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RESUMO

ORTIZ, J. H. Aplicacbes de bactérias redutoras de ferro. 2018. 128 f. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo
Paulo, S&o Paulo, SP, 2018.

O ferro é um importante elemento em reagdes cataliticas no meio ambiente, pois possui
a capacidade de ser reduzido ou oxidado. Duas espécies de ferro solivel podem estar
presentes em amostras ambientais, o Fe (1) e o Fe (111). Métodos analiticos capazes de
diferenciar e quantificar estas duas espécies de ferro sdo muito importantes para a
compreensdo dos processos metabdlicos dos diversos microrganismos, e tambem para
entender a atuacdo destes microrganismos na remobilizacdo do coagulante utilizado em
estacdes de tratamento de esgotos (ETES), nas quais € possivel utilizar como coagulante
o0 FeCls;. Porém ndo ha trabalhos publicados que recuperam o ferro coagulado utilizando
bactérias redutoras de ferro. Os objetivos deste trabalho sdo: 1) avaliar o método
colorimétrico de fenantrolina para quantificacdo de Fe (I1) e os principais interferentes
nessas analises; e 2) avaliar o potencial do Fe (Il) gerado via metabolismo das bactérias
redutoras de ferro como coagulante de matéria organica e inorgénica de aguas
residuérias. Os resultados para 0 método colorimétrico de fenantrolina sdo confiaveis
somente para leituras de amostras que contenham Fe (II), mas ndo diferencia e
quantifica corretamente espécies de Fe (I11) em todos os valores de pH. A separacao das
diferentes espécies de ferro foi feita utilizando membrana de acetato de celulose com
porosidade de 0,2 um e ajustando o valor do pH para valores entre 4 e 5. Para obtencgéo
das concentracbes de Fe (Il) e Fe (Ill), é necesséario realizar a leitura em amostras
filtradas e néo filtradas, pois o Fe (Il) passa pela membrana e o Fe (I1I) fica retido.
Desta forma, é possivel realizar a distin¢do das espécies de ferro, e em seguida realizar a
quantificacdo com testes colorimétricos, seja em campo ou em laboratério. A
diferenciacdo das espécies de ferro se mostrou importante para quantificar corretamente
o Fe (I11) e o Fe (I1) durante o tratamento de aguas residuarias utilizando Fe (111) como
coagulante na forma de FeCls. Na comparagdo com a recuperacao &cida, a biologica se
mostrou mais eficiente por ndo apresentar metais pesados remobilizados na fracao
liquida, recuperando 58% do ferro quando adicionado o glicerol como fonte de carbono.
Durante a remobilizacdo do ferro houve a producdo do metano, gas de interesse
econémico. A escolha do coagulante e da concentracdo foi determinada pela remogéo
da turbidez, sendo o melhor coagulante para agua residuaria do CRUSP o FeCl; na
concentracdo de 60 mg/ L de Fe, pois removeu 99% da turbidez, 98% do fosfato, 85%
dos carboidratos e 100% de proteinas presentes na agua residuaria. Aplicando-se o
coagulante remobilizado (400 mg/L), foi possivel remover 85% da turbidez. O ferro
recuperado servird novamente como coagulante, favorecendo a redugédo dos custos com
o tratamento de agua residuaria.

Palavras-chave: Bactérias redutoras de ferro. Remobilizacdo do coagulante.
Fenantrolina. ETE. CEPT.



ABSTRACT

ORTIZ, J. H. Applications of iron-bearing bacteria. 2018. 128 f. Thesis (Doctorate in
Microbiology) - Institute of Biomedical Sciences, University of S&o Paulo, S&o Paulo,
SP, 2018.

Iron is an important element in catalytical action in the environment as it has an ability
to be filtered or oxidized. Soluble iron species may be present in environmental
samples, Fe (II) and Fe (llIl). Analytical methods capable of differentiating and
quantifying these two iron species are very important for the remobilization of
coagulation in sewage treatment plants (ETEs), in which FeCl; can be used as a
coagulant. It is not a job that recovers coagulated iron with iron reducing units. The
objectives of this work are: 1) to evaluate the colorimetric method of phenanthroline for
quantification of Fe (Il) and the main interferents in these analyzes; and 2) to evaluate
the potential of Fe (1) through the metabolism of iron-reducing bacteria as a coagulant
of organic and inorganic wastewater. The results for the colorimetric method of
phenanthroline are only for the readings of samples containing Fe (Il), but do not
differentiate and quantify the Fe (111) species at all pH values. The separation of the fish
fiber species was left to the cellulose acetate test with the porosity of 0.2 um and
adjusting the pH value to values between 4 and 5. For the concentration of Fe (Il) and
Fe (I11), it is necessary to read in filtered and unfiltered samples, as Fe (1) passes
through the membrane and Fe (111) is retained. In this way, it is possible to perform an
analysis of the iron species, and then perform quantification with colorimetric tests,
either in the field or in the laboratory. Differentiation of iron species has become
important in correctly quantifying Fe (I111) and Fe (11) during wastewater treatment using
Fe (I1l) as a coagulant in the form of FeCls. In comparison with an acid replica, a
biological recovery is done through large amounts of remobilized in the liquid fraction,
recovering 58% of the iron when the glycerol as carbon source. During the
remobilization of the iron there was a production of methane, gas of economic interest.
The choice of the coagulant and the capacity was determined by the removal of the
turbidity, being the best coagulant for the residual water of the CRUSP the FeCls in the
concentration of 60 mg/L of Fe, since it removed 99% of the turbidity, 98% of the
phosphate, 85% of carbohydrates and 100% of proteins present in the wastewater.
Applying the remobilized coagulant (400 mg/L), it was 85% turbidity remover. The
recovered iron will again serve as a coagulant, favoring the reduction of costs with the
treatment of wastewater.

Keywords: Iron reducing bacteria. Coagulant re-mobilization. Phenantroline. ETE.
CEPT.
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1 INTRODUCAO GERAL

O ferro é um dos elementos mais abundantes da terra. Sua extracdo na natureza é
sob a forma de minério de ferro, e este, por sua vez € o metal mais utilizado (com 95%
em peso da producdo mundial de metal), devido ao seu baixo preco e dureza torna-se
indispensavel sua utilizagdo em automoveis, barcos e componentes estruturais de
edificios. Os principais tipos de minério de ferro sdo a hematita (Fe,Os3), a magnetita
(FesO4), a limonita (Fe,03.H,0), a siderita (FeCOj3), a pirita (FeSy) e a ilmenita
(FeTiO3).

