (c)Medida realizada após 30 h de reação. Entre parênteses, valor do 

respectivo Controle. 

Como o ajuste da aeração nos experimentos foi realizado de forma visual para manter a espuma 

dentro dos reatores, os valores de OD variaram bastante. Após 30 h de reação, observou-se 

valores que variaram de 0,5 a 6,1 mg/L nos Testes, porém os valores foram sempre próximos 

dos seus respectivos Controles. Como esperado, menores valores de OD foram observados nas 

condições com maior S0/X0, por receberem maior concentração de matéria orgânica para 

degradação. 

Os resultados mostram que o crescimento microbiano variou bastante, independente da 

concentração de RL utilizada; em alguns casos, reduziu até 100% (YX/S=0), enquanto em outros, 

aumentou até 31% (YX/S=1,31). Por exemplo, a menor concentração de RL utilizada (15 mg 
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RL/g SST) reduziu YX/S em 77% quando S0/X0 apresentou o menor valor (0,12 g DQO/g SST), 

e aumentou em 24% quando S0/X0 apresentou o maior valor (2,00 g DQO/g SST). 

A análise de variância (ANOVA, Tabela 21) mostrou que o erro puro dos modelos apresentou 

valores muito reduzidos (em torno de 2%), não indicando problemas de repetibilidade 

(MANSON, GUNST E HESS, 2003). Para todas as respostas avaliadas, o ajuste do modelo 

explica 75-78% dos resultados obtidos, e as diferenças entre os valores preditos e experimentais 

podem ser explicadas pelo erro na propagação das análises, principalmente para YX/S. Na 

tentativa de atender simultaneamente aos requisitos de falta de ajuste e regressão, as variáveis 

não significativas foram retiradas do modelo. Entretanto, isso fez com que os valores de R2 

reduzissem consideravelmente. Portanto, o modelo completo foi mantido, e os coeficientes e 

seus respectivos p-valores encontram-se na Tabela 22. 

Apesar de os modelos não apresentarem um ajuste perfeito, pode-se utilizar os resultados para 

uma análise qualitativa, de modo a determinar faixas de interesse, que podem ser visualizadas 

nas superfícies de resposta apresentadas na Figura 18. 

 

Tabela 21 – ANOVA do DFC. 

 SQ* p-valor SQ p-valor SQ p-valor 

 Resposta: YX/S Resposta: k Resposta: SOURex 

Regressão 2,0 0,13126 0,2 0,09882 0,8 0,12725 

Resíduos 0,7 — 0,1 — 0,3 — 

Falta de ajuste 0,6 0,13316 0,1 0,03959 0,3 0,14005 

Erro puro 0,1 — 0,0 — 0,0 — 

Total 2,7 — 0,2 — 1,1 — 

R2 74,58% 77,66% 74,94% 

Fonte: elaboração própria. *SQ: soma de quadrados. 

 

Tabela 22 – Análise de regressão do DFC. 

 Coef. p-valor Coef. p-valor Coef. p-valor 

 Resposta: YX/S Resposta: k Resposta: SOURex 

Média 0,68* 0,0157* 0,93* 0,0000* 0,97* 0,0005* 

S0/X0 (L) 0,39* 0,0495* 0,02 0,6533 0,19 0,1105 

S0/X0 (Q) -0,27 0,3014 -0,22* 0,0179* 0,38* 0,0505* 

RL/X0 (L) -0,33* 0,0801* 0,00 0,9397 0,12 0,2568 

RL/X0 (Q) 0,08 0,7453 0,20* 0,0286* -0,05 0,7497 

S0/X0 vs. RL/X0 -0,25 0,2275 0,03 0,6151 0,20 0,1510 

Fonte: elaboração própria. (L): Linear. (Q):Quadrático. *Valores estatisticamente significativos no 

modelo (90% de confiança). 
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Figura 18 – Superfícies de resposta do DFC. 

 

 

 
Fonte: software Protimiza. Os valores das respostas estão relacionados a seus respectivos Controles 

(resultados de Controle = 1). Os eixos x e y de cada gráfico representam valores reais de cada variável 

avaliada. (A) YX/S. (B) k. (C) SOURex.   

A 

B 

C 
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A superfície referente a YX/S (Figura 18A) mostra que o efeito do biossurfactante no 

crescimento microbiano depende da condição inicial do teste: quanto maior o valor de S0/X0, 

maior a concentração de RL necessária para se atingir um determinado percentual de redução. 

Isso ocorre devido ao desacoplamento energético em elevados valores de S0/X0, que acarreta 

menores valores de YX/S, mesmo quando nenhum produto é adicionado (CHUDOBA et al., 

1991; LIU, 1996; LIU, CHEN E PAUL, 1998). Como o valor de referência, ou seja, o valor do 

Controle, é mais baixo quando S0/X0 é elevado (Figura 17), mais produto deve ser adicionado 

para manter o mesmo percentual de redução. Este resultado é de extrema importância, pois 

biossurfactantes são produtos que ainda apresentam custo muito elevado de produção 

(HENKEL ET AL., 2012; VARJANI E UPASANI, 2017), o que pode tornar seu uso inviável 

em aplicações menos nobres, como em ETE e ETDI. Em uma situação em que há deficiência 

de substrato, baixas concentrações de RL seriam suficientes para reduzir significativamente o 

crescimento, garantindo custo reduzido de aplicação. Em plantas que utilizam RBS, basta 

manter S0/X0 em valores reduzidos. Em sistemas contínuos de mistura completa, considerando 

que o afluente é completa e instantaneamente misturado com todo o conteúdo do reator, e que 

geralmente toda a matéria orgânica biodegradável é completamente consumida no reator 

biológico (HENZE et al., 2008), não se espera excesso de substrato no reator, mantendo-se 

baixa relação S0/X0. 

A redução de lodo decorrente da adição de (bios-)surfactantes em sistemas de lodos ativados 

ainda não teve o mecanismo de ação elucidado. Uma das possibilidades é o efeito 

antimicrobiano em decorrência da interação do produto com a fração lipídica das membranas 

celulares, que pode afetar sua integridade e/ou permeabilidade (BALLOT, 2009; SEN, 2010), 

inibindo o crescimento de algumas espécies do consórcio de lodos ativados. Entretanto, nas 

condições deste teste rápido, isso não seria capaz de explicar os resultados obtidos, pois a 

população microbiana era oriunda da mesma fonte e, provavelmente mantinha a mesma 

composição em todas as condições avaliadas. 

Outra possibilidade é que, nas concentrações avaliadas, o RL teria atuado apenas como 

substrato adicional no meio, pois sua taxa de consumo deve ser menor que a dos constituintes 

do meio TSB. Portanto, quando ocorria deficiência de substrato (S0/X0 baixo), as células 

utilizariam o RL para obter a energia necessária para o metabolismo ao longo do tempo de teste. 

Se a taxa de consumo é menor, as células não obtêm energia imediata, o que poderia justificar 

a ausência de crescimento significativo no período de 4 h. A superfície de resposta para k 
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(Figura 18B) mostra que quando S0/X0 é baixo, k pode atingir valores até 30% menores que o 

Controle. 

Partindo do princípio de que o consumo de substrato é proporcional ao consumo de oxigênio 

(VON SPERLING, 2007a), a taxa de consumo de oxigênio foi avaliada em diferentes condições 

(item 7.2.3) para verificar se o meio TSB e o RL são consumidos com velocidades diferentes. 

Os resultados são apresentados na Tabela 23. Com 107 mg SST/L, a taxa de consumo de 

oxigênio decorrente do consumo de RL é 64% mais baixa que a do TSB, mantendo-se a mesma 

DQO inicial e concentração de RL dentro da faixa de estudo do DFC. Com 1074 mg SST/L, a 

redução é de 90%, em decorrência das diferentes concentrações de matéria orgânica no meio. 

Contudo, quando se compara o consumo de oxigênio decorrente somente do TSB com o 

consumo decorrente da mistura de TSB com RL (25 mg RL/L), a redução é de 14%. Este valor 

é condizente com as reduções em k obtidas no DFC e, portanto, pode-se afirmar que a taxa de 

consumo de RL é menor que a taxa de consumo do meio TSB. 

Tabela 23 – Estimativa da taxa de consumo de TSB e RL a partir da SOUR. 

Condição 
SST 

(mg/L) 

DQO-TSB 

(mg/L) 

DQO-RL 

(mg/L) 

RL 

(mg RL/L) 

SOUR 

(mg O2/g SST.min) 

1 Lodo + TSB 107 103 0 0 0,73 

2 Lodo + RL 107 0 100 27 0,26 

3 Lodo + TSB 1074 1111 0 0 0,93 

4 Lodo + RL 1074 0 92 25 0,084 

5 Lodo + TSB + RL 1074 1111 92 25 0,80 

Fonte: elaboração própria. 

As condições de baixo S0/X0 (0,12 g DQO/g SST), que acarretaram 100% de redução do 

crescimento, não são de interesse, pois resultariam na perda total de biomassa no reator de lodos 

ativados, já que não haveria renovação celular. Conforme pode ser observado na Figura 18 (A 

e B), quando S0/X0 aumenta até o ponto central, a redução do crescimento ainda é significativa 

(25-75%) e os valores de k do Teste não são tão diferentes do Controle (entre 15% menor e 

10% maior, conforme Tabela 20). Considerando o erro das análises, a redução de k é muito 

baixa para representar um problema. Desse modo, idealmente S0/X0 não pode ser muito baixo 

e deve se restringir a um valor máximo de 1,06 g DQO/g SST (o valor do ponto central). 

A SOURex foi quantificada para auxiliar na determinação do mecanismo de ação do RL. Os 

dados mostram que apenas o termo quadrático de S0/X0 é significativo no modelo (Tabela 22). 

Estima-se que, na maioria dos casos, o RL teria sido completamente consumido após 30 h de 

reação, já que não havia mais formação intensa de espuma na maior parte das condições. Logo, 

o produto não exercia mais grande influência no processo. Dependendo da região, SOURex do 

Teste foi 20% mais baixa e 80% mais elevada que o Controle (Figura 18C). Em geral, SOURex 
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do Teste foi maior que do Controle quando redução significativa do crescimento foi observada. 

Quando há desacoplamento energético no metabolismo celular, a taxa de consumo de oxigênio 

aumenta sem qualquer associação com o crescimento (CHEN, MO E LIU, 2002; MAYHEW E 

STEPHENSON, 1998). Além disso, ácidos graxos (principalmente de cadeia longa) podem agir 

como desacopladores metabólicos quando as células microbianas são submetidas a 

determinadas condições fisiológicas, e parte disso é decorrente da interação com as membranas 

celulares (PAOLA, DI E LORUSSO, 2006; WIECKOWSKI E WOJTCZAK, 1998; 

WOJTCZAK E SCHÖNFELD, 1993). Portanto, com base nos resultados de SOURex e ao fato 

de RL também ser capaz de interagir com as membranas celulares (BALLOT, 2009; SEN, 

2010), pode-se levantar a hipótese de que o RL pode agir como desacoplador metabólico em 

sistemas de lodos ativados. 

O aumento do consumo de oxigênio pode ser considerado uma desvantagem do processo, pois 

representa custo adicional com aeração. Mais estudos precisam ser realizados para avaliar se o 

aumento no requisito de oxigênio compensa a redução de lodo atingida, tendo em mente todos 

os pilares envolvidos: econômico, ambiental, social e político (POULSEN E HANSEN, 2003), 

e não apenas o econômico. 

 

7.3.2.2 Validação da melhor condição do teste rápido (Etapa 2) 

As condições Teste avaliadas nesta etapa não possuíram réplicas, mas pode-se estimar erros 

percentuais semelhantes aos Controles. Para cada relação RL/X0 diferente, foi realizada uma 

condição Controle, ou seja, para cada S0/X0 foram feitos três Controles, cujos resultados 

encontram-se na Tabela 24. Como as respostas apresentam valores muito baixos, o coeficiente 

de variação acaba adquirindo valores elevados. Considerando os erros das análises, os desvios 

obtidos são aceitáveis. A única exceção foi S0/X0 0,36 g DQO/g SST com 1000 mg SST/L, 

onde o desvio de Y foi muito elevado (0,74 ± 0,40 g SST/g DQO) em decorrência de algum 

efeito não determinado em uma das réplicas. 

Tabela 24 – Resultado dos Controles na Etapa 2. 

S0/X0
(a) 

(g DQO/g SST) 

SST inicial 

(mg/L) 

YX/S
(b) 

(g SST/g DQO) 

k(b) 

(h-1) 

SOURex
(b) 

(mg O2/g SST.min) 

-0,745 (0,36) 1000 0,74±0,40 0,52±0,02 0,56±0,07 

-0,745 (0,36) 2000 0,69±0,22 0,48±0,05 0,44±0,10 

0 (1,06) 1000 0,52±0,04 0,18±0,08 0,58±0,10 

0 (1,06) 2000 0,61±0,14 0,13±0,02 0,53±0,04 

Fonte: elaboração própria. (a)Valores codificados. Entre parênteses, valores reais. (b)Valores reais, sem 

qualquer transformação, e representados como média ± desvio padrão.   
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Apesar das diferenças nas condições iniciais dos experimentos, como se utiliza essencialmente 

os mesmos inóculo, substrato e temperatura, espera-se que o valor de k não apresente grandes 

variações, o que não ocorreu. As condições com S0/X0 1,06 g DQO/g SST foram avaliadas na 

2ª e 3ª semanas de operação do reator que gerava o inóculo para os experimentos, e o valor de 

k médio foi 0,16 ± 0,06 h-1, igual ao valor dos Controles obtido no DFC (0,16 ± 0,04 h-1). Na 

4ª e última semana de operação, quando foram realizados os experimentos com S0/X0 0,36 g 

DQO/g SST, este valor aumentou para 0,50 ± 0,04 h-1. Não foram identificadas causas que 

justificassem esses resultados, além de adaptação da população microbiana ao meio TSB. 