O ferro € abundante no subsolo, sendo potencialmente o maior aceptor de
elétrons no local. A redugdo de ferro em ambientes naturais € predominantemente
catalisada por bactérias redutoras de ferro dissimilatérias (BRFD). Desta forma, a
reducdo do ferro deve ser uma caracteristica comum compartilhada por uma grande
diversidade de microrganismos (ROLING et al., 2003). Essas bactérias sdo capazes de
reduzir o ferro férrico (ferro 111) utilizando-o como aceptor de elétrons acoplado com a
oxidacdo da matéria organica ou H; e obter energia para a manutengdo e crescimento
(FREDRICKSON e GORBY 1996; SCALA et al. 2006). A reducdo de ferro
dissimilatéria é importante no processo de degradacdo de matéria organica de
ocorréncia natural em sedimentos aquaticos, bem como a de contaminantes nos
aquiferos poluidos (LOVLEY, 1991, 1994).

1.1 Reducéo dissimilatoria do ferro

Por ser um dos elementos mais abundantes na crosta terrestre, o ferro é o aceptor
de elétrons mais disponivel. O uso de metais como aceptor final de elétrons é conhecido
como “reducédo dissimilatoria do metal”. A redugdo de ferro em ambientes naturais é
predominantemente catalisada por bactérias (ROLING et al., 2003). Estas bactérias séo
capazes de reduzir o ferro férrico (Fe IllI) utilizando-o como aceptor final de elétrons
acoplado com a oxidagdo da matéria organica ou H, e obter energia para a manutencao
e crescimento (FREDRICKSON e GORBY, 1996; SCALA et al., 2006).

Devido a insolubilidade do Fe (IIl) em pH neutro, por muito tempo, a rota
abiotica foi considerada a principal e até mesmo a Unica forma de reduzir Fe (I11), pois

acreditava-se que o ferro so estaria biodisponivel se estivesse solivel (LOVLEY, 1991).
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Os principais responsaveis pela reducdo do ferro no ciclo biogeoquimico séo os
microrganismos (Figura 1). Esta reducdo ocorre extracelularmente, isto é, os elétrons
derivados da oxidacdo dos doadores de elétrons sdo transferidos até a superficie externa da

celula para reduzir o aceptor de elétron terminal (substrato insoltvel) (LOVLEY, 2008).

Figural - Ciclo biogeoquimico do ferro.

At. ferrooxidans

L. ferrooxidans
Adicimicrobium spp.
Ferromicrobium spp.

r

Fe2

Aerobio

Anaerdbio Fe3* + 3H,0 (—; Fe(OH); + 3H*
F8203
(Precipita)

(CH,0)N
: o,

Fonte: CASTRO et al., 2013.

A respiracdo microbiana utilizando o 6xido de Fe (I11) como aceptor final de
elétrons € reconhecida como um importante processo em ambientes anaerobios (LUU e
RAMSAY, 2003). Esta respiracdo é¢ mais favoravel energeticamente do que a de outros
aceptores finais de elétrons, por exemplo, a produgéo de energia utilizando o ion ferro
como aceptor final é mais favoravel do que o ion sulfato (LOVLEY et al., 1989).

A interacdo entre microrganismo e o ferro ocorre de varias maneiras, com ou
sem especificidade, mas geralmente é espécie-especifica (LEDIN, 2000; NEWMAN e
BANDIELD, 2002; MACALADY e BANDIELD, 2003). Os mecanismos de
transferéncia de elétrons pelos quais os microrganismos respiram extracelularmente
ainda sdo pouco compreendidos (LEANG et al., 2005; GRALNICK e NEWMAN,
2007; SHI et al., 2007). Alguns dos mecanismos de transferéncias de elétrons propostos

sdo: o contato direto entre a célula e o substrato; a formacéo de uma ponte entre a célula
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e 0 substrato, por meio de pili; e a liberacdo de uma pequena molécula (quelante) ou

carreador de elétrons (Figura 2).

Figura 2 — Representacdo esquematica de respiracdo extracelular.

A Fe (II) B
Fe (II)
Bactéria .
e \/\/@ctéria )
carregador
c Fe (1D D oxi(;‘ado
o O
quelante
Bactéria ) Bactéria )
o @ —
carregador
reduzido Fe (I)

Fonte: GRALNICK e NEWMAN, 2007. adaptado por SILVA, 2009.

Legenda: O substrato Fe (I11), nestas figuras, é representado como um retangulo e o seu produto
reduzido, (Fe I), como um circulo (0). Em A, célula em contato direto com o substrato. B, um
apéndice celular (pili) forma uma ponte entre a célula e o substrato. C e D: a célula libera uma
pequena molécula (quelante, C) ou carreador de elétrons (D).

A capacidade dissimilatéria do ferro ja foi descrita em diversos microrganismos
(desde psicrofilicos, mesofilicos até hipertermofilicos), dos dominios Archaea e
Bacteria (LIU et al.,, 1997, SLOBODKIN et al., 1999; HEAD et al., 2003;
HAMAMURA et al., 2006; WEBER et al., 2006). Além do ferro, alguns destes
organismos podem reduzir outros metais, como cobalto, vanadio, uranio e manganés
(MARSHALL et al.,, 2006) e uma grande variedade de substratos orgénicos e
inorganicos, incluindo fumarato, nitrato, nitrito e tiossulfato.

A reducdo de ferro (1) para o ferro (Il) esta intimamente relacionada com o
crescimento bacteriano em muitos ambientes anaerdbios, onde na auséncia de ferro (I11)
ndo foi observado crescimento. Muitas bactérias anaerdbias redutoras de ferro (I11)
podem utilizar o nitrato com um aceptor final de elétrons. Organismos que utilizam o
ferro (111) como aceptor final de elétrons vém sendo utilizados em estudos de corroséo
(VIDELA e HERRERA, 2009).

1.2 Bactérias redutoras de ferro

De todas as cepas identificadas como bactérias redutoras de ferro, as mais
estudadas sdo Geobacter e Shewanella spp. (LOVLEY et al., 2004; WANG et al.
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2009). A bactéria Geobacter metallireducens GS 15 foi isolada pela primeira vez em
sedimento aquatico por Lovley em 1987. As bactérias do género Geobacter sdo
encontradas em ambientes de sedimento andxico e podem reduzir o Fe (111) acoplado
com a oxidacdo de &cidos graxos de cadeia curta, alcodis, compostos monoaromaticos e
hidrogénio (LOVLEY et al., 1993, 2004; NEVIN et al., 2005). Ja todas as bactérias do
género Shewanella sdo Gram-negativas e apresentam mobilidade por causa da presenca
de flagelo. A espécie Shewanella putrefaciens MR-1, CN32 e SP200 € anaertbia
facultativa, portanto, pode crescer na presenca ou auséncia do oxigénio (PICARDAL et
al., 1995; LIU et al., 2001; LOVLEY et al., 2004). A bactéria Shewanella putrefaciens
MR-1 é encontrada em solos, sedimentos e ambientes aquaticos (aguas doces e
salgadas), e tem capacidade para conservar energia para o crescimento utilizando
oxigénio ou Fe (I11) como aceptor final de elétrons (LOWER et al., 2001). Alguns
ambientes aquaticos, sedimentos e solos, sdo ricos em manganés e 6xidos de ferro, e a
S. oneidensis pode contribuir para a solubilizagdo redutora dos metais presentes
(MYERS e MYERS, 2003).

A bactéria Ferribacterium limneticumfoi isolada de uma area de mineracao. Essa
bactéria possui capacidade de reduzir o Fe (I1l) utilizando como doador de elétron o
acetato e como aceptor final de elétrons o oxihidréxido de Fe (111) (CUMMINGS et al.,
1999). Bactérias acidofilicas como a Acidithiobacillus ferrooxidans podem obter
energia através da oxidacdo do Fe (Il) para o Fe (Il1) em ambientes aerdbios ou da
reducdo do ferro férrico usando o enxofre como doador de elétrons em ambientes
anaerobios (OHMURA et al., 2002).

A bactéria Shewanella putrefaciens foi descrita como redutora de jarosita
(minério de ferro), e com adicao de antraquinona-2,6-disulfonato (AQDS) o processo de
reducdo do ferro acontece em intervalo menor de tempo (CASTRO et al., 2013). De
acordo com Lovley e colaboradores (2004) os géneros Desulfovibrio. eVibrio sdo
redutoras de Fe (IIl).Alguns terméfilos ferro-oxidantes tais como Sulfobacillus sp.,
Acidimicrobium sp. e Thermoterrabacterium ferrireducens também podem reduzir o Fe
(111) de minerais utilizando o glicerol como doador de elétrons sob condi¢fes limitadas
de oxigénio (BRIDGE e JOHNSON 1998; SLOBODKIN, 2005).

Algumas bactérias redutoras de ferro foram isoladas de solo de cultivo de arroz,
identificadas como Paenibacillus spp., Clostridum spp., Solibacillus spp., Lysinibacillus

spp., Bacillus spp. (microaerofilicas), Azotobacterspp., Pseudomonasspp. foram
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enriquecidas com diferentes fontes de carbono (glicose, piruvato, lactato e acetato) (Y|
etal., 2012).

Diferentes doadores de elétrons podem ser utilizados por estas bactérias,
incluindo compostos organicos, substancias fermentaveis (glicose, aminoacidos e etc.),
compostos aromaticos (tolueno, benzeno), acidos graxos de cadeia curta ou longa,
acetato, hidrogénio, contaminantes organicos, entre outros. A escolha do doador de
elétrons depende principalmente do tipo de bactéria, das condi¢cdes do ambiente e de
outros fatores (CASTRO et al., 2013).

King e Garey (1999) sugeriram que as bactérias redutoras de ferro presentes em
rizomas de macrdéfitas aquaticas, reduzem os acidos humicos (compostos organicos
naturalmente encontrados em solos, sedimentos e na agua resultante da transformagao
de residuos vegetais) e limitam a disponibilidade de matéria organica para outros

microrganismos heterotréficos tanto na rizosfera quanto no sedimento.
1.3 Aplicacgdes de bactérias redutoras de ferro

Microrganismos redutores de ferro possuem grande potencial para aplicacdo
biotecnoldgica na biorremediacdo. A utilizacdo de processos bioldgicos aplicados a
recuperacdo ou remediacdo de areas contaminadas € denominada de biorremediacao
(COOKSON, 1995; ROSA, 2001). Essa tecnologia utiliza microrganismos para a
degradacdo de varias substancias quimicas toxicas ou pouco tdxicas, a niveis aceitaveis
do contaminante no ambiente como solo, 4gua ou ar (TIBURTIUS et al., 2004).
Microrganismos capazes de reduzir Fe (III) e crescer na presenca dos diversos
hidrocarbonetos constituintes do petréleo podem ser Uteis neste processo de
biorremediacdo (SILVA et al., 2007).0 aumento na concentracdo de Fe (1) no meio €
um forte indicativo da degradacéo dos contaminantes (MAZZUCO, 2004).

Em pH neutro, alguns microrganismos podem utilizar o Fe (I11) (E° = 0,20 V)
como aceptor final de elétrons durante a degradagdo do benzeno, tolueno, etil-benzeno e
xilenos, porém somente na auséncia de oxigénio (E° = 0,82 V)ou nitrato (E® = 0,42 V)
(DETHLEFSEN et al., 2004) (Obs.: maiores valores de E® indicam um maior potencial
da substancia de receber elétrons — potencial padréo de reducao). No entanto, em meio
acido, esses mesmos microrganismos podem utilizar o Fe (I111) como aceptor final de
elétrons ao invés do nitrato, pois em pH &cido (pH~2) o E° do Fe (I11) é de 0,76 V
(Figura 3).
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Figura 3 — Potencial padrao de 6xido-reducéo (EP).
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Fonte: MADIGAN et al., 2004.

Os valores de E° mais positivos correspondem aos pares redox de maior
potencial oxidante.

Um dos principais problemas ambientais dos ecossistemas aquéticos é o
processo de eutrofizacao, causado pelo enriquecimento de nutrientes nos corpos d’agua,
principalmente nitrogénio e fosforo, provocando o crescimento acelerado de algas. Com
0 aumento da biomassa, 0 oxigénio dissolvido diminui, causando a morte e
consequentemente a decomposicdo de muitos organismos, reduzindo a qualidade da
adgua (WITHERS et al. 2011), portanto a remogdo do fosfato é extremamente
importante. As bactérias redutoras de ferro podem ser utilizadas para remover o fosfato
de aguas residudrias, pois oxidam a matéria organica em condi¢cdes anaerobias e
utilizam o Fe (I11) como aceptor final de elétrons, liberando o Fe (I1) para o meio, o qual
se liga e precipita o fosfato (IVANOV et al., 2005).

Segundo Ivanov e colaboradores (2009) uma aplicacdo de bactérias redutoras de
ferro é na precipitagdo de fosfato em agua residuéria. Trata-se de uma tecnologia
inovadora, pois diminui drasticamente os gastos com coagulantes, substituindo estes por
Fe (I1) produzido pelas bactérias, que utilizam o minério de ferro como aceptor final de
elétrons ou que atuem reciclando o Fe (111) contido no coagulante para tratar efluentes.