Porém, esse efeito não foi observado na Etapa 1, quando os Controles apresentaram k médio de 

0,19 ± 0,03 h-1 na 4ª e última semana de operação do reator que gerava o inóculo. 

Considerando apenas as condições com S0/X0 1,06 g DQO/g SST, não se observou problemas 

de reprodutibilidade com os Controles em relação a k e SOURex: as médias obtidas são 

estatisticamente iguais àquelas obtidas na Etapa 1 (teste t, 90% de confiança). Apenas os valores 

de YX/S apresentaram diferenças significativas 0,75±0,09 (Figura 17), 0,52±0,04 (Tabela 24, 

1,06 g DQO/g SST, 1000 mg SST/L), e 0,61±0,14 g SST/g DQO (Tabela 24, 1,06 g DQO/g 

SST, 2000 mg SST/L). Isso ocorreu devido à maior propagação do erro na determinação de 

YX/S; entretanto, as diferenças são aceitáveis e não comprometem a análise. 

Os resultados obtidos nas condições Teste encontram-se na Tabela 25. Como os modelos 

gerados só são capazes de explicar 75-78% dos resultados (Tabela 21), é de se esperar algumas 

discrepâncias entre os valores preditos e aqueles obtidos experimentalmente nesta etapa. Na 

Figura 19 é possível observar a dispersão dos pontos em relação à condição ideal (valor predito 

= valor experimental). Entretanto, essa dispersão é maior quando a condição inicial do teste 

rápido é 2000 mg SST/L. 

Considerando apenas a condição inicial de 1000 mg SST/L e todas as respostas avaliadas (YX/S, 

k e SOURex), erros entre 11 e 31% são obtidos com S0/X0 1,06 g DQO/g SST, podendo chegar 

a 65% quando se considera também os dados referentes a S0/X0 0,36 g DQO/g SST. Porém, os 

experimentos conduzidos nesta última condição apresentaram variações que não foram 

observadas na Etapa 1, conforme mencionado anteriormente, e isso refletiu no erro obtido. 

Considerando, então, apenas S0/X0 1,06 g DQO/g SST, pode-se afirmar que os erros obtidos 

estão dentro do esperado. 
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Tabela 25 – Resultados obtidos na validação do modelo gerado no DFC. 

 

S0/X0
(a) RL/X0

(b) DFC(c,d) Modelo(c,e) 
Validação(c,f) 

1000 

Validação(c,g) 

2000 

Resposta: YX/S 

-0,745 -1 n.a. 0,46 0,76 (0,92) 0,19 (0,18) 

-0,745 0 n.a. 0,24 0,30 (0,17) 0,00 (0,00) 

-0,745 1 n.a. 0,18 0,00 (0,00) 0,35 (0,23) 

0 -1 1,25 1,09 0,87 (0,47) 0,08 (0,05) 

0 0 0,52±0,17 0,68 0,47 (0,23) 0,42 (0,32) 

0 1 0,75 0,43 0,00 (0,00) 0,43 (0,22) 

Resposta: k 

-0,745 -1 n.a. 1,02 0,89 (0,45) 0,66 (0,35) 

-0,745 0 n.a. 0,79 0,64 (0,34) 0,54 (0,27) 

-0,745 1 n.a. 0,97 0,58 (0,31) 0,39 (0,17) 

0 -1 1,09 1,13 0,99 (0,26) 1,46 (0,18) 

0 0 0,89±0,02 0,93 1,16 (0,21) 1,10 (0,17) 

0 1 1,28 1,13 1,25 (0,13) 0,87 (0,10) 

Resposta: SOURex 

-0,745 -1 n.a. 1,02 1,00 (0,48) 1,37 (0,46) 

-0,745 0 n.a. 1,04 1,03 (0,60) 1,42 (0,63) 

-0,745 1 n.a. 0,96 1,37 (0,84) 1,49 (0,79) 

0 -1 1,04 0,80 1,01 (0,48) 0,91 (0,50) 

0 0 0,94±0,11 0,97 0,84 (0,49) 1,00 (0,48) 

0 1 0,90 1,04 0,85 (0,58) 1,16 (0,65) 

Fonte: elaboração própria. n.a.: não avaliado. (a)Valores codificados. (b)Valores codificados. Para RL/X0 

-1, 0 and +1, concentrações de RL equivalem a, em mg RL/L: 15, 25, and 35 (1000 mg TSS/L) e 30, 50, 

and 70 (2000 mg TSS/L), respectivamente. (c)Valores reportados consideram seus respectivos Controles 

como sendo 1; valores reais entre parênteses (YX/S em g SST/g DQO; k em h-1; SOURex em mg O2/g 

SST.min). (d)Valores obtidos previamente (Tabela 20). (e)Valores calculados com os coeficientes do 

modelo reportados na Tabela 22. (f)Valores obtidos nesta etapa do estudo com SST inicial 1000 mg/L. 
(g)Valores obtidos nesta etapa do estudo com SST inicial 2000 mg/L. 
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Figura 19 – Avaliação de discrepâncias obtidas nos resultados da Etapa 2. 

 

 

 
Fonte: elaboração própria. Pontos cheios pretos (●) representam dados referentes aos valores de YX/S, 

pontos cheios cinzas (●), dados referentes aos valores de k, e pontos vazados (○), dados referentes aos 

valores de SOURex. Todos os valores reportados estão em função de seus respectivos Controles (valores 

do Controle = 1). Dados referentes a X0 igual a (A) 1000 mg SST/L e (B) 2000 mg SST/L. 

 

  

A 
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Quando a concentração inicial de SST dobrou (2000 mg SST/L), a concentração de RL no meio 

também dobrou, de modo a manter a relação produto/biomassa fixa em seus valores originais. 

Mesmo mantendo valores abaixo da CMC (154 mg RL/L, conforme Tabela 3), as concentrações 

utilizadas ultrapassaram a faixa de estudo do DFC (Etapa 1, item 7.3.2.1). Como os erros 

obtidos chegaram a até 94% nessas condições, pode-se afirmar que a concentração de RL no 

meio é tão importante quanto a relação RL/X0. 

Considerando apenas os dados gerados nos experimentos com X0 1000 mg SST/L, obtém-se 

uma correlação direta (R2 0,9683) entre a redução do crescimento microbiano e o aumento, 

tanto da relação RL/X0, quanto da concentração de RL, conforme observado na Figura 20A. 

Contudo, quando se avalia todos os dados reportados na Tabela 25, independente da 

concentração inicial de biomassa, percebe-se que a redução do crescimento obtida é dependente 

da concentração de RL utilizada (Figura 20B). O produto reduz significativamente o 

crescimento em concentrações de até 35 mg RL/L. Acima disso, o efeito se mostra atenuado. 

Em concentrações abaixo da CMC, surfactantes são capazes de interagir com as membranas 

celulares, logo, são os monômeros, e não as micelas, os responsáveis por este efeito (XIA E 

ONYUKSEL, 2000). Porém, as interações entre as moléculas de surfactantes não ocorrem 

apenas na CMC; em concentrações mais baixas, vesículas e micelas já são observadas, enquanto 

que acima da CMC, apenas as micelas estão presentes (LICHTENBERG, 1985). Pequenos 

agregados, como vesículas, já foram observados com ramnolipídeos (İKIZLER et al., 2017; 

SÁNCHEZ et al., 2007). Nas condições desta etapa, a adição de 50 mg RL/L já deve ser capaz 

de formar agregados, o que diminuiria a quantidade de monômeros e, consequentemente, seu 

efeito antimicrobiano. 
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Figura 20 – Efeito da concentração de RL na redução do crescimento. 

 

 
Fonte: elaboração própria. Valores de YX/S reportados em função dos seus respectivos Controles (valor 

do Controle = 1). (A) Resultados das condições com concentração inicial de biomassa igual a 1000 mg 

SST/L. (B) Todos os resultados (concentração inicial de biomassa igual a 1000 e 2000 mg SST/L). 

 

7.3.2.3 Avaliação do efeito de diferentes proporções de congêneres (Etapa 3) 

Para avaliar se a redução do volume iria influenciar o resultado, o produto R90 foi utilizado em 

um experimento conduzido simultaneamente com 600 mL e 125 mL de volume útil, cujos 

resultados encontram-se na Tabela 26. Como os valores obtidos foram muito próximos e dentro 

da variação observada anteriormente, deu-se continuidade aos testes.   

A 

B 
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Tabela 26 – Avaliação da redução do volume útil no teste rápido. 

Volume útil (mL) 
YX/S

(a) 

(g SST/g DQO) 

SOURex
(a) 

(mg O2/g SST.min) 

600 0,54 (0,42) 0,97 (0,57) 

125 0,64 (0,31) 1,14 (0,48) 

Fonte: elaboração própria. Todos os testes conduzidos com 1,06 g DQO/g SST, 25 mg RL/g SST (R90) 

e X0 1000 mg SST/L. (a)Valores reportados consideram seus respectivos Controles como sendo 1; valores 

reais entre parênteses. 

A Tabela 27 mostra o efeito das diferentes proporções de congêneres no metabolismo 

microbiano. Os valores representam os resultados de 3 testes conduzidos em dias diferentes, 

para que se pudesse avaliar estatisticamente os resultados. A variação observada foi maior nos 

experimentos conduzidos com adição de R95M90 e R95D90. Considerando os valores 

reportados em função de seus respectivos Controles, o coeficiente de variação para R90 foi de 

apenas 2,5 e 3,1% para YX/S e SOURex, respectivamente. Para os congêneres, esses valores 

chegaram a 29 e 17%. 

Tabela 27 – Efeito de diferentes congêneres de RL no crescimento microbiano (Etapa 3). 

Produto MRL:DRL(a) 
YX/S

(b) 

(g SST/g DQO) 

SOURex
(b) 

(mg O2/g SST.min) 

R90 ≈ 3:2 0,82 ± 0,02 (0,56 ± 0,06) 1,00 ± 0,03 (0,82 ± 0,22) 

R95M90 9:1 0,99 ± 0,28 (0,67 ± 0,13) 0,94 ± 0,14 (0,74 ± 0,10) 

R95D90 1:9 0,94 ± 0,27 (0,63 ± 0,13) 0,81 ± 0,14 (0,64 ± 0,076) 

Fonte: elaboração própria. Todos os testes conduzidos com 1,06 g DQO/g SST, 25 mg RL/g SST e X0 

1000 mg SST/L. (a)Tabela 3. (b)Média ± desvio padrão. Valores reportados consideram seus respectivos 

Controles como sendo 1; valores reais entre parênteses. 

A análise de variância e o teste de Tukey não apontaram diferença significativa entre os 3 

produtos avaliados, por isso a Hipótese 4 não pôde ser confirmada. Uma das possibilidades para 

não observação do efeito seria a concentração de ramnolipídeos. Conforme observado na Etapa 

2, a redução do crescimento é diretamente proporcional à concentração até um determinado 

momento, quando então o efeito é atenuado. A quantificação de ramnose nos produtos R95M90 

e R95D90 não pôde ser efetuada, portanto, não se pode afirmar que a concentração de 

ramnolipídeos no meio reacional foi igual em todos os casos, podendo ter contribuído para a 

discrepância dos resultados. 

Quando se analisa somente o resultado de R90, observa-se que a redução do crescimento obtida 

nesta etapa foi menor que em todas as anteriores, considerando a mesma condição do 

experimento (1,06 g DQO/g SST, 25 mg RL/g SST e 1000 mg SST/L). Os valores de YX/S em 

função de seus respectivos Controles, foram 0,52±0,17, 0,47, 0,59±0,07, e 0,82±0,02 nas Etapas 

1, 2, 3-Tabela 26, e 3-Tabela 27, respectivamente. Ou seja, os resultados estavam se mostrando 

próximos até esta etapa. 
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Conforme já comentado anteriormente, a variação no substrato, no produto (grau de pureza, 

proporção de congêneres) e no inóculo são capazes de influenciar os resultados obtidos. Nesta 

fase do estudo, eliminou-se a influência do substrato e do produto. O lodo de ETE utilizado na 

partida dos RBS que operaram para gerar inóculo para o teste rápido foi o mesmo, oriundo de 

uma única coleta. Porém, para realização das Etapas 1, 2 e 3, diferentes RBS foram utilizados. 

Apesar do mesmo procedimento e de não se ter observado problemas nas operações, algum 

fator não identificado pode ter modificado o estado fisiológico das células, comprometendo os 

resultados nesta última etapa. 

 

7.4 Conclusões 

O planejamento de experimentos mostrou que S0/X0 e RL/X0 influenciam as respostas avaliadas 

(YX/S, k e SOURex), sendo possível observar as faixas de interesse para a aplicação desejada. 

Quanto menor o valor de S0/X0, maior a redução do crescimento obtida e menores 

concentrações de RL se fazem necessárias. Valores muito baixos de S0/X0 (0,12 g DQO/g SST) 

não permitiram crescimento microbiano em nenhuma concentração de RL avaliada (15 a 35 mg 

RL/g SST e 15 a 35 mg RL/L) e reduziram a taxa de consumo de substrato, não sendo uma 

condição de interesse em sistemas reais de tratamento. A região que levou aos melhores 

resultados foi aquela próxima ao ponto central (1,06 g DQO/g SST e 25 mg RL/g SST), 

garantindo 25-75% de redução no crescimento, taxa de consumo de substrato próxima ao 

Controle e taxa específica de consumo de oxigênio ligeiramente maior. Com base nos 

resultados, pode-se levantar a hipótese de que o RL pode atuar como desacoplador metabólico 

sob determinadas condições. 

A avaliação da mesma relação RL/X0, sob diferentes concentrações iniciais de biomassa e, 

consequentemente, de ramnolipídeo, mostraram que a concentração de RL por si só é capaz de 

afetar os resultados. Mesmo em concentrações menores que a CMC, o efeito na redução do 

crescimento pode ser atenuado em decorrência da formação de agregados, reduzindo os 

monômeros livres para interação com as membranas biológicas. 

Os resultados não mostraram diferenças no crescimento microbiano em decorrência da adição 

de diferentes misturas de congêneres, por isso a Hipótese 3 (Quadro 1) não pôde ser confirmada. 
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8 Efeito combinado entre adição de biossurfactante do tipo ramnolipídeo e TRS de 

sistemas de lodos ativados 

 

8.1 Introdução 

O efeito de produtos avaliados em testes de atividade antimicrobiana é altamente dependente 

das células utilizadas como referência. Haba et al. (2003) avaliaram a CMI de ramnolipídeos 

utilizando diferentes microrganismos, além dos já apresentados na Tabela 15, observando 

valores que variaram de 0,5 (Klebsiella pneumoniae) a mais de 256 mg/L (Proteus mirabillis). 

Este resultado demonstra a importância da espécie microbiana empregada na avaliação do efeito 

do biossurfactante, pois todos os resultados foram obtidos com a mesma mistura de 

ramnolipídeos e seguindo a mesma metodologia. 

Em sistemas de lodos ativados, a composição de espécies no reator é alterada de acordo com a 

natureza do efluente e as condições de operação: à medida que se modifica o ambiente, também 

se modifica os microrganismos predominantes neste ambiente (PAUL E LIU, 2012). E, 

conforme já mencionado, o efeito a longo prazo de um produto pode ser diferente do efeito a 

curto prazo, pois as células podem se adaptar às substâncias adicionadas (FOLADORI, 

ANDREOTTOLA E ZIGLIO, 2010; GUO et al., 2013). 

Somado a isso, trocas sucessivas de meio podem alterar o equilíbrio do sistema, alterando a 

condição inicial. Deste modo, a melhor condição obtida no teste rápido apresentado no item 7 

pode não ser a melhor quando se fazem trocas sucessivas de meio devido ao efeito sinérgico 

com outras variáveis que passam a ter importância significativa neste tipo de operação, como 

TRH e TRS. 

Portanto, o objetivo desta etapa é avaliar o efeito do TRS em reatores operando em bateladas 

sequenciais na mesma condição apontada no teste rápido como ideal para obtenção dos 

resultados (S0/X0 1,06 g DQO/g SST, 25 mg RL/g SST ≡ 25 mg RL/L). 

 

8.2 Procedimento experimental 

A operação dos RBS seguiu o procedimento descrito anteriormente (itens 5 e 6), porém com 

volume útil de 600 mL, mantendo-se as respectivas proporções. Como a melhor condição 

apontada no teste rápido (item 7) foi S0/X0 1,06 g DQO/g SST, RL/X0 25 mg RL/g SST e 
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concentração inicial de biomassa igual a 1000 mg SST/L, a partida dos reatores se deu com 

volume apropriado de lodo oriundo de ETE para se atingir 1000 mg SST/L. A alimentação 

consistia de meio TSB (DQO 1060 mg/L) e NaHCO3 (0,9 g/L), de modo a manter o pH em 

torno de 7 no reator. Os reatores operaram a 19-28ºC e a vazão de ar foi controlada 

manualmente, de modo a manter OD de pelo menos 1 mg/L. O produto avaliado foi o R90, com 

solução estoque contendo 40 g(massa úmida) produto/L, equivalente a 22,5 g RL/L (considerando 

fator 0,4489 g ramnose/g RL). Nesta etapa, 4 reatores operaram em paralelo: 2 Controles (sem 

adição de RL) e 2 Testes (com adição de RL), ambos com TRS 10 d e 30 d, sendo denominados 

ControleTRS 10d, ControleTRS 30d, TesteTRS 10d e TesteTRS 30d. Após 5,5 h da 1ª troca de meio diária, 

60 mL e 20 mL eram retirados dos reatores, respectivamente, para manter o TRS definido. 

Por questões experimentais, a operação dos reatores foi dividida em 2 períodos. No primeiro, a 

adição de produto nos reatores Teste era realizada apenas na 1ª troca de meio do dia. Já no 

segundo período, o produto era adicionado nas 2 trocas de meio diárias. 

No último período de operação dos biorreatores, foi feita a quantificação de SOUR, utilizando 

a própria alimentação dos reatores como fonte de substrato adicional (20 mL de licor misto + 

40 mL de alimentação). Fez-se também a quantificação de EPS (substâncias poliméricas 

extracelulares). Os métodos analíticos estão descritos no Apêndice A. 

 

8.3 Resultados e discussão 

Após a partida, os biorreatores operaram por 5 dias sem adição de produto para adaptação do 

lodo às condições de operação. Após esse tempo, a concentração de biomassa nos reatores 

ControleTRS 10d, TesteTRS 10d, ControleTRS 30d e TesteTRS 30d era de 1055, 1080, 1100 e 1050 mg 

SST/L, respectivamente. 

Os resultados desta operação, denominada Operação 5, encontram-se na Tabela 28 e Figura 21. 

Devido à variação da concentração de SST, a relação produto/biomassa não se manteve em 25 

mg RL/g SST ao longo de toda a operação, conforme desejado. Entretanto, os valores da relação 

nos dois reatores Teste foram muito próximos (20 ± 0,8 e 19 ± 1,8 mg RL/g SST no Período 1, 

e 19 ± 1,9 e 17 ± 1,6 mg RL/g SST no Período 2), indicando que as diferenças observadas nos 

resultados podem ser devido unicamente à alteração do TRS. 
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Tabela 28 – Efeito da adição biossurfactante do tipo ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas sequenciais com diferentes 

TRS. 

 

Parâmetro Condição 
Período 1 

(1 a 6)(a) 

Período 2 

(7 a 16) 
Condição 

Período 1 

(1 a 6) 

Período 2 

(7 a 16) 

Tempo (d)  6 10  6 10 

TRS (d)  10 10  30 30 

n(b)  2 4  2 4 

[Produto] no reator 

(mg/L) 
Teste 25(c) 25(d) Teste 25(c) 25(d) 

Produto utilizado Teste R90 R90 Teste R90 R90 

DQO alimentação 

(mg/L) 

Controle 

Teste 
1129 ± 20 1073 ± 70 

Controle 

Teste 
1129 ± 20 1073 ± 70 

DQO total saída 

(mg/L) 

Controle 

Teste 

263 ± 135 

359 ± 95 

220 ± 39 

220 ± 45 

Controle 

Teste 

159 ± 30 

347 ± 50* 

165 ± 42 

363 ± 110* 

DQO solúvel saída 

(mg/L) 

Controle 

Teste 

83 ± 17 

99 ± 41 

51 ± 3 

72 ± 26 

Controle 

Teste 

79 ± 4 

119 ± 45 

51 ± 8 

99 ± 33* 

Redução de DQO total 

(%) 

Controle 

Teste 

76,9 ± 11,6 

69,6 ± 5,9 

79,4 ± 4,5 

80,6 ± 4,3 

Controle 

Teste 

86,0 ± 2,4 

70,6 ± 2,2* 

84,5 ± 4,4 

68,4 ± 8,4* 

Redução de DQO solúvel 

(%) 

Controle 

Teste 

92,6 ± 1,6 

91,4 ± 4,1 

95,3 ± 0,5 

93,7 ± 2,4 

Controle 

Teste 

93,0 ± 0,4 

89,7 ± 4,5 

95,2 ± 0,9 

91,4 ± 2,2 

pH alimentação 
Controle 

Teste 
7,7 ± 0,1 7,6 ± 0,2 

Controle 

Teste 
7,7 ± 0,1 7,6 ± 0,2 

pH saída 
Controle 

Teste 

7,8 ± 0,1 

8,0 ± 0,2 

7,6 ± 0,1 

7,6 ± 0,0 

Controle 

Teste 

7,9 ± 0,1 

8,0 ± 0,3 

7,7 ± 0,0 

7,7 ± 0,0 

SST (mg/L) 
Controle 

Teste 

1360 ± 64 

1245 ± 49 

1263 ± 71 

1329 ± 126 

Controle 

Teste 

1490 ± 372 

1298 ± 126 

2037 ± 144 

1508 ± 143* 

SSV (mg/L) 
Controle 

Teste 

1140 ± 49 

1028 ± 53 

1113 ± 48 

1193 ± 84 

Controle 

Teste 

1281 ± 311 

1131 ± 116 

1762 ± 118 

1312 ± 118* 

SSV/SST 
Controle 

Teste 

0,84 ± 0,00 

0,83 ± 0,01 

0,88 ± 0,01 

0,90 ± 0,02 

Controle 

Teste 

0,86 ± 0,01 

0,87 ± 0,00 

0,86 ± 0,01 

0,87 ± 0,02 
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Tabela 28 – Efeito da adição biossurfactante do tipo ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas sequenciais com diferentes 

TRS (cont.). 
 

Parâmetro Condição Período 1 

(1 a 6)(a) 

Período 2 

(7 a 16) 

Condição Período 1 

(1 a 6) 

Período 2 

(7 a 16) 

IVL (mL/g) 
Controle 

Teste 

110 ± 5 

84 ± 2* 

122 ± 17 

90 ± 9* 

Controle 

Teste 

103 ± 16 

76 ± 14 

106 ± 17 

87 ± 12 

Produto/Biomassa 

(mg RL/g SST) 
Teste 20 ± 0,8 19 ± 1,8 Teste 19 ± 1,9 17 ± 1,6 

Descarte de lodo 

(mg SST/d) 

Controle 

Teste 

82 ± 4 

75 ± 3 

76 ± 4 

80 ± 8 

Controle 

Teste 

30 ± 7 

26 ± 3 

41 ± 3 

30 ± 3* 

Redução no descarte 

(%) 
Teste 8,5 -5,3 Teste 13 27* 

Fonte: elaboração própria. (a)Tempo de operação no período, em dias. (b)Número de análises do período. (c)Adição de produto apenas na 1ª troca de meio, realizada 

pela manhã. (d)Adição de produto nas 2 trocas diárias de meio. *Valores estatisticamente diferentes do respectivo Controle (teste t, α 0,05). 
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Figura 21 – Efeito da adição biossurfactante do tipo ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de 

bancada operando em bateladas sequenciais com diferentes TRS. 
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Figura 21 – Efeito da adição biossurfactante do tipo ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de 

bancada operando em bateladas sequenciais com diferentes TRS (cont.). 

 

 

 
Fonte: elaboração própria. Pontos azuis ( ) representam dados do biorreator Controle e pontos 

vermelhos ( ) dados do biorreator Teste. A linha cheia ( ) representa os valores médios da relação 

produto/biomassa de cada período. Linhas tracejadas ( ) na vertical separam diferentes períodos de 

operação. Período 1: adição de RL somente na 1ª troca diária de meio. Período 2: adição de RL nas 2 

trocas diárias de meio. 
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A análise estatística não apontou diferença significativa na redução de DQO solúvel. Nos 

reatores Teste, esse valor foi ligeiramente mais baixo em relação a seus respectivos Controles 

(Figura 21). Porém, quando se considera a DQO do produto adicionado (solução estoque de 

R90 com DQO 73667 mg/L) no balanço de massa (Equação (15)), observa-se, por exemplo, 

reduções de 99,9% nos reatores Teste e de 90,9% nos reatores Controle, ambos comparados no 

período 2 de operação. Logo, o biossurfactante adicionado não afetou a eficiência de redução 

de DQO no tratamento. 

A DQO total do sobrenadante da 2ª troca de meio foi maior nos biorreatores Teste do que nos 

Controles, indicando maior presença de sólidos suspensos e, portanto, menos qualidade do 

efluente tratado. Porém, não foram observadas diferenças significativas nas relações DQO 

solúvel/DQO total. No Período 2, por exemplo, essas relações apresentaram valores iguais a 

0,23±0,03 e 0,33±0,10 (ControleTRS 10d e TesteTRS 10d) e 0,32±0,06 e 0,29±0,10 

(ControleTRS 30d e TesteTRS 30d), sendo as médias de cada Teste estatisticamente iguais aos 

seus respectivos Controles (teste t, α 0,05). 

Apenas no Período 2 foi observada diferença significativa no descarte de lodo. A adição de 25 

mg RL/L (17 ± 1,6 mg RL/g SST) associada a um TRS de 30 d reduziu o descarte de lodo em 

27%, conforme observado na Tabela 28 e Figura 21. Este valor está de acordo com as faixas 

obtidas no teste rápido (item 7), porém ainda permite melhorias. 