Outra aplicacdo de bactérias redutoras de ferro, descoberta neste trabalho, € no
tratamento de esgoto, por meio de remobilizagdo do ferro utilizado como coagulante. E

uma aplicagdo muito vantajosa, devido a viabilidade econémica.
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1.4 Tratamento de agua residuaria

Segundo IBGE no ano de 2008 apenas 55,1% dos municipios brasileiros
possuiam rede coletora de esgoto (dgua residuaria). Em muitos estados a taxa de
tratamento de esgoto coletado passa de 70%, destacando-se Roraima, Rio de Janeiro,
Parana e Distrito Federal. Porém, sabe-se que ainda falta muito para alcancar 100% e
um dos principais problemas que colaboram para a falta deste tratamento em diversos
municipios é o custo.

Para atender todos os municipios, o Instituto Trata Brasil acredita que seja
necessario um investimento de R$ 303 bilhGes em 20 anos para a universalizacdo da
agua e esgoto. Os estados que tiveram maiores investimentos em saneamento basico
(tratamento de &gua e esgoto) foram S&o Paulo, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro e
Bahia e os menores investimentos no Amazonas, Acre, Amap4, Alagoas e Rondonia.

O custo do tratamento do esgoto ira depender da composicdo do efluente e o
nivel do tratamento necessario para atender as caracteristicas de langcamento diretamente
ou indiretamente no corpo d’agua, conforme a Resolugdo CONAMA 430/2011.

O tratamento do efluente € dividido em tratamento primario, secundario e
terciario. Destaca-se o tratamento terciario devido a rapidez do tratamento que se baseia
no processo fisico-quimico, no qual uma substancia quimica chamada de coagulante
ajuda na formagcéo de flocos de particulas suspensas presentes no esgoto. Existem varios
coagulantes no mercado, mas os mais utilizados séo os sais de aluminio e ferro.

A coagulacdo quimica é o processo de desestabilizacdo das particulas coloidais
em meio aquoso. Estes coloides, na auséncia do coagulante, possuem propriedades
elétricas que resultam em uma forca de repulsdo entre eles, a qual impede a
aglomeracdo e a sedimentacdo. O papel do coagulante é desestabilizar a suspenséo
coloidal reduzindo todas as forcas repulsivas, desse modo baixando a barreira
energética, permitindo que as particulas colidam e se agreguem (TCHOBANOGLOUS
et al., 1991). Dessa forma, facilitam a remocdo destas impurezas em meio aquoso. As
impurezas ficam separadas no fundo dos decantadores e sdo chamadas de lodos. Sabe-se
que a adicdo de coagulantes aumenta significativamente a quantidade de lodos nos
decantadores e o0 custo do tratamento.

Uma alternativa para reduzir os custos do tratamento de esgotos é a recuperacdo
do coagulante, ou seja, retira-lo do lodo antes de ser descartado. Existem muitos

trabalhos que recuperam o coagulante por meio da utilizacdo de compostos &cidos,
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basicos, solventes organicos e quelantes (DANDOLINI, 2014, GUIMARAES, 2005,
OKUDA et al., 2014; YANG et al., 2014).

A busca de solugdes economicamente vidveis e ambientalmente vantajosas para
o tratamento e disposicdo final de lodos ETESs, continua sendo um grande desafio em
todos os paises, principalmente no Brasil. Diferentes alternativas de uso benéfico do
lodo tém sido adotados nos paises do hemisfério norte e, além de vantagens

econbmicas, vém transformando, em larga escala, residuos em recursos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é avaliar as possiveis aplicagdes biotecnoldgicas
de bactérias redutoras de ferro.
Os objetivos especificos deste trabalho séo:
v/ Avaliar o método colorimétrico de fenantrolina para quantificacdo de Fe (I1)
e os principais interferentes nessas analises - Capitulo 1;
v/ Avaliar o potencial do Fe (Il) gerado via metabolismo das bactérias
redutoras de ferro, como coagulante de matéria organica e inorganica de

aguas residuarias - Capitulo 2.
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3 CAPITULO1

3.1 INTRODUCAO

O ferro é um importante elemento em reag6es cataliticas no meio ambiente, pois
possui a capacidade de ser reduzido ou oxidado.

Duas espécies de ferro sollvel podem estar presentes em amostras ambientais, 0
Fe (I1) e o Fe (I11).

e O Fe (Il é a espécie mais oxidada, comum em ambientes que possuem altas
concentragdes de oxigénio. A presenca desta espécie indica que o ambiente
provavelmente é aerébio e que os microrganismos estdo utilizando o ferro
como doador de elétrons. Segundo Pourbaix, o Fe (I11) é solGvel apenas entre
pHdeOa 2.

e O Fe (Il) é a espécie encontrada em ambientes anaerobios e € instavel em
ambientes contendo oxigénio, o qual oxida rapidamente. A presenca desta
espécie indica que o ambiente € livre de oxigénio e que microrganismos estdo
utilizando o ferro como aceptor final de elétrons. Segundo Pourbaix a espécie

de Fe (Il) é mais soluvel em pH de 0 a 10.

Nesta tese a importancia da diferenciacdo das espécies de ferro é devido a
reducdo do Fe (I11) por bactérias redutoras de ferro, que atuam remobilizando o ferro,
utilizado como coagulante na forma de FeCls, convertendo para Fe (I1). A espécie Fe
(I) é mais soltvel, o que facilita a sua recuperacdo na fragdo liquida. O ferro
recuperado servird novamente como coagulante.

Técnicas colorimétricas sdo frequentemente utilizadas na analise de ferro
principalmente pela facilidade de sua aplicagcdo em campo por meio de kits. Dentre estas
técnicas existem atualmente os métodos de ferrozina e fenantrolina para determinar
concentragbes de ferro total e ferro ferroso em estudos geomicrobioldgicos
(BRAUNSCHWEIG et al., 2012). Ensaios baseados em tiocianato permitem determinar
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somente Fe (Il1). Dentre estes métodos, o mais utilizado é o método de fenantrolina,
descrito no Standard Methods (2012).

3.1.1 Quantificacdo de Fe (I1) pelo método de fenantrolina — Segundo Standard
Methods

O método da fenantrolina é uma metodologia amplamente adotada por
pesquisadores para quantificar o ion Fe (II) (EISELE, 2005; IVANOQV et al., 2009;
GOU et al, 2010; NOUREDDINE et al., 2011; XU et al., 2014). Segundo
Braunschweig e colaboradores (2012) o método de fenantrolina é mais preciso quando
comparado com o da ferrozina, na analise de ferro ferroso e ferro total durante o
crescimento bacteriano.

A fenantrolina é um composto organico heterociclico com a férmula molecular
Ci12HgN; e nome IUPAC 1,10-fenantrolina (Figura 24). Este composto e toxico e
perigoso para o meio ambiente, sendo muito utilizado como agente quelante para ions
metalicos, como ferro, niquel, prata e outros.

A determinacdo do Fe (II) pelo método de fenantrolina é realizada por
espectrofotometria, na qual o ferro solivel € quelado por trés moléculas de 1,10-
fenantrolina para formar um complexo alaranjado de intensidade de cor proporcional a
concentragdo de ferro. E uma metodologia colorimétrica que obedece & lei de Beer, na
faixa de pH entre 3 e 9.Este método é mais especifico do que a absor¢do atémica
(STANDARD METHODS, 2012), apesar da necessidade de cuidados especiais no
momento da coleta, pois o Fe (1) é oxidado rapidamente na presenca de oxigénio,
transformando-se em Fe (l1I). Uma forma de prevenir a sua oxidacdo é purgando
nitrogénio. A luz também interfere na estabilidade do Fe (Il), portanto é necessario
realizar a analise em ambiente escuro.

Segundo o proprio Standard Methods (2012) € possivel separar o ferro soltvel e
o coloidal das demais espécies de ferro em membrana com porosidade 0,45 pum, o que
torna a filtracdo uma das principais formas de diferenciagcdo das espécies de ferro. A
recomendacdo do Standard Methods € que imediatamente apos a filtracdo seja
adicionadol mL de &cido cloridrico (concentrado) a cada 100 mL de amostra. A adi¢éo
do acido permite manter o Fe (11) em solugédo e impede a sua oxidacao.

Como o método de fenantrolina apenas determina o Fe (1), para analise de ferro
total, todo Fe (Ill) presente na amostra deve ser convertido para Fe (lI), utilizando o

cloridrato de hidroxilamina como reagente (Equacéo 1).
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Equacdo 1: 2 NH,OH + 4 Fe ** = N,O + 4 Fe ** + H,0 + 4 H*
Fonte: RAO e SOMIDEVAMMA, 1959.

Interferentes do método de fenantrolina incluem agentes oxidantes como o
cianeto e nitrito, fosfatos (polifosfatos interferem mais do que ortofosfato), cromo,
zinco (na concentracdo 10 vezes maior do que ferro), cobalto e cobre acima de 5 mg/L e
niquel acima de 2 mg/L (STANDARD METHODS, 2012). Segundo o Standard
Methods (2012), o emprego de hidroxilamina em excesso neutraliza as interferéncias
causadas por oxidantes fortes. Outros compostos como bismuto, cadmio, mercurio,
molibdato e prata precipitam a fenantrolina (STANDARD METHODS, 2012).

3.1.2 Kits de Campo

Atualmente existem diversas marcas de kits de campo para anéalises de ferro,
algumas delas sdo: Hexis, Alfakit, Hanna, CHEMetrics. A marca Hexis utiliza a
metodologia da ferrozina, a marca Alfakit utiliza do tiocianato e a Hanna e a
CHEMetrics utilizam a fenantrolina. O kit da marca Hanna ndo faz distincdo das
diferentes espécies de ferro, apenas quantifica o ferro total. A escolha do kit da
CHEMetrics, neste trabalho, deve-se a dois motivos: 1) a metodologia utilizada de
fenantrolina; 2) a capacidade descrita em diferenciar as espécies de Fe.

A CHEMetrics foi fundada em 1969 por Gordon Rampy, para realizar analises
em agua e agua residudria utilizando um dispositivo exclusivo. O diferencial
tecnoldgico dos Kits desta empresa € a capacidade de autoenchimento das ampolas com
0s reagentes. A técnica é inovadora e aumentou muito a simplicidade, a utilidade, a
velocidade e a seguranca dos testes colorimétricos de agua, tanto em laboratério como
em campo.

Existem 7 tipos de Kits visuais, sendo 5 tipos para analises de ferro total e
soltvel e 2 tipos para analise de ferro total e ferro ferroso, todos baseados no método de
fenantrolina, descrito no Standard Methods (APHA, 1997).

Segundo a ficha técnica da CHEMetrics (do kit K-6010), o ferro soltvel consiste
principalmente de ferro ferroso (Fe 1), mas pode conter uma porgdo pequena de ferro
férrico (Fe 111). Em ampolas para analise de ferro soluvel existe a presenca de cloridrato

de hidroxilamina, o qual converte o Fe (I11) para Fe (11). Ja em ampolas para anélise de
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ferro ferroso, ndo ocorre adicdo de cloridrato de hidroxilamina, e, portanto, estas
ampolas ndo permitem quantificacdo do Fe (I11). Em andlises de ferro total € adicionada
uma solucdo de &cido tioglicolico e amoénia na amostra, solucdo esta responsavel por
dissolver particulados de ferro e converter o Fe (l1l) para Fe (Il). Minérios de ferro
como ferrita e magnetita requerem a digestdo acida, segundo instrucdes do Kit da
CHEMetrics, com &cido tioglicdlico e tioglicolato de aménio.

A ficha técnica da empresa recomenda que o pH seja ajustado para valores entre
2 a 7 para diminuir os possiveis interferentes, porém ndo existe a recomendacédo da

filtracdo em membrana.
3.1.3 Uso da fenantrolina para quantificacao de Fe total e Fe (11)

A seguir estdo listados alguns trabalhos que utilizaram a fenantrolina para
quantificacdo do ferro total e Fe (Il), alguns dos quais apresentam possiveis erros de
analise ao utilizar o método para quantificar o Fe (II).

Conforme ja descrito por Lee e Stumm (1960), o Fe (I11) é um interferente em
analises de Fe (lIl), pois causa instabilidade no desenvolvimento de cor, porém esta
informacdo geralmente é desconsiderada em anélises de Fe.

Gjessing (1964) cometeu um erro na analise técnica do método de fenantrolina,
na quantificacdo de Fe (I1) presente em amostras de agua. Pois segundo Shapiro (1966),
a acidificacdo seguida da fervura da amostra causa a redugdo do Fe (l1l) pela matéria
organica da amostra, o que levou a quantificacdo do Fe (I11) como Fe (II). Ou seja, a
matéria organica em meio cido é capaz de atuar como redutora do Fe (111), mesmo que
presente somente em pequenas concentragdes.

Segundo Ghosh e colaboradores (1967) a filtragdo em membrana com
porosidade 0,45 um € essencial para remover os interferentes, como precipitados de Fe
(1) e Fe (111). Estes pesquisadores descreveram que apos a filtracdo a amostra deve ser
acidificada e em seguida o valor de pH ajustado para 4.