No item 6, levantou-se a hipótese de que a elevada biodisponibilidade do substrato teria feito 

com que a biomassa se mostrasse mais ativa, aumentando o efeito do biossurfactante. Contudo, 

isto não se comprovou nesta operação. Conforme os dados de SOUR apresentados na Tabela 

29, observa-se que a taxa de consumo de oxigênio é mais baixa nos reatores que operaram com 

maior TRS, conforme esperado. Como este dado é de uma única amostra em um único dia de 

operação, não se pode afirmar que o efeito do biossurfactante se deve à menor atividade 

microbiana. Pode-se apenas afirmar que o TRS influencia a redução de lodo obtida com adição 

de biossurfactante do tipo ramnolipídeo. A Hipótese 4 foi, portanto, confirmada. A adição do 

produto R90 em RBS fez com que a SOUR dos biorreatores Teste fosse igual ou ligeiramente 

maior que seus Controles, confirmando os resultados obtidos no teste rápido apresentado no 

item 7. 
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Tabela 29 – Taxa de consumo de oxigênio do lodo em função da adição de produto e do TRS dos 

biorreatores. 

Condição 

(TRS 10 d) 

SOUR 

(mg O2/g SST.min) 

Condição 

(TRS 30 d) 

SOUR 

(mg O2/g SST.min) 

Controle 2,20 Controle 1,42 

Teste 2,15 Teste 1,76 

Fonte: elaboração própria. Medida realizada no último dia de operação dos reatores, 5,5 h após a 1ª troca 

de meio. 

Assim como observado nas operações anteriores, com biossurfactante produzido em 

laboratório, a adição do produto R90 reduziu o IVL em todas as condições avaliadas. Contudo, 

só mostrou diferença estatisticamente significativa no biorreator operando com TRS 10 d, que 

não apresentou redução no descarte de lodo. Entretanto, o fato de o período de operação ter sido 

curto e poucas amostras terem sido analisadas pode ter contribuído para os desvios padrões 

elevados e falta de significância estatística. Como as médias de IVL de ambos os biorreatores 

Teste foram menores que as dos Controles, pode-se considerar que há uma tendência de redução 

desse parâmetro mediante a adição de biossurfactante nos sistemas de tratamento. 

Como observado no item 6, o biorreator Teste apresentou valores de IVL mais baixos que o 

Controle na maioria das operações avaliadas. A literatura já reporta uma correlação direta entre 

a concentração de EPS e o IVL: quanto maior a concentração de EPS no lodo, maior o valor 

observado para o IVL, com prejuízo na sedimentação do lodo (LI E YANG, 2007). Por não 

serem essenciais ao crescimento e à viabilidade de células livres (PAL E PAUL, 2013), EPS 

são produzidas no metabolismo secundário e, na presença de desacopladores metabólicos, esta 

produção é reduzida (CAMMAROTA E SANT’ANNA JR., 1998). 

Além disso, a estrutura química dos ramnolipídeos engloba as partes glicolítica e não glicolítica, 

que é composta por 1 ou 2 cadeias de ácidos graxos (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011). Quando 

acumulados nas células, ácidos graxos de cadeia longa atuam como desacopladores metabólicos 

através de movimento da forma não dissociada através da membrana, dissipando o gradiente de 

prótons (WOJTCZAK E SCHÖNFELD, 1993). Apesar das diferenças estruturais, supõe-se que 

o efeito dos RL possa ser semelhante ao observado com ácidos graxos de cadeia longa. 

Com base nessas informações, caso os menores valores de IVL estejam relacionados a menores 

concentrações de EPS, isto pode ser um indício de que, em determinadas concentrações e 

condições, os ramnolipídeos podem agir como desacopladores metabólicos. 

Tanto a fração fracamente ligada (LB-EPS) quanto a fração fortemente ligada (TB-EPS) de 

EPS foram quantificadas no último dia de operação dos biorreatores, não mostrando diferenças 

entre os reatores Testes e seus respectivos Controles. Para os reatores ControleTRS 10d, 
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TesteTRS10d, ControleTRS 30d e TesteTRS 30d, o lodo apresentou, respectivamente, 59, 49, 40 e 39 

mg DQO/g SST (LB-EPS), e 33, 50, 43 e 40 mg DQO/g SST (TB-EPS). Por se tratar de uma 

única amostragem, não se pode descartar a hipótese levantada, principalmente porque o método 

de quantificação utilizado (DQO) pode não ter a sensibilidade necessária para a quantificação 

de EPS. 

 

8.4 Conclusões 

O TRS se mostrou uma variável relacionada ao efeito do biossurfactante na redução do descarte 

de lodo. A operação em bateladas sequenciais (S0/X0 1,06 g DQO/g SST, 25 mg RL/L, e 17 ± 

2 mg RL/g SST) com TRS 30 d reduziu o descarte de lodo em 27%, enquanto que na operação 

com TRS 10 d, o produto não apresentou efeito. A Hipótese 4 foi, então, confirmada. 

Novamente, a adição do biossurfactante reduziu o IVL nos biorreatores Teste, porém não se 

pôde associar tal variação a diferentes concentrações de EPS. 
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9 Conclusões 

O biossurfactante do tipo ramnolipídeo produzido por Pseudomonas aeruginosa PA1 avaliado 

neste estudo reduz o crescimento celular sem prejudicar a remoção de substrato, tanto em teste 

rápido quanto em sistemas de lodos ativados operando em bateladas sequenciais (RBS). A 

utilização de biossurfactantes com elevado grau de pureza faz com que o efeito dos mesmos 

fosse pronunciado, reduzindo a concentração mínima necessária. 

O efeito observado com a adição do biossurfactante se mostrou dependente da concentração de 

RL no meio, da relação produto/biomassa, do tipo de inóculo utilizado e seu estado fisiológico, 

e da relação S0/X0. 

Dois testes rápidos foram implementados (Tipo II e Tipo III) para avaliação preliminar do efeito 

do ramnolipídeo. O teste Tipo II, que utiliza meio de cultivo e inóculo comerciais (meio TSB e 

Polyseed), apresentou variação elevada nos resultados, não sendo a melhor opção para este 

objetivo, principalmente pela não adequação da fonte de microrganismos empregada como 

inóculo. O teste Tipo III, que utiliza inóculo proveniente de reatores de lodos ativados de 

laboratório com alimentação composta de efluente sintético com diferentes composições, 

também apresentou variação, mas bem menor quando comparado ao Tipo II. 

No teste rápido Tipo II, a adição de 9 mg RL/L foi a concentração mínima necessária para 

observação do efeito (72% de redução em YX/S), e a redução máxima foi obtida com 12 mg 

RL/L (92% de redução em YX/S). No entanto, acima de 15 mg RL/L, a remoção de substrato foi 

altamente prejudicada. 

No teste rápido Tipo III, a melhor condição para observação do efeito desejado do RL foi S0/X0 

1,06 g DQO/g SST, 25 mg RL/L ou 25 mg RL/g SST, permitindo 50-75% de redução em YX/S, 

e taxa de consumo de substrato e taxa específica de consumo de oxigênio próximas às obtidas 

no Controle. Valores muito baixos de S0/X0 não permitiram crescimento microbiano na 

presença de RL, não sendo uma condição desejada por não permitir renovação celular. 

Os resultados obtidos nos testes conduzidos com diferentes misturas de congêneres do RL não 

apresentaram diferenças no crescimento microbiano, não sendo confirmado que diferentes 

congêneres do ramnolipídeo poderiam apresentar diferentes efeitos nos sistemas de lodos 

ativados. 

Em RBS operando com TRH 5,5 h, TRS 20 d, efluente e lodo de refinaria de petróleo, o melhor 

resultado obtido foi com a adição de 50 mg RL/L ou 25 mg RL/g SST, que reduziu o descarte 
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de lodo em 41 a 52%, sem prejuízo da redução de DQO. Porém, a reprodutibilidade dos 

resultados se mostrou uma questão importante e, em alguns casos, observou-se até aumento no 

descarte de lodo. Na maior parte dos casos, a adição de RL nos reatores reduziu o IVL do lodo. 

A condição de operação influenciou os resultados obtidos, principalmente em relação a S0/X0 

e TRS. A condução de RBS com TRH 5,5 h, meio sintético e lodo de esgoto utilizando S0/X0 

1,06 g DQO/g SST, 25 mg RL/L e 17-20 mg RL/g SST, levou a 27% de redução no descarte 

de lodo com TRS 30 d, enquanto que não foi observada redução com TRS 10 d. 
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10 Outros experimentos e considerações finais 

Conforme comentado anteriormente, a revisão bibliográfica realizada até o momento não 

mostrou estudos com (bios-)surfactantes adicionados em sistemas de lodos ativados com o 

objetivo de reduzir a geração de biomassa. Em geral, avalia-se a adição desses produtos como 

tensoativos, para aumentar a absorção de compostos hidrofóbicos nos efluentes. Como nem 

todas as publicações informam a concentração do licor misto, não é possível verificar o efeito 

de redução da geração de biomassa na literatura. Apesar de os resultados obtidos neste estudo 

terem se mostrado muito variáveis, diversos fatores que podem afetar o processo foram 

identificados, e este pode ser utilizado como ponto de partida para estudos posteriores. 

Por se tratar da adição de biossurfactante em ambiente aeróbio, a formação de espuma torna-se 

uma questão importante. Sempre que se observou o arraste de biomassa do sistema pela espuma, 

a aeração foi reduzida de modo a manter ambas no sistema. A adição de antiespumante poderia 

minimizar o problema, e foi avaliada no teste rápido Tipo III. Porém, a adição de mais um 

composto representa mais um fator de influência no metabolismo microbiano e, por isso, 

também foi adicionado na condição Controle. A adição de antiespumante prejudicou o 

monitoramento do processo, pois aparentemente foi adsorvido pelo lodo e liberado com o 

tempo, influenciando a análise de DQO solúvel. O consumo de DQO, por exemplo, não 

apresentou perfil correspondente a uma cinética de 1ª ordem, mostrando a influência do 

antiespumante no processo. Ao afetar a DQO solúvel influenciou o valor de YX/S e, por isto, 

não se deu continuidade aos testes com antiespumante. 

O mecanismo de ação que faz com que o ramnolipídeo reduza a geração de biomassa em lodos 

ativados não foi determinado. Uma possibilidade é sua ação nas membranas biológicas, afetar 

a integridade das mesmas. Biossurfactantes têm a capacidade de se manter ligados à bicamada 

lipídica, e sob determinadas concentrações e períodos de exposição são capazes de destruir a 

integridade das membranas, promovendo danos irreversíveis, tais como perda de funções de 

organelas e lise celular (BALLOT, 2009; WANG et al., 2005). Acima da CMC ocorre lise 

celular decorrente da solubilização das membranas pelo (bios)surfactante, enquanto em 

concentrações abaixo da CMC ocorrem desordens enzimáticas que podem liberar um sinal de 

apoptose (LI E CHEN, 2009). 

Lang, Katsiwela e Wagner (1989) avaliaram a atividade antimicrobiana de MRL e DRL que 

sofreram (RL-II e RL-IV) ou não (mistura RL-I/III) hidrólise alcalina, a qual substitui a cadeia 

de carbono da estrutura por um átomo de hidrogênio. Ao avaliar o crescimento de Pseudomonas 
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aeruginosa, Bacillus subtilis, Staphyhcoccu epidermidis, e Streptococcu faecium na presença 

de 2 g RL/L, observaram que RL-II e RL-IV não inibiram o crescimento de nenhum dos 

microrganismos citados, enquanto a mistura RL-I/III só não inibiu o crescimento de P. 

aeruginosa. Além disso, na determinação da CMI50, RL-II não inibiu o crescimento, enquanto 

RL-I/III apresentou valores de 34 (B. subtilis) e 350 mg/L (S. epidermidis). Como a cadeia de 

carbono garante as propriedades hidrofóbicas da molécula e, consequentemente, a interação 

com as membranas celulares, tais resultados são um indício de que o mecanismo de ação de 

ramnolipídeos pode ser a perda de integridade das membranas. 

O efeito dos ramnolipídeos nas membranas celulares pode ser avaliado através de microscopia 

eletrônica, porém não foi possível fazer essa avaliação neste estudo. Contudo, após a definição 

da melhor condição para obtenção dos resultados, pode-se fazer essa avaliação. 

Outra possibilidade levantada é a dos ramnolipídeos atuarem como desacopladores metabólicos 

sob determinadas condições, já que na maioria dos casos se observou aumento da SOUR e 

redução do IVL (que pode estar associada ou não à redução de EPS). Além disso, sua estrutura 

apresenta semelhanças com ácidos graxos de cadeia longa, e estes já foram identificados como 

desacopladores (WOJTCZAK E SCHÖNFELD, 1993). 

A comprovação da hipótese de que ramnolipídeos poderiam atuar como desacopladores seria 

através de metodologia descrita por Podella et al. (2009), com o objetivo de avaliar o transporte 

de íons H+ através de uma membrana artificial. O conjunto consiste em uma cuba de acrílico 

com dois compartimentos separados por uma membrana de celulose (47 mm, 0,45 μm), 

previamente imersa em azeite de oliva extra virgem, seguida de compressão em papel de filtro 

para remover o excesso. Um dos compartimentos contém HCl 0,1 mmol/L e o outro, NaOH 0,1 

mmol/L, conectados através de uma ponte salina. Através de monitoramento do pH, o transporte 

de prótons seria avaliado. Para garantir a efetividade da metodologia, o composto dnP é 

utilizado como Controle positivo. O resultado reportado por Podella et al. (2009), que avaliou 

a adição de dnP e monitoramento de pH no compartimento básico, mostrou redução de pH de 

12 para 9 em 24 h de experimento. 