Outro trabalho que néo cita a faixa do pH da amostra no momento da coleta e da
analise e do pesquisador lvanov e seus colaboradores (2009), que avaliaram a remogéo
de fosfato de agua residuaria utilizando bactérias presentes em lodo anaerobio e minério
de ferro como aceptor final de elétrons. Para quantificar o Fe (1) total, 2 mL de HCI
foram adicionados a cada 100 mL de amostra logo apds a coleta. Também néo existe a
informacdo se a amostra foi filtrada. A adi¢do do &cido e a falta de filtragdo fizeram

com que o Fe (Il1) presente na amostra tenha sido quantificado como Fe (l1), pois em
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pH acido o Fe (llI) permanece solivel e o reagente cloridrato de hidroxilamina
converte-o para Fe (I1).

Acredita-se que o trabalho do pesquisador Gou e seus colaboradores (2010)
também estejam equivocados, ja que 0s mesmos citam o trabalho do pesquisador Ivanov
como referéncia para as técnicas de diferenciacdo e quantificacdo do Fe. A amostra
denominada controle apresentou um aumento constante nas concentracdes de Fe (II),
atingindo valores proximos aos valores maximos produzidos nos ensaios que continham
bactérias (250 mg/L de Fe II). Acredita-se que este resultado deva-se também a adi¢éo
de &cido e a falta de filtracdo da amostra, 0 que permitiu possivelmente conversao do Fe
(111) para Fe (I1).

Bingjie e colaboradores (2014) também néo citaram o valor de pH no momento
da coleta da amostra, mas realizaram a filtracdo em membrana de 0,22 um apés a
coleta, quantificando em seguida o Fe (I1).

Em seu trabalho, Xu e colaboradores (2014) também adicionaram &cido apés a
extracdo do Fe (II) por meio de filtragio em membrana de 0,45 pm, seguindo as
instrucdes do Standard Methods (2012). Conforme os resultados obtidos nesta pesquisa,
esta porosidade ndo permite separar as diferentes espécies de ferro em todas as faixas de
pH.

Xu descreveu que houve a completa reducdo do Fe (IIl) presente no citrato
férrico por bactérias redutoras de ferro, porém acredita-se ser este um resultado
equivocado, ja que ndo é citado o valor do pH em que foi coletada e filtrada a amostra.
Em pH até 4, o Fe (l11) passa pela membrana com porosidade 0,45 um, e o0 método da
fenantrolina pode ter quantificado o Fe (l11) como Fe (Il), resultado que sera debatido
nesta tese.

Muitos pesquisadores utilizam o método da fenantrolina para quantificar o ion
Fe (11), considerando ser esta a espécie soltvel, e o Fe (Il1) a espécie insoltvel, porém
ndo mediram o pH no momento da coleta. Além disso, assumem que apenas o Fe (II)
atravesse a membrana de 0,45 pm, desconsiderando o valor de pH.

Dada a importancia da quantificacdo correta das especies de ferro presentes em
ambientes em que as bactérias redutoras de ferro atuam, e considerando o risco de
interconversao destas espécies de ferro durante os procedimentos de analise, optou-se
por reavaliar detalhadamente o método da fenantrolina para quantificacdo de espécies

de ferro.
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3.2. Métodos voltamétricos para quantificacao de diferentes espécies de ferro

Além dos métodos colorimétricos para quantificar diferentes espécies de ferro,
existem também as técnicas eletroanaliticas, como a voltametria que é baseada na
intensidade da corrente em funcéo do potencial aplicado. O potencial é aplicado em uma
velocidade constante em fungdo do tempo. O potencial e a corrente sdo registrados
simultaneamente, obtendo-se a curva corrente versus potencial (Figura 4). A curva
sigmoidal é caracteristica de microeletrodos. A diferenca de corrente limite e corrente
residual é proporcional a concentracdo do elemento analisado. O sinal do potencial

indica se a reagdo € de oxidacdo (sinal positivo) ou reducdo (sinal negativo).

Figura4 - Polarograma de microeletrodos.
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Fonte: Adaptado de ALEIXO, 2003.
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3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Quantificacdo de Fe (1) e Fe total por fenantrolina

O metodo da fenantrolina para determinacdo de Fe (11) depende da reacdo da
1,10-fenantrolina com o Fe (Il) para formar um complexo alaranjado de intensidade de
cor proporcional a concentracéo do ferro (APHA, 2012).

A solucéo estoque de ferro com 200 mg/L de Fe (I1) foi preparada adicionando-
se lentamente 20 mL de &cido sulfurico concentrado em 50 mL de &gua ultrapura, e em
seguida foi adicionado e dissolvido 1,404 g de sulfato ferroso amoniacal [Fe
(NH,4)2S04. ¢H20], na mesma solugdo. Gotas de solugdo de permanganato de potassio
0,1 Mforam adicionadas até a solugdo estoque de ferro assumir uma leve coloracéo
rosea, e completou-se o volume para 1000 mL com agua ultrapura. Esta solucéo foi
diluida com agua ultrapura para obter a solugdo-padrédo de 10 mg/L Fe (Il) a partir da
qual foram preparados os padrdes de calibracéo nas concentragdes 1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2;
0,1e 0 ppm.

A solucédo estoque de cloridrato de hidroxilamina (NH,OH.HCI) foi preparada
dissolvendo 10 g do reagente em agua ultrapura. O volume foi completado para 100 mL
em baldo volumétrico apds dissolucdo completa do composto. A solucéo estoque de
acetato de sdédio (CH3;COONa) foi preparada dissolvendo 200 g do reagente em um
volume final de 800 mL de agua ultrapura. A solucdo estoque de fenantrolina foi
preparada dissolvendo 100 mg do reagente em 100 mL de &gua ultrapura, com agitacédo

e aquecimento a 80°C.
3.2.2 Determinacgéo de Ferro total

Acido cloridrico (50%, 4 mL), cloridrato de hidroxilamina (10%, 1 mL), solucio
tampdo acetato de sodio (10 mL) e fenantrolina (5 mL) foram adicionados nesta
sequéncia a 50 mL de amostra sendo o volume final completado com agua ultrapura
para 100 mL. Homogeneizou-se a solucdo e apds 10 minutos foi realizada a leitura da
absorbancia em espectrofotobmetro no comprimento de onda de 510 nm.
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3.2.3 Determinacao de Ferro (1)

Em 50 mL de amostra foi adicionada a seguinte sequéncia de reagentes: 2 mL de
acido cloridrico (50%), 10 mL de solugdo tampédo de acetato de sodio e 20 mL de
fenantrolina, sendo o volume completado para 100 mL com agua ultrapura. A solugédo
foi homogeneizada e apds 10 minutos foi realizada a leitura da absorbancia em

espectrofotometro (510 nm).
3.2.4 Anadlise de ferro com o kit CHEMetrics

Foi utilizado o Kit (CHEMetrics — K-6010) para comparar a quantificacao do Fe
(111) e (1), na concentracdo de 208 mg/L. Estas medi¢bes foram realizadas segundo as
instrucOes do fabricante.