Como ponto de partida para verificar a metodologia proposta, realizou-se um experimento 

Controle, sem adição de qualquer produto, observando queda de pH no compartimento básico 

(de 10,2 para 7,4 em 21 h), decidindo-se, então, avaliar o pH do compartimento ácido. Ao 

conduzir um experimento com dnP adicionado no compartimento ácido na mesma concentração 

usada por Podella et al. (2009), observou-se queda de 3,7 para 3,5 ao longo de 96 h. Por 
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apresentar divergências de resultados em relação à referência original, não se deu continuidade 

a esta etapa. Porém, abre-se margens para mais testes futuros. Além dessa metodologia 

(PODELLA et al., 2009), a hipótese de desacoplamento metabólico também pode ser avaliada 

através de correlações entre IVL, EPS, SOUR e redução de lodo. Portanto, em testes futuros é 

muito importante que se avalie todos esses parâmetros. 

Outro mecanismo possível para justificar a ação de ramnolipídeos na redução da geração de 

biomassa em lodos ativados seria a morte e lise celular de algumas espécies mais sensíveis da 

população microbiana. Desse modo, apenas as espécies capazes de manter seu metabolismo na 

presença do produto apresentariam crescimento, já que o efeito antimicrobiano dos 

biossurfactantes é altamente dependente do organismo alvo (BALLOT, 2009; BENINCASA et 

al., 2004; HABA et al., 2003). 

Para verificar se existe de fato esta possibilidade, foi feita uma avaliação do crescimento por 

plaqueamento. Foi utilizado lodo oriundo de RBS em operação para gerar biomassa ativa (item 

7.2.2), diluído em solução de NaCl 0,5 g/L para se atingir 1000 mg SST/L, e biossurfactante 

comercial (produto R90) como produto teste. O meio TSB (DQO 1060 mg/L) foi misturado 

com ágar e adicionado em placas de Petri. A suspensão de lodo (0,1 mL), contendo (Teste) ou 

não (Controle) o produto, foi então adicionada no meio solidificado através da técnica de spread 

plate e as placas foram incubadas em estufa a 30ºC por 24 h. Em seguida, foi feita a contagem 

de colônias. A melhor diluição da suspensão de lodo contendo 1000 mg SST/L foi 10-9. Três 

experimentos foram conduzidos em paralelo: Controle, Teste25 (25 mg RL/L na diluição 10-9) 

e Teste< 25 (suspensão de lodo contendo 1000 mg SST/L e 25 mg RL/L, só então sendo diluída 

a 10-9). Os resultados foram, respectivamente, 2,81x106, 2,21x106, e 1,70x106 UFC/mL. Apesar 

de a ANOVA e o Teste de Tukey (α 0,1) indicarem diferenças significativas entre os valores de 

UFC, microbiologicamente não se pode afirmar que os resultados foram diferentes entre si, já 

que a ordem de grandeza foi igual em todos os casos. 

Um teste de difusão em ágar foi feito para avaliação da atividade antimicrobiana 

(DOUGHERTY E PUCCI, 2012). A suspensão de lodo (0,1 mL, 1000 mg SST/L) foi aplicada 

no meio solidificado através da técnica de spread plate e um papel de filtro de 0,5 mm de 

diâmetro embebido em 10 μL de solução de produto (25 mg RL/L) foi aplicado no centro da 

placa (em quatro réplicas). Após incubação a 30ºC por 24 h, as zonas de inibição foram 

determinadas, apresentando 12 ± 1 cm2. Conforme observado na Figura 22, o resultado obtido 

não é o tipicamente encontrado na literatura, pois trata-se de uma população mista de 

microrganismos, e não uma cultura pura. É possível visualizar apenas uma região na qual o 
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crescimento não é homogêneo, como ocorre no Controle. Isso comprova que o RL afeta 

diferentemente os microrganismos do lodo ativado. 

Apesar de ser um resultado muito preliminar e sem otimização, levanta a hipótese de que o 

produto aplicado em sistemas de lodos ativados é capaz de modificar a composição microbiana 

do lodo. Com isso, caso se perca o efeito ao longo do tempo, não significa que a biomassa 

necessariamente se adaptou ao produto adicionado, mas que restaram no sistema apenas as 

espécies não impactadas desde o início. 

Figura 22 – Zona de inibição do RL com lodos ativados. 

 
 

Fonte: acervo pessoal. (A) Controle, 1000 mg SST/L. (B) Teste, 1000 mg SST/L, papel de filtro imerso 

em solução contendo 25 mg RL/L. 

Uma vertente da aplicação de biossurfactantes na redução de lodo é como agentes auxiliares 

para melhorar a digestão de lodo. Ao adicionar surfactantes em digestor aeróbio para a 

desintegração bioquímica do excesso de lodo, atingiu-se reduções de 41 a 65% na geração de 

lodo em duas ETE (STARK, [S.D.]; STARK E KALOS, [s.d.]). Em digestores anaeróbios, 

diversos estudos em escala laboratorial mostram que esses compostos são capazes de solubilizar 

parcialmente a matriz polimérica dos flocos de lodo, melhorando a hidrólise e a acidogênese, e 

promovendo maiores rendimentos de metano (GUAN et al., 2017). 

A adição de biossurfactante do tipo ramnolipídeo foi avaliada na digestão aeróbia e anaeróbia 

de lodo ativado oriundo de ETE. Porém, alguns contratempos foram observados. A digestão de 

lodo já é uma tecnologia consolidada. Apesar de a literatura comentar que a eficiência do 

processo é reduzida quando o teor de sólidos do lodo a ser digerido é menor que o recomendado 

A B 
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(ANDREOLI, VON SPERLING E FERNANDES, 2007; METCALF E EDDY, 2016), o que 

se observou é que a eficiência, na verdade é quase nula. 

Foram conduzidos quatro experimentos no total, um com digestão aeróbia (Experimento 1), e 

três com digestão anaeróbia (Experimentos 2, 3 e 4), todos avaliando o efeito do produto 

comercial R90. O Experimento 1 (digestão aeróbia) foi conduzido a 30ºC, com 14525 mg 

SST/L inicial (SSV/SST 0,59) e concentrações de 61 a 393 mg RL/L (4,2 a 27 mg RL/g SST). 

Após 10 d de digestão, observou-se no máximo 8% de redução em SST e a relação SSV/SST 

reduziu para apenas 0,57. Considerando o erro das análises, esses valores podem ser 

considerados desprezíveis. Além disso, em função das concentrações de RL serem muito 

elevadas, a espuma tornou-se um fator muito crítico. O volume de solução estoque de R90 não 

pôde ser adicionado de uma vez, sendo dividido ao longo de 5 dias. Desse modo, a concentração 

de RL no reator não foi a desejada. Juntando a baixa redução obtida em 10 d com o fato de ser 

tecnicamente inviável avaliar as concentrações de RL necessárias, decidiu-se por avaliar o 

efeito apenas na digestão anaeróbia. 

A digestão anaeróbia foi conduzida em respirômetro AMPTS II, em frascos de 500 mL com 

300 mL de volume útil, agitação intermitente (1 min ligada / 10 min desligada) e 30ºC. Nos 

Experimentos 2 e 3, foram avaliadas concentrações de 5 a 300 mg RL/g SST (equivalente a 49 

a 2935 mg RL/L), de modo a atender a faixa avaliada nos sistemas de lodos ativados e também 

a faixa que se mostrou promissora em outros estudos com adição de RL para melhorar a 

digestão anaeróbia (LUO et al., 2013), bem como o Controle. No Experimento 4, apenas o 

Controle (sem adição de RL) foi avaliado, em diferentes concentrações de sólidos. Os 

experimentos foram realizados em duplicata (2 e 3) e triplicata (4). 

O Experimento 2 consistiu de uma batelada com duração de 21 d, com pH original do lodo (6,2) 

e concentração inicial de sólidos igual a 10060 mg SST/L (SSV/SST 0,67). Ao final do 

experimento, observou-se aumento dos SST (11210 a 14120 mg/L) e da relação SSV/SST (0,65 

a 0,70). Provavelmente, o crescimento observado foi devido ao RL ter sido utilizado como 

substrato. No caso da condição Controle, a única justificativa encontrada é o fato de o lodo ter 

muitos orgânicos adsorvidos, que foram utilizados como substrato ao longo do tempo. Porém, 

o mesmo não foi observado em outros estudos do grupo (SILVEIRA, 2016). A produção de 

metano aumentou do Controle até 15 mg RL/g SST. A partir de 25 mg RL/g SST, a produção 

apresentou queda, provavelmente em decorrência da inibição de ácidos orgânicos gerados na 

degradação anaeróbia do biossurfactante. Apesar de não ter sido uma digestão propriamente 

dita, já que não houve redução no teor de sólidos voláteis do lodo, observou-se que a adição de 
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RL prejudicou a filtrabilidade do lodo, avaliada pela resistência específica à filtração e pelo 

tempo de filtração de 50% do volume. Enquanto o Controle apresentou 6553 m/kg e 2,3 min, a 

adição de 25 e 300 mg RL/g SST apresentaram, respectivamente, 31145 m/kg e 12 min, e 52263 

m/kg e 33 min. 

No Experimento 3, foram avaliadas as mesmas condições, porém ajustando o pH do lodo para 

7,0 com NaHCO3 e conduzindo o processo em modo semi-contínuo. A cada semana, 100 mL 

do volume útil era substituído por lodo novo (juntamente com RL), num total de 6 semanas. 

Novamente, a relação SSV/SST não apresentou queda significativa em relação ao esperado de 

uma digestão anaeróbia. Enquanto o lodo original apresentou SSV/SST de 0,64, no último dia 

de operação (42 d) esse valor variou entre 0,59 e 0,61 em todas as condições, inclusive no 

Controle. O balanço de massa considerando todas as trocas de lodo, mostrou que a redução na 

massa de SSV aos 42 d no Controle foi de apenas 10%. Utilizando lodo da mesma origem, 

Silveira (2016) obteve 60% de redução em STV com 12 d de digestão, e a relação STV/ST 

reduziu de 0,60 para 0,35. As diferenças entre os estudos estão apenas na data de coleta e 

concentração de sólidos, que era ligeiramente maior (17500 mg ST/L). 

O Experimento 4 foi conduzido sem avaliar o efeito do biossurfactante, apenas para verificar 

se a ausência de digestão do lodo se deu pela baixa concentração de sólidos. Para tal, foi feita 

uma batelada de 60 d, a 30ºC. Utilizando lodo com 9040 mg SST/L (SSV/SST 0,59) e 21110 

mg SST/L (SSV/SST 0,57), de mesma origem que os anteriores, porém coletado em dias 

diferentes. Também se observou aumento na concentração de sólidos sem redução no 

percentual de sólidos voláteis, com valores iguais a 12883 ± 408 mg SST/L (SSV/SST 0,59) e 

24704 ± 560 mg SST/L (SSV/SST 0,56). Como os resultados preliminares não foram 

satisfatórios, não foi possível dar continuidade aos estudos de digestão de lodo. 

Com base no exposto até o momento, futuros trabalhos com adição de (bios)surfactantes em 

lodos ativados devem incluir as seguintes modificações: 

 Medir a CMC na condição exata de cada teste, de modo a verificar se o valor se altera, pois 

este influencia diretamente na relação entre monômeros e agregados e, consequentemente, 

no efeito do produto. 

 Avaliar diferentes sistemas de aeração de modo a reduzir a espuma nos reatores de lodos 

ativados. 

 Retomar os experimentos com a membrana artificial para verificar se o produto pode atuar 

como desacoplador metabólico. 
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 Analisar IVL, EPS e SOUR de modo a buscar correlações que possam justificar o efeito do 

produto na redução da geração de biomassa. 

 Analisar por microscopia eletrônica as amostras de lodo que apresentarem crescimento 

reduzido, para verificar se a integridade das membranas biológicas é afetada. 

Como projeto específico para o futuro, propõe-se a retomada do teste rápido Tipo II, porém 

com método analítico diferente. Utilizando frascos agitados e baixas concentrações de 

biomassa, o problema da espuma é eliminado e, desta forma, mais informações podem ser 

obtidas. Pode-se utilizar conversão de absorbância em peso seco para quantificação da biomassa 

e DQO solúvel ou C-org solúvel para quantificação de substrato, porém deve-se garantir a total 

separação das células na filtração. O inóculo utilizado pode ser sobrenadante de lodo ativado, 

desde que seja levado ao vórtex para quebrar os flocos, promovendo crescimento homogêneo 

das células. Propõe-se avaliar o efeito do estado fisiológico do inóculo, através da adição de 

produto em diferentes fases do crescimento. Além disso, também deve-se avaliar, de forma 

independente, os efeitos da concentração de produto e da relação produto/biomassa. E como se 

levantou a hipótese de a biodisponibilidade de substrato influenciar o resultado, diferentes 

substratos podem também ser avaliados para levantar o máximo de informação possível. 

Outra possibilidade de estudo é com relação ao efeito dos produtos adicionados na diversidade 

microbiana. A avaliação da diversidade ajudará a entender o mecanismo de ação e poderá 

indicar a possibilidade de perda de efeito do produto. Além disso, como a adição de produtos 

no tanque de aeração é uma tecnologia tecnicamente simples, ao entender as mudanças 

microbiológicas que ocorrem, pode-se pensar na utilização de produtos diferentes ao longo do 

tempo. Por exemplo, se o consórcio microbiano adaptado ao dnP é diferente do consórcio 

microbiano adaptado ao ramnolipídeo, uma vez que se observa perda do efeito de redução de 

lodo, pode-se alternar o produto adicionado para manter a redução no nível desejado. Contudo, 

são estudos complexos que precisam ser efetuados para viabilizar a redução de excesso de lodo. 

Por último, propõe-se a aplicação de (bios)surfactantes em reatores biológicos de membrana 

(MBR). Dois grandes problemas nesses sistemas são a baixa transferência de oxigênio devido 

às elevadas concentrações de biomassa e o fouling, que pode ser decorrente da adesão de células 

microbianas na superfície das membranas (DEZOTTI, SANT’ANNA JR. E BASSIN, 2011; 

SANTANNA JR., 2010). Como essas substâncias são capazes de reduzir a coalescência (Stark 

e Kalos, [s.d.]), podem favorecer a transferência de oxigênio; e como são capazes de inibir a 

formação de biofilmes (ARAUJO et al., 2016), podem reduzir o fouling. 
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Apêndice A – Métodos analíticos e análise de dados 

 

A.1 Métodos analíticos 

 

A.1.1 Produção e caracterização de ramnolipídeos 

A concentração de células nos cultivos foi determinada por meio de determinação de 

absorbância a 600 nm e conversão a peso seco empregando curva-padrão previamente 

determinada, conforme recomendação de Kronemberger (2007). 

A determinação de TS foi realizada em equipamento Krüss DSA100 (Modelo: OF 3210) pelo 

método de gota pendente (SONG E SPRINGER, 1996), sendo os resultados expressos como 

média de 10 gotas. A medida de TS da amostra sob diferentes diluições foi empregada no 

cálculo da CMC, considerada como sendo a concentração correspondente ao ponto central de 

inflexão da curva de concentração de produto e TS. 

A quantificação de ramnose foi realizada por dois métodos: reação com orcinol (adaptado de 

Pham, Webb e Rehm (2004), sem etapa de extração) e HPLC (coluna HPX-87H da BioRad, 

65°C, H2SO4 0,005 mol/L como fase móvel a 0,6 mL/min e volume de injeção de 20 µL). Para 

conversão da concentração de ramnose em ramnolipídeos foi utilizado o fator de 44,89 g 

ramnose/100 g ramnolipídeos (SANTA ANNA, 2005). Como este valor depende da proporção 

entre os congêneres (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011), a concentração de ramnolipídeos pode não 

estar correta. Isso é válido principalmente para o produto comercial, já que a cepa utilizada na 

produção do biossurfactante é diferente. Porém, como as condições de fermentação variaram 

significativamente na produção de ramnolipídeos em laboratório (item 3), a proporção de 

congêneres também pode ter variado (SOBERÓN-CHÁVEZ, 2011) e, portanto, o mesmo erro 

na conversão de ramnose em ramnolipídeos pode ter ocorrido. 

 

A.1.2 Carbono 

Análises de carbono total (C-total) e carbono inorgânico (C-inorg) foram realizadas em 

equipamento Shimadzu TOC-VCPN, utilizando ar sintético (150 mL/min) como gás de arraste. 

Por diferença, calculava-se a concentração de C-org. A quantificação de C-total se dava por 

oxidação catalítica da amostra a 680ºC, formando CO2, enquanto que na quantificação de          
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C-inorg, HCl 2 M era adicionado na amostra para reduzir o pH e converter o C-inorg em CO2. 

Em ambos os casos, era feita a detecção não-dispersiva por infravermelho do CO2 formado. 

Como a concentração de carbono é proporcional à área gerada, as áreas obtidas com a injeção 

das amostras eram convertidas em concentrações através de curvas de calibração. 

As curvas de calibração eram feitas empregando-se biftalato de potássio como padrão de C-

total e mistura de Na2CO3 e NaHCO3 como padrão de C-inorg. Três curvas de calibração, 

abrangendo diferentes faixas de concentração, foram realizadas para cada analito: 0 a 20, 20 a 

100, e 100 a 1000 mg C/L, sendo utilizadas conforme a concentração de carbono na amostra. 

Todos os padrões e amostras tinham valores reportados como uma média de pelo menos duas 

injeções. 

Como as amostras analisadas continham biomassa, foi feita uma substituição do diâmetro do 

tubo de 0,5 mm (padrão do equipamento) para 0,8 mm (kit de sólidos em suspensão). A 

concentração de biomassa nos experimentos não era elevada e os flocos eram pequenos, 

minimizando problemas de entupimento. Para melhorar a reprodutibilidade, as amostras eram 

mantidas sob agitação magnética no momento da análise. 

 

A.1.3 Turbidez e D.O. 

No item 4, a turbidez foi determinada em espectrofotômetro Hach (modelo DR-2000, método 

750, 450 nm) com cubeta de vidro de 2,5 cm de caminho ótico e a D.O. foi determinada por 

meio de leitura de absorbância em espectrofotômetro Hach (modelo DR-5000, 590 nm) com 

cubeta de vidro de 1 cm de caminho ótico, utilizando água destilada como branco. Retirava-se 

volume apropriado de amostra e, após a leitura, as amostras eram retornadas aos frascos 

agitados. 

 

A.1.4 pH 

O pH das amostras foi determinado por leitura direta em potenciômetro calibrado com soluções 

tampão de pH 6,86 (ou 7,01), e 4,01 ou 10,01, conforme a faixa de leitura desejada. 
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A.1.5 DQO 

A determinação de DQO foi realizada pelo método padrão de refluxo fechado, de acordo com 

o método 5220 D (APHA, 2005). Em um tubo de tampa rosqueada próprio para análise de DQO 

(Hach), adicionava-se 2 mL de amostra, diluída se necessário. Era feita a adição de 1,2 mL de 

solução digestora (10,216 g K2Cr2O7/L, 33,3 g HgSO4/L e 167 mL H2SO4 concentrado/L, em 

água) e 2,8 mL de solução catalítica (10,1196 g Ag2SO4/L, em H2SO4 concentrado). Os tubos 

eram homogeneizados e colocados em um bloco digestor, onde as amostras eram digeridas a 

150ºC por 2 horas. Após resfriamento lento na ausência de luz, eram feitas as leituras de 

absorbância a 600 nm em espectrofotômetro Hach DR-3900. O branco passava pelo mesmo 

procedimento, substituindo-se a amostra por água destilada. Para converter o valor de 

absorbância em DQO, era feita uma curva de calibração (variando de 0 a 1000 mg/L de DQO) 

com biftalato de potássio como substância padrão (850 mg biftalato/L ≡ DQO 1000 mg/L). Os 

tubos de DQO eram utilizados novamente após lavagem com solução sulfocrômica. 

Para a quantificação de EPS realizada no item 8, as amostras foram analisadas utilizando-se 

solução digestora própria para DQO < 100 mg/L (1,022 g K2Cr2O7/L, 33,3 g HgSO4/L e 167 

mL H2SO4 concentrado/L, em água), conforme recomendado por APHA (2005). 

A DQO solúvel foi determinada em amostras centrifugadas (2069 g, 10 min; itens 5 e 6) ou 

filtradas (membrana de celulose 0,45 µm; itens 7 e 8). 

 

A.1.6 Sólidos suspensos 

A determinação de sólidos suspensos se baseou nos métodos 2540 B, E (APHA, 2005) e era 

sempre conduzida em duplicata. 

Nos itens 7 e 8, foi utilizado o método padrão, sem modificação. O filtro de fibra de vidro 

(Millipore tipo AP40) era lavado com água destilada e levado à mufla (550ºC, 15 min) antes do 

uso. O cadinho também era levado à mufla (550ºC, 1 h) e, após resfriamento em dessecador, o 

conjunto cadinho + filtro tinha sua massa registrada (P0). A amostra era bem homogeneizada e 

um volume apropriado (Vamostra) era então filtrado. Após lavagem com água destilada, o filtro 

contendo os sólidos suspensos era transferido para o cadinho e o conjunto era levado à estufa 

(105ºC, overnight). Após resfriamento em dessecador, o conjunto tinha sua massa registrada 

(P1) e era levado à mufla (550ºC, por 30 min). Após resfriamento em dessecador, o conjunto 

tinha sua massa registrada (P2). 
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Nos itens 5 e 6, a determinação de sólidos suspensos do licor misto dos reatores foi realizada 

com uma modificação: as amostras eram centrifugadas (2069 g, 10 min) ao invés de filtradas. 

Esta modificação não deve ter influenciado o resultado porque os sólidos de interesse 

encontravam-se na forma de flocos em suspensão. Os sólidos centrifugados eram lavados com 

água destilada e centrifugados novamente sob as mesmas condições. O sobrenadante era 

descartado e os sólidos transferidos para cadinhos previamente tarados. 

Os sólidos eram então calculados conforme as Equações (4), (5), e (6): 

𝑆𝑆𝑇 (𝑚𝑔 𝐿⁄ ) =  
𝑃1 −  𝑃0 (𝑔)

𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝐿)
 . 106 (4) 

𝑆𝑆𝑉 (𝑚𝑔 𝐿⁄ ) =  
𝑃1 −  𝑃2 (𝑔)

𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝐿)
 . 106 (5) 

𝑆𝑆𝐹 = 𝑆𝑆𝑇 − 𝑆𝑆𝑉 (6) 

 

A.1.7 Sólidos totais 

A determinação de sólidos totais se baseou nos métodos 2540 D, E (APHA, 2005). 

O cadinho limpo era levado à mufla (550ºC, 1 h) e, após resfriamento em dessecador, tinha sua 

massa registrada (P0). A amostra era bem homogeneizada e um volume apropriado (Vamostra) 

era então adicionado ao cadinho. Após secagem em estufa (105ºC, overnight) e resfriamento 

em dessecador, o cadinho tinha sua massa registrada (P1) e era levado à mufla (550ºC, por 30 

min). Após resfriamento em dessecador, a massa era novamente registrada (P2). Os sólidos 

eram então calculados conforme as Equações (7), (8), e (9): 

𝑆𝑇 (𝑚𝑔 𝐿⁄ ) =  
𝑃1 −  𝑃0 (𝑔)

𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝐿)
 . 106 (7) 

𝑆𝑉 (𝑚𝑔 𝐿⁄ ) =  
𝑃1 −  𝑃2 (𝑔)

𝑉𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑚𝐿)
 . 106 (8) 

𝑆𝐹 = 𝑆𝑇 − 𝑆𝑉 (9) 

 

A.1.8 IVL 

A determinação do volume de lodo sedimentado se baseou no método 2710 C (APHA, 2005), 

com algumas modificações. No item 5, 12,5 mL de licor misto eram adicionados em uma 

proveta de 25 mL (duplicata) e, após 40 min de sedimentação, registrava-se o volume do leito 
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de lodo. Nos itens 6 e 8, 475 e 500 mL de licor misto eram adicionados, respectivamente, em 

uma proveta de 500 mL (sem réplica) e, após 30 min, registrava-se o volume do leito de lodo. 

O resultado era então convertido em mL lodo/L amostra. A determinação do IVL foi feita 

conforme método 2710 D (APHA, 2005), cujo cálculo se encontra na Equação (10). 

𝐼𝑉𝐿 (𝑚𝐿 𝑔⁄ ) =  
1000 . 𝐿𝑜𝑑𝑜 𝑠𝑒𝑑𝑖𝑚𝑒𝑛𝑡𝑎𝑑𝑜 (𝑚𝐿 𝐿⁄ )

𝑆𝑆𝑇 (𝑚𝑔/𝐿)
 (10) 

 

A.1.9 OD 

A concentração de OD foi quantificada através de leituras com eletrodo seletivo (Digimed, 

modelo DM-CO1) acoplado a um medidor (Digimed, modelo DM-4P). 

 

A.1.10 Determinação de k 

No item 7, a taxa de consumo de substrato, k, foi determinada através da cinética de consumo 

de DQO solúvel ao longo de 4 h. No Excel, calculou-se uma linha de tendência com ajuste 

exponencial, cuja expressão está representada na Equação (11), sendo: 

 DQO: DQO residual no tempo t (mg/L); 

 DQO0: DQO inicial, no tempo zero (mg/L); 

 k: taxa de consumo de substrato (h-1); e 

 t: tempo (h). 

𝐷𝑄𝑂 =  𝐷𝑄𝑂0 . 𝑒−𝑘.𝑡 (11) 

 

A.1.11 SOUR 

O licor misto utilizado na quantificação era transferido para frascos de DBO de 300 mL e aerado 

com uma vazão de ar elevada, de modo a garantir OD inicial suficiente para permitir 

visualização do consumo ao longo do tempo. A aeração era, então, interrompida e o substrato 

era adicionado no frasco. A mistura era mantida sob agitação magnética à temperatura ambiente 

(20-22ºC), e o OD era registrado a cada 30 s por pelo menos 10 min ou até se atingir 1 mg/L, o 

que ocorresse primeiro. Os dados eram plotados em um gráfico, obtendo-se a taxa de consumo 

em mg O2/L.min (coeficiente angular da reta traçada através de regressão linear). Relacionando 

a taxa com a concentração de SST de cada condição, obtinha-se a SOUR em mg O2/g SST.min. 
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Alguns testes conduzidos com volume útil reduzido, quando o frasco de DBO de 300 mL foi 

substituído por erlenmeyer de 60 mL. 