Para andlise de Fe (Il) foram adicionados 25 mL da amostra em um recipiente
plastico do préprio kit. A ampola contendo os reagentes foi introduzida no recipiente
que continha a amostra, e a seguir a ponta da ampola foi quebrada. O vacuo existente
dentro da ampola puxou um volume predeterminado e fez a amostra entrar em contato
com os reagentes. Apos 4 minutos foi realizada a leitura do Fe (Il) utilizando os
comparadores colorimétricos.

Para realizar a quantificacdo do ferro total é necessario reduzir o Fe (I11) para Fe
(11). A reducéo do Fe (l1l) foi realizada adicionando-se cinco gotas de uma mistura de
acido tioglicdlico e ambnia na amostra inicial. O processo descrito acima foi repetido, e

apos 4 minutos foi feita a leitura do ferro total por meio de comparacdes de cores.
3.2.5 Anadlise de ferro com potenciostato

A analise potenciométrica foi realizada com um potenciostato/galvanostato da
marca Autolab e modelo PGSTAT128 (Eco Chemie, Holanda), operado por meio do
software NOVA do laboratorio de sensores eletroquimicos e métodos eletroanaliticos
(LSEME - 1Q - USP). As medicdes foram realizadas com amostras filtradas em
membranas de 0,2 um e dentro de uma célula eletroquimica. Na célula eletroquimica
haviaum eletrodo com fio de prata, com uma camada de AgCl, saturado com KCI e um
eletrodo inerte de platina. Apos a aplicagdo do potencial, mediu-se a corrente obtida do
eletrodo, em ampere (A). A diferenca do tempo para a leitura das diferentes amostras

foi de 5 minutos.
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3.2.6 Andlise do ferro total em espectrofotémetro de absorcéo atdomica

A quantificacdo de ferro total foi realizada por espectrofotometria de absorgédo
atdmica com o equipamento Shimadzu, modelo AA-7000 Series (Quioto, Japao), com
queimador de ar-acetileno e lampada de catodo oco de ferro modelo P826 (Victoria,
Australia). O equipamento foi calibrado com padrdes contendo as concentracfes de 10;
20; 40; 60; 80 e 100 mg/L de ferro total diluidos em acido nitrico 5%. Para o branco foi

utilizado somente &cido nitrico 5%. O resultado foi expresso em miligramas por litro.
3.2.7 Anadlise voltamétrica de Fe (I1) e Fe (111)

Devido aos interferentes encontrados nas analises em potenciostato com celula
aberta utilizou-se a voltametria de pulso diferencial com célula fechada para avaliar se
seria possivel distinguir as diferentes espécies de ferro.

As analises voltamétricas foram realizadas com o equipamento da marca
Metrohm modelo 797 VA Computrace (Suica, Herisau). A solugdo de 0,2 mol/L
Na,EDTA em NaOH 0.1 mol/L usada para quantificacdo de Fe (Il) foi preparada
dissolvendo-se 7,44 g Na,EDTA em solucdo de 0,1 mol/lL NaOH em um baléo
volumétrico de 100 mL, com o volume completado com agua ultrapura. A solucéo de
0,1 mol/L Na,EDTA foi preparada em baldo volumétrico de 100 mL pela dissolucao de
3,72 g de Na,EDTA em é&gua ultrapura. As determinacdes de Fe (I11) foram realizadas
com solugdo de 0,1 mol/L Na;EDTA. A solugdo com 0,25 mol/L oxalato de amonio,
utilizada como eletrolito suporte, foi preparada adicionando-se 3,55 g de oxalato de
amonio mono-hidratado em um bal&o volumétrico de 100 mL, sendo o pH ajustado para
2 antes de completar o volume com agua ultrapura.

A solucgéo padréo de Fe (Il) foi preparada pela dissolucdo de 0,84 g de sulfato
ferroso amoniacal no interior de baldo volumétrico de 100 mL. A solugédo de &cido
ascorbico foi preparada em baldo volumétrico de 250 mL pela dissolucdo de 0,24 g de
acido ascorbico em agua ultrapura livre oxigénio, removido por meio de borbulhamento
com gés nitrogénio por 10 minutos. O frasco contendo a solugdo preparada foi coberto
com papel aluminio para proteger da luz.

Foi utilizada a solucdo padrdo contendo 1000 mg/L de Fe para obtencdo das

curvas de pulso diferencial e curva padrao, ambos realizados em triplicata.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Curva padréo para a quantificacdo de Fe (11) com fenantrolina
A curva padrdo para quantificacdo do Fe (1) foi linear (Figura 5).

Figura5 - Curva padrdo com diferentes concentractes de Fe (11) (1,0; 0,8; 0,6; 0,4; 0,2; 0,1 ¢
0 ppm). Cada medida foi realizada em duplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

3.3.2 Avaliacédo do método de fenantrolina: reagentes preparados no laboratorio

Anaélises de solucdes de cloretos de Fe (1) e de Fe (I11) em &gua ultrapura com o
mesmo teor de ferro (208 mg/L de Fe) pelo método da fenantrolina resultaram na
recuperacdo de Fe (I1)em pH 3 e 4, com valores menores do que os esperados (Figura
2A). Em pH 1 e 2 foram detectados valores esperados de Fe (111), o que também ocorreu

na analise de Fe (1) em todos os pHs analisados (Figura 6).

Figura 6 — Anélise de amostras de cloretos de Fe (Il) e de Fe (Ill) em agua ultrapura pelo
método de fenantrolina. Ensaios realizados em triplicata. A linha refere-se a

concentragéo presente na amostra.
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Fonte: ORTIZ, 2018.
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3.3.3 Avaliacdo do método de fenantrolina: reagentes presentes no Kit comercial

Usando o kit comercial da CHEMetrics, também baseado no método de
fenantrolina, o experimento anterior foi repetido com uma solucdo de cloreto férrico
(208 mg/L Fe).O kit é constituido de ampolas que contém reagentes pré-quantificados e
selados a vacuo, ideal para analises de ferro em campo.

Os resultados demonstram que, em uma solucdo preparada apenas com Fe
(111),0s teores de Fe (Il)aumentam com o incremento da acidez (Figura 7). Com o
aumento dos valores de pH de 2 para 4 as concentracfes de Fe (IlI) aumentaram
gradativamente. Em pH=4, a concentracdo de Fe (111) medida pelo Kit ficou proxima da

concentragéo esperada na solugédo (concentragdo de 208 mg/L de Fe I1I).

Figura 7 — Determinacdo de Fe total e Fe (II) pelo Kit (CHEMetrics — K-6010) em amostras
contendo 208 mg/L de Fe (lII).
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Fonte: ORTIZ, 2018.