 

A.1.12 EPS 

A extração térmica de EPS se deu conforme metodologia proposta por (LI E YANG, 2007). O 

licor misto (50 mL) foi centrifugado (2069 g, 10 min) e o sobrenadante foi descartado. O lodo 

era então ressuspendido em 15 mL de solução de NaCl 0,5 g/L à temperatura ambiente, e o 

volume original (50 mL) era atingido novamente pela adição de solução de NaCl 0,5 g/L 

aquecida a 70ºC. Após levar ao vórtex por 1 min, a suspensão era centrigufada (2069 g, 10 min) 

novamente. O sobrenadante era chamado de LB-EPS. O lodo era ressuspendido ao volume 

original (50 mL) com solução de NaCl 0,5 g/L e a suspensão era aquecida em banho de água a 

60ºC por 30 min. A suspensão era centrigufada (2069 g, 10 min) novamente e o sobrenadante 

era chamado de TB-EPS. Analisou-se, então, a DQO solúvel das frações de LB-EPS e TB-EPS. 

O resultado foi reportado em mg DQO/g SST, já que o licor misto de cada reator apresentava 

concentrações diferentes de biomassa. 

Este método de extração foi escolhido porque LB-EPS e TB-EPS podem apresentar diferentes 

efeitos nas propriedades superficiais da biomassa, e a maioria dos métodos disponíveis aplicam 

procedimentos drásticos, que levam à quantificação de EPS total ou apenas de TB-EPS (LI E 

YANG, 2007). 

 

A.1.13 Resistência específica à filtração e tempo de filtração do lodo 

A resistência específica à filtração (r) foi quantificada de acordo com metodologia proposta por 

Andreoli, von Sperling e Fernandes (2001). Um aparato de filtração com funil de Buchner foi 

montado, com papel de filtro e proveta para medir o volume filtrado. Com a bomba desligada, 

100 mL de amostra de lodo eram adicionados no funil de Buchner e, após a formação da torta, 

a bomba de vácuo era ligada. Com auxílio de um cronômetro, o volume de filtrado era 

registrado ao longo do tempo. A filtração era interrompida quando a taxa de coleta de filtrado 

reduzia para cerca de 1 mL/min. Após a filtração, o teor de sólidos da torta era determinado 

gravimetricamente em balança de infravermelho (Gehaka, modelo IV2000). Com os dados de 

tempo (t, s), volume (V, mL), e t/V (s/mL), plotava-se o gráfico t/V por V em Excel, 
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desprezando-se os pontos iniciais e finais. O coeficiente angular da reta traçada na região linear 

da curva (b) era então utilizado no cálculo de r, de acordo com as Equações (12) e (13). Sendo: 

 r: resistência específica à filtração (m/kg); 

 P: pressão (N/m2); 

 μ: viscosidade absoluta do filtrado (água a 20ºC, 10-3 N.s/m2); 

 A: área (m2); 

 b: valor da tangente no trecho retilíneo (s/cm6); 

 c: massa de sólidos da torta seca por unidade de volume de filtrado (g/mL ou g/cm3); 

 CL: concentração inicial de sólidos do lodo (%); e 

 CT: concentração de sólidos da torta (%). 

𝑟 =  
2 . 𝑃 . 𝐴2 . 𝑏

𝜇 . 𝑐
 

(12) 

𝑐 =  
𝐶𝑇. 𝐶𝐿

100 . (𝐶𝑇 − 𝐶𝐿)
 

(13) 

O tempo de filtração é o tempo necessário para coletar 50% do volume de amostra original 

(APHA, 2005). Sua determinação foi realizada através da mesma análise utilizada para 

quantificar a resistência específica à filtração. Para amostras com diferentes teores de sólidos, 

pode-se fazer uma correção grosseira, reportando o resultado em tempo por SST. 

 

A.2 Análise de dados 

 

A.2.1 Redução de DQO 

A redução de DQO foi calculada e reportada nas tabelas de resultados sem considerar a diluição 

da alimentação no biorreator e a carga orgânica adicional do produto no biorreator Teste, 

conforme Equação (14). Foi feito também um balanço de massa para considerar a redução 

efetiva nos reatores, conforme Equação (15). Sendo: 

 Val.: volume de alimentação adicionado na 1ª troca de meio (L); 

 DQOal.: DQO da alimentação (mg/L); 

 Vsob.: volume de sobrenadante que permanece no reator na 1ª troca de meio (L); 

 DQOs: DQO solúvel da amostra retirada após o tempo de reação (mg/L); 
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 Vpr.: volume de produto adicionado no biorreator na 1ª troca de meio (L); 

 DQOpr.: DQO do produto adicionado no biorreator (mg/L); e 

 Vmeio: volume de sobrenadante do biorreator (L). 

𝑅𝑒𝑑. 𝐷𝑄𝑂 (%) =  
𝐷𝑄𝑂𝑎𝑙. −  𝐷𝑄𝑂𝑆

𝐷𝑄𝑂𝑎𝑙.
 . 100 (14) 

𝑅𝑒𝑑. 𝐷𝑄𝑂 (%) =  
𝑉𝑎𝑙. . 𝐷𝑄𝑂𝑎𝑙. +  𝑉𝑠𝑜𝑏. . 𝐷𝑄𝑂𝑠 +  𝑉𝑝𝑟. . 𝐷𝑄𝑂𝑝𝑟. −  𝑉𝑚𝑒𝑖𝑜 . 𝐷𝑄𝑂𝑠

𝑉𝑎𝑙. . 𝐷𝑄𝑂𝑎𝑙. +  𝑉𝑠𝑜𝑏. . 𝐷𝑄𝑂𝑠 +  𝑉𝑝𝑟. . 𝐷𝑄𝑂𝑝𝑟.
 . 100 (15) 

 

A.2.2 Descarte de lodo 

Nos itens 5, 6, e 8, o descarte de lodo dos biorreatores foi calculado considerando apenas o 

volume de licor misto retirado diariamente (W) e sua concentração de SST, conforme Equação 

(16). Para volume útil de 500 mL e TRS 20 d, W era 25 mL/d. 

𝐷𝑒𝑠𝑐𝑎𝑟𝑡𝑒 𝑑𝑒 𝑙𝑜𝑑𝑜 (𝑚𝑔 𝑆𝑆𝑇 𝑑⁄ ) =  𝑆𝑆𝑇 (𝑚𝑔 𝐿⁄ ) . 𝑊 (𝑚𝐿 𝑑⁄ ) .
1

1000
 (16) 

 

A.2.3 Análise estatística 

Os dados obtidos foram avaliados estatisticamente no software Statistica 7.0 (StatSoft) com 90-

95% de confiança, reportado junto ao resultado. Já o planejamento de experimentos foi 

analisado no software Protimiza Experimental Design (http://experimental-

design.protimiza.com.br) com 90% de confiança. 
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Apêndice B – Resultados da operação de RBS de bancada (Operação 2, item 6) 

 

Como anteriormente observado, o efluente sintético prejudicou a sedimentação do lodo, 

principalmente no biorreator Controle. Neste biorreator, como o volume de lodo era maior que 

240 mL, apenas 130 mL de sobrenadante era substituído por nova alimentação nas duas trocas 

diárias de meio. Para eliminar este problema, a partir do 37º dia de operação o efluente sintético 

(Tabela 11) foi retirado da composição da alimentação, que passou a consistir apenas de 

correntes de efluente de refinaria (água ácida e água oleosa) suplementadas com nitrogênio, 

fósforo, ferro e alumínio, mantendo-se a DQO em valores próximos a 1000 mg/L. A partir do 

65º dia, quando o lodo apresentava boas características de sedimentação, a 2ª troca de meio 

passou a ser feita com 260 mL, conforme proposto na metodologia. Os principais resultados 

encontram-se na Tabela 30 e Figura 23. 

Os valores de IVL (Tabela 30) do biorreator Controle mostram o prejuízo que o efluente 

sintético trouxe à operação. Dos dias 1 a 36 (com efluente sintético), o IVL apresentou valores 

de 250 ± 37 mL/g, enquanto dos dias 37 a 64 (sem efluente sintético), os valores reduziram para 

221 ± 54 mL/g. Quando o reator voltou às condições normais de operação, com 260 mL de 

sobrenadante substituído por nova alimentação na 2ª troca de meio, o IVL reduziu para 173 ± 

16 mL/g. Daí em diante o efluente sintético não foi mais utilizado como componente da 

alimentação de todos os biorreatores operados em bateladas sequenciais. 

A sedimentação do lodo do biorreator Teste foi melhor que no Controle (IVL 135 ± 92 e 250 ± 

48 mL/g, respectivamente). Assim como no item 5, a adição de biossurfactante reduziu em 

aproximadamente 40% o valor do IVL. Desta forma, pode-se supor que sua adição melhorou a 

sedimentação do lodo, principalmente porque, novamente, não foi observado aumento na 

turbidez do efluente (análise visual, tendo em vista que não foram realizadas análises de 

turbidez e de sólidos suspensos no efluente retirado ao final das bateladas para comprovar). 

Ainda no Período 1, a redução de DQO no biorreator Teste foi mais baixa (90,6 ± 2,5 % no 

Controle e 83,1 ± 8,2 % no Teste). Calculando a eficiência com base no balanço de massa e 

levando em consideração a matéria orgânica oriunda do produto adicionado (Equação (15)), as 

remoções seriam 83% e 82% no Controle e no Teste, respectivamente, valores bastante 

próximos. Contudo, a concentração de sólidos no biorreator Teste chegou a 472 mg SST/L, 

valor que pode ter sido insuficiente para consumir toda a matéria orgânica. Existe uma 

correlação de 70% entre a concentração de SST no sistema e a redução de DQO observada no 
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biorreator Teste (Figura 24). Portanto, pode-se concluir que este lote de produto não prejudicou 

diretamente a eficiência do tratamento. 

 

Tabela 30 – Adição de 50 mg RL/L em sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas 

sequenciais com efluente de refinaria de petróleo. 

Parâmetro Condição 
Período 1 

(1 a 44)(a) 

Período 2 

(45 a 111) 

Tempo (d)  44 67 

n(b)  11 a 17 27 a 28 

[Produto] no reator 

(mg RL/L) 
Teste 50 0 

Lote de produto (Tabela 2) Teste 6 — 

DQO alimentação (mg/L) 
Controle 

Teste 
1113 ± 189 932 ± 69 

DQO saída(c)(mg/L) 
Controle 

Teste 

101 ± 17 

175 ± 62* 

119 ± 30 

141 ± 27* 

Redução de DQO(%) 
Controle 

Teste 

90,6 ± 2,5 

83,1 ± 8,2* 

87,1 ± 3,3 

84,8 ± 2,9* 

pH alimentação 
Controle 

Teste 
7,4 ± 0,1 7,4 ± 0,1 

pH saída(c) 
Controle 

Teste 

7,7 ± 0,6 

7,9 ± 0,3 

6,9 ± 0,5 

7,7 ± 0,5* 

SST (mg/L) 
Controle 

Teste 

2709 ± 345 

1189 ± 757* 

2159 ± 156 

1598 ± 425* 

SSV (mg/L) 
Controle 

Teste 

2148 ± 162 

1000 ± 538* 

1783 ± 124 

1335 ± 369* 

SSV/SST 
Controle 

Teste 

0,80 ± 0,05 

0,87 ± 0,08* 

0,83 ± 0,03 

0,83 ± 0,04 

IVL (mL/g) 
Controle 

Teste 

250 ± 48 

135 ± 92* 

181 ± 24 

137 ± 32* 

Produto/Biomassa 

(mg RL/g SST) 
Teste 58 ± 31 0 

Descarte de lodo(mg SST/d) 
Controle 

Teste 

68 ± 9 

30 ± 19* 

54 ± 4 

40 ± 11* 

Redução no descarte (%) Teste 56* — 

Fonte: elaboração própria. Operação: TRH 5,5 h, TRS 20 d. (a)Tempo de operação no período, em dias. 
(b)Número de amostras no período. (c)Amostra de licor misto centrifugada (2069 g, 10 min). *Valores 

estatisticamente diferentes do Controle (teste t, α 0,05). 
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Figura 23 – Adição de 50 mg RL/L em sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas 

sequenciais com efluente de refinaria de petróleo. 

 

 

Fonte: elaboração própria. Pontos azuis ( ) representam dados do biorreator Controle e pontos 

vermelhos ( ) dados do biorreator Teste. A linha cheia ( ) representa os valores médios da relação 

produto/biomassa de cada período. Linhas pontilhas ( ) na vertical representam diferentes períodos 

de operação. Período 1: 50 mg RL/L (lote 6). Período 2: sem adição de biossurfactante. 
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Figura 24 – Relação entre concentração de SST e redução de DQO em sistema de lodos ativados de 

bancada operando em bateladas sequenciais com efluente de refinaria de petróleo. 

 

Fonte: elaboração própria. 
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Apêndice C – Resultados da operação de RBS de bancada (Operação 3, item 6) 

 

A operação dos biorreatores foi dividida em 6 períodos, com diferenças no TRH, na 

concentração de biossurfactante e na adição ou não de glicose no biorreator Controle, de modo 

a compensar a carga orgânica adicional do biossurfactante no biorreator Teste. Os principais 

resultados encontram-se na Figura 25 e Tabela 31. 

No Período 1, a adição de 50 mg RL/L no biorreator Teste aparentemente causou prejuízo na 

redução de DQO (87,6 ± 1,3% no Controle e 80,0 ± 6,9% no Teste). Entretanto, considerando 

a DQO do biossurfactante no cálculo da eficiência (Equação (15)), obtém-se 78% para o 

Controle e 83% para o Teste. Desta forma, o biossurfactante não reduziu a eficiência do sistema, 

porém a DQO final do biorreator foi maior que no Controle. No Período 4, contudo, a redução 

de DQO no biorreator Teste foi muito prejudicada (89,3 ± 2,6% no Controle e 68,7 ± 13,0% no 

Teste). A redução da aeração para controle da espuma levou a concentração de oxigênio 

dissolvido a níveis insuficientes para manutenção do metabolismo aeróbio, observando-se 

valores de até 0 mg O2/L. Deste modo, a redução no descarte de lodo pode não ter sido em 

decorrência da adição do biossurfactante, e sim de uma cinética de degradação de substrato 

mais lenta, reduzindo o coeficiente de rendimento celular. 
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Figura 25 – Efeito do ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bateladas sequenciais de bancada 

sob diferentes condições de operação com efluente de refinaria de petróleo. 

 

 

Fonte: elaboração própria. Pontos azuis ( ) representam dados do biorreator Controle e pontos 

vermelhos ( ) dados do biorreator Teste. A linha cheia ( ) representa os valores médios da relação 

produto/biomassa de cada período. Linhas pontilhadas ( ) na vertical representam diferentes períodos 

de operação. Período 1: 50 mg RL/L (lote 7), TRH 5,5 h, sem adição de glicose no Controle. Período 2: 

50 mg RL/L (lote 7), TRH 24 h, sem adição de glicose no Controle. Período 3: 50 mg RL/L (lote 7), 

TRH 24 h, com adição de glicose no Controle. Período 4: 50 mg RL/L (lote 7), TRH 5,5 h, com adição 

de glicose no Controle. Período 5: 10 mg RL/L (lote 7), TRH 5,5 h, com adição de glicose no Controle. 

Período 6: 25 mg RL/L (lote 7), TRH 5,5 h, com adição de glicose no Controle. 
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Tabela 31 – Efeito do ramnolipídeo em sistema de lodos ativados bateladas sequenciais de bancada operando sob diferentes condições de operação com 

efluente de refinaria de petróleo. 

 

Parâmetro Condição 
Período 1 

(1 a 27)(a) 

Período 2 

(28 a 78) 

Período 3 

(79 a 111) 

Período 4 

(112 a 138) 

Período 5 

(139 a 156) 

Período 6 

(157 a 180) 

Tempo (d)  27 51 33 27 18 24 

TRH (h)  5,5 24 24 5,5 5,5 5,5 

n(b)  11 (5) 19 (5) 12 (2) 10 (6) 8 (4) 9 (2) 

[Produto] no reator 

(mg RL/L) 
Teste 50 50 50 50 10 25 

Lote de produto 

(Tabela 2) 
Teste 7 7 7 7 7 7 

[Glicose] no reator 

(mg/L) 
Controle 0 0 228 228 46 114 

DQO alimentação 

(mg/L) 

Controle 

Teste 
878±53 804±52 776±127 951±50 930±56 1032±95 

DQO saída(c) 

(mg/L) 

Controle 

Teste 

109±11 

176±67* 

108±22 

128±21* 

97±14 

118±13* 

101±25 

296±121* 

121±13 

131±16 

138±28 

164±35 

Redução de DQO 

(%) 

Controle 

Teste 

87,6±1,3 

80,0±6,9* 

86,5±3,2 

84,1±2,7* 

87,4±1,5 

84,5±2,2* 

89,3±2,6 

68,7±13,0* 

86,9±2,1 

85,5±2,3 

86,7±2,1 

84,1±3,3 

pH alimentação 
Controle 

Teste 
6,6±0,1 6,8±0,3 6,7±0,2 6,7±0,2 6,7±0,1 6,5±0,2 

pH saída(c) 
Controle 

Teste 

8,2±0,1 

8,0±0,1* 

8,1±0,4 

8,0±0,5 

8,2±0,5 

8,1±0,3 

8,0±0,3 

7,6±0,2* 

8,7±0,5 

8,3±0,8 

7,9±0,4 

7,8±0,3 

SST (mg/L) 
Controle 

Teste 

1343±104 

2381±412* 

1114±275 

1789±460* 

1584±288 

1272±68* 

2725±293 

1290±239* 

2561±270 

1787±98* 

2391±170 

1968±245* 

SSV (mg/L) 
Controle 

Teste 

1174±126 

2128±410* 

990±280 

1641±427* 

1449±249 

1161±69* 

2546±277 

1206±232* 

2341±228 

1662±130* 

2240±173 

1838±211* 

SSV/SST 
Controle 

Teste 

0,87±0,04 

0,89±0,03 

0,88±0,11 

0,92±0,03 

0,92±0,03 

0,91±0,02 

0,93±0,02 

0,93±0,04 

0,92±0,04 

0,93±0,03 

0,94±0,02 

0,94±0,02 

IVL (mL/g) 
Controle 

Teste 

50±5 

53±10 

43±10 

60±11* 

57±19 

32±22 

92±27 

50±22* 

78±12 

106±9* 

78±1 

69±1* 
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Tabela 31 – Efeito do ramnolipídeo em sistema de lodos ativados bateladas sequenciais de bancada operando sob diferentes condições de operação com 

efluente de refinaria de petróleo (cont). 

 

Parâmetro Condição 
Período 1 

(1 a 27)(a) 

Período 2 

(28 a 78) 

Período 3 

(79 a 111) 

Período 4 

(112 a 138) 

Período 5 

(139 a 156) 

Período 6 

(157 a 180) 

Produto/Biomassa 

(mg RL/g SST) 
Teste 22±4,7 30±7,6 39±2,1 40±6,6 5,6±0,32 13±1,7 

Descarte de lodo 

(mg SST/d) 

Controle 

Teste 

34±3 

60±10* 

28±7 

45±12* 

40±7 

32±2* 

68±7 

32±6* 

64±7 

45±2* 

60±4 

49±6* 

Redução no descarte (%) Teste -77* -61* 20* 53* 30* 18* 

Fonte: elaboração própria. Operação: TRH 5,5 h (reciclo 1) ou TRH 24 h (sem reciclo), TRS 20 d. (a)Tempo de operação no período, em dias. (b)Número de 

pontos do período. Valores entre parênteses correspondem ao IVL. (c)Amostra de licor misto centrifugada (2069 g, 10 min). *Valores estatisticamente diferentes 

do Controle (teste t, α 0,05). 
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Apêndice D – Resultados da operação de RBS de bancada (Operação 4, item 6) 

 

Nesta etapa, o efeito de dois lotes de biossurfactante do tipo ramnolipídeo produzido em 

laboratório foi avaliado. Ambos os lotes foram produzidos simultaneamente, um em frascos 

agitados (lote 10) e outro em fermentador de bancada (lote 11). Na produção de RL em 

fermentador, houve problemas na aeração do sistema, fazendo com que as cinéticas de produção 

fossem diferentes, conforme apresentado na Figura 26. 

Figura 26 – Cinética de produção de biomassa e RL nas fermentações de produção dos lotes 10 e 11. 

 

 

Fonte: elaboração própria. Pontos cheios (●) representam dados obtidos em frascos agitados com o lote 

10 e pontos vazados (○), dados obtidos em fermentador de bancada com o lote 11. 

Após a partida dos 3 biorreatores, nenhum produto foi adicionado por 34 dias. Este período de 

adaptação foi suficiente para atingir estabilidade na redução de DQO e na concentração de 

sólidos em todos os biorreatores (Controle, Testelote10 e Testelote11). Após esse tempo, os 
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biorreatores Teste tiveram adição intermitente de 50 mg RL/L por 10 dias. A formação de 

espuma era muito intensa, mesmo com aeração reduzida. Com isso, a redução de DQO nos 

biorreatores Teste atingiu valores tão baixos quanto 18%. 

Conforme mencionado no item 6.3, a mudança no método de quantificação de ramnose é um 

fator importante a ser considerado. Como a quantificação dos lotes 10 e 11 foi feita por HPLC, 

a concentração de 50 mg RL/L provavelmente era maior que a necessária para a reprodução 

dos resultados obtidos no item 5. Por isso, foram avaliados 2 períodos de operação, com adição 

de 10 e 25 mg RL/L, mantendo-se todas as outras condições de operação (alimentação com 

efluente real, TRH 5,5 h, duas trocas diárias de meio, e TRS 20 d). 

O período de adição intermitente de RL alterou a concentração de biomassa nos sistemas. No 

1º dia de operação do período de interesse (10 mg RL/L), as concentrações de SST no Controle, 

Testelote10 e Testelote11 eram, respectivamente, 2272, 1684 e 1656 mg/L. Ou seja, os biorreatores 

Teste partiram de concentrações 25-27% mais baixas que o Controle. Para que a análise pudesse 

ser feita diretamente pela concentração de SST e pelo descarte de lodo, sem ter que considerar 

as taxas de crescimento da biomassa em cada reator, os valores de SST foram modificados para 

partir do mesmo valor que o Controle (2272 mg SST/L). Os principais resultados desta operação 

encontram-se na Figura 27 e Tabela 32. 

Apesar de o teste t indicar prejuízo na redução de DQO no Período 2, quando se calcula a 

eficiência considerando a DQO do produto adicionado (Equação (15)), tal prejuízo não é 

observado. No Período 1, tem-se 51,5% de eficiência de remoção de DQO para o Controle e 

63,5% para o Testelote11. Já no Período 2, tem-se 53,0% para o Controle, 58,0% para o Testelote10, 

e 74,6% para o Testelote11. Desta forma, o produto também não reduziu a eficiência do sistema, 

apesar de a DQO final nos reatores Teste ter sido maior que no Controle. 

Ambos os lotes de produto avaliados nessa etapa induziram o descarte de lodo, com valores até 

85% maiores que no Controle. Isso pode ter ocorrido devido às diferenças observadas nas 

fermentações de produção do biossurfactante, conforme apresentado no item 3. Tanto que no 

Período 2 a adição de 25 mg RL/L de diferentes lotes, levou a resultados bem distintos. Além 

da formação de diferentes proporções de congêneres, como o produto não foi purificado, a 

matéria orgânica residual também pode ter influenciado os resultados obtidos. 
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Figura 27 – Efeito do ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bateladas sequenciais de bancada 

sob diferentes condições de operação com efluente de refinaria de petróleo. 
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Figura 27 – Efeito do ramnolipídeo em sistema de lodos ativados de bateladas sequenciais de bancada 

sob diferentes condições de operação com efluente de refinaria de petróleo (cont.). 

 

 

 

Fonte: elaboração própria. Pontos azuis ( ) representam dados do biorreator Controle e pontos 

vermelhos ( ), dados dos biorreatores Teste. A linha cheia ( ) representa os valores médios da relação 

produto/biomassa de cada período. Linhas pontilhadas ( ) na vertical representam diferentes períodos 

de operação, baseados em mg RL/L. Período 1: 10 mg RL/L. Período 2: 25 mg RL/L. 
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Tabela 32 – Adição de RL em sistema de lodos ativados de bancada operando em bateladas 

sequenciais com efluente de refinaria de petróleo. 

Parâmetro Condição 
Período 1 

(1 a 24)(a) 

Período 2 

(25 a 50) 

Tempo (d)  24 26 

n(b)  11 (5) 10 (2) 

[Produto] no reator 

(mg RL/L) 

Testelote10 

Testelote11 
10 25 

Lote de produto (Tabela 2) 
Testelote10 

Testelote11 

10 

11 

10 

11 

DQO alimentação (mg/L) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

936 ± 42 1032 ± 95 

DQO saída(c)(mg/L) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

118 ± 23 

161 ± 96 

140 ± 25* 

126 ± 20 

150 ± 26* 

157 ± 13* 

Redução de DQO(%) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

87,4 ± 2,8 

82,9 ± 10,0 

85,0 ± 2,8 

87,7 ± 2,0 

85,5 ± 1,8* 

84,7 ± 1,6* 

pH alimentação 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

6,7 ± 0,1 6,5 ± 0,2 

pH saída(c) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

8,3 ± 0,6 

8,3 ± 0,6 

8,1 ± 0,5 

8,0 ± 0,5 

7,7 ± 0,5 

7,5 ± 0,5 

SST(d) (mg/L) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

2305 ± 101 

2406 ± 195 

3040 ± 385* 

1842 ± 105 

2154 ± 327* 

3411 ± 444* 

SSV(d) (mg/L) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

1969 ± 80 

2063 ± 206 

2685 ± 428* 

1666 ± 97 

1998 ± 309* 

3127 ± 401* 

SSV/SST 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

0,85 ± 0,03 

0,86 ± 0,03 

0,88 ± 0,04 

0,90 ± 0,03 

0,93 ± 0,02 

0,92 ± 0,02 

IVL (mL/g) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

106 ± 17 

90 ± 32 

94 ± 7 

91 ± 3 

50 ± 1* 

64 ± 6* 

Produto/Biomassa 

(mg RL/g SST) 

Testelote10 

Testelote11 

5,7 ± 0,5 

4,5 ± 0,6 

16 ± 2,9 

10 ± 1,4 

Descarte de lodo(d) 

(mg SST/d) 

Controle 

Testelote10 

Testelote11 

58 ± 3 

60 ± 5 

76 ± 10* 

46 ± 3 

54 ± 8* 

85 ± 11* 

Redução no descarte (%) 
Testelote10 

Testelote11 

-4 

-32* 

-17* 

-85* 

Fonte: elaboração própria. Operação: TRH 5,5 h, TRS 20 d. (a)Tempo de operação no período, em dias. 
(b)Número de pontos no período. Valores entre parênteses correspondem ao IVL. (c)Amostra de licor 

misto centrifugada (2069 g, 10 min). (d)Valores dos Testes foram modificados para que partissem do 

mesmo valor inicial de SST que o Controle. *Valores estatisticamente diferentes do Controle (teste t, α 

0,05). 

 