3.3.4 Diferenciacdo das espécies de ferro por filtracao

Segundo o Diagrama de Pourbaix (1973) em pH>4 existe a formacdo de
hidréxidos de Fe (111). Devido a esta caracteristica foram realizados ensaios avaliando a
diferenciacdo das espécies de ferro (Fe Il e 1) por meio de filtragdo, utilizando
membranas de acetato de celulose nas porosidades de 0,2 um e 0,45 um.

Amostras com pH entre 1 e 3 filtradas com membranas de 0,45 um e 0,2 pm
apresentaram valores semelhantes de ferro total (Figura 8). Na amostra com pH de 4,3,
porém, foi detectada uma quantidade elevada de ferro no permeado da membrana de
0,45 um, mas nenhum ferro no permeado da membrana de 0,2 um. Este resultado
sugere que o Fe (I11) neste pH estava presente na amostra na forma de agregado ou de

solido com diametro > 0,2 um e < 0,45 um.
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Figura 8 — Concentracdo de Fe total analisado por espectroscopia de absor¢do atbmica no
filtrado de amostras de 50 mg/L FeCl; puro dissolvido em agua ultrapura em
diferentes pHs filtradas com membranas de 0,2 e 0,45 um. Realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Em amostras que continham apenas Fe (Il), ndo ocorreu alteracdo da
concentracdo de ferro total apos a filtracdo em membranas de 0,2 e 0,45 um (Figura 9)

confirmando que o Fe (I1) permaneceu solivel em solu¢des menos acidas (pH = 4).

Figura9 - Concentracdo de Fe total analisado por espectroscopia de absor¢do atbmica no
filtrado de amostras de 50 mg/L FeCl, puro dissolvido em &gua ultrapura em
diferentes pHs filtradas com membranas de 0,2 e 0,45 um. Realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Em ensaios de retencdo de Fe (I11) em membranas de 0,2 um em diferentes pHs,

a totalidade do ferro da solucdo foi recuperada no permeado em pH < 4 (30 mg Fe
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(IN/L, Figura 10) e pH <5 (250 mg Fe (I1)/L, Figura 11). Ocorreu a retencao total do
ferro em pH > 6 em amostras com 30 mg Fe (I1)/L e quase total para amostras com 250
mg Fe (I1)/L. Ensaios andlogos com solucdes de Fe (I11) produziram boa recuperacéo de
ferro em filtrados somente abaixo de pH =2 (30 mg Fe (II1)/L, Figura 12) ou pH =3
(250 mg Fe (I1)/L, Figura 13).

Figura 10 — Impacto do pH da solucdo sobre a concentracdo de Fe total em filtrados de
membranas de 0,2 um de amostras contendo FeCl, (30 mg/L). Analise por
espectroscopia de absorcdo atdmica.
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Figura 1l — Impacto do pH da solucdo sobre a concentracdo de Fe total em filtrados de
membranas de 0,2 um de amostras contendo FeCl, (250 mg/L). Analise realizada
por espectroscopia de absorcao atdbmica.
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Fonte: ORTIZ, 2018.
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Figura 12 — Impacto do pH da solucdo sobre a concentracdo de Fe total em filtrados de

Fonte:

membranas de 0,2 um de amostras contendo FeCl; (30 mg/L). Analise realizada
por espectroscopia de absorcao atdbmica.
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Figura 13 — Impacto do pH da solucdo sobre a concentracdo de Fe total em filtrados de

Fonte:

3.35

membranas de 0,2 pm de amostras contendo FeCl; (250 mg/L). Anélise realizada
por espectroscopia de absorcao atdbmica.
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Formacéo de hidroxidos

A formacéo de hidréxidos em solucdo contendo FeCls (50 mg/L) foi visivel a

olho nu em valores de pH =3 e 4 (Figura 14). Os depositos de hidroxidos de ferro foram

maiores em pH =4. Ja nos valores de pH mais acidos (1 e 2) as amostras permaneceram
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transparentes e sem formacdo de hidréxidos, confirmando que o Fe (111) em valores de

pH =1 e 2 permaneceu sollvel.

Figura 14 — Fotografia das amostras contendo Cloreto Férrico (FeCl; — 50 mg/L) em
diferentes valores de pH (1, 2, 3 e 4).

Fonte: ORTIZ, 2018.

Como os resultados anteriores indicaram ser possivel realizar a separacdo das
espécies Fe (1) e Fe (111) por meio da filtracdo, realizou-se um experimento de analise
de mistura contendo 250 mg/L de Fe (1) e 250 mg/L Fe (I11). Apenas em pH 4 e 50 Fe
(11, 250 mg/L) permeou pela membrana (Figura 15). Em solugdes com pH de 6 e 7
todas as espécies de ferro foram retidas na membrana. Em pH 1 e 2 ndo ocorreu

retencédo de Fe (1) e Fe (I11) na membrana.
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Figura 15 — Concentracdo de Fe total em amostras contendo a mistura de FeCl, e FeCl;
(ambos na concentracdo de 250 mg/L, diluidos em agua ultrapura) quantificado
por espectroscopia de absorcdo atbmica. Amostras ap6s a filtragdo em membrana
de acetato de celulose com porosidade de 0,2 um.

Fe (Il) e Fe (II)

400 -
300 -
200 -+
100 -
0 T T T T T T
pH1 pH?2 pH 3 pH4 pH5 pH 6

Fonte: ORTIZ, 2018.
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A andlise visual comprova a retencdo da totalidade do ferro da amostra em

solugdo com pH = 6 (Figura 16), na concentracao de 50 mg/L.

Figura 16 — Fotografia do resultado obtido antes e depois da filtragio em membrana de
acetato de celulose, com porosidade de 0,2 um. A amostra continha as duas
diferentes espécies de ferro (Fe Il e Fe 111), na concentragdo de 50 mg/L e em pH
=6.

FeCl; e FeCl,
em pH=6

Amostra
apos
filtracdo

Membrana
0,2 um

Fonte: ORTIZ, 2018.
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A retencdo de particulas de Fe (11) e Fe (I11) nas membranas 0,2 e 0,45 um ndo é
visivel em amostras com pH 1 e 2. Para pH > 3 ja se observa a coloracgdo laranja nas
membranas, cor caracteristica do ferro oxidado, colora¢do que se torna intensa em pH =
6 (Figura 17).

Figura 17 — Resultado do ensaio de filtragdo em membranas de acetato de celulose com

porosidade de 0,2 e 0,45 um. A amostra continha FeCl, e FeCl; (na concentragédo
de 50 mg/L de Fe), em diferentes valores de pH (1, 2, 3 e 6).

pH=6 pH=3 pH=2 pH=1

0,2u

0,45u

Fonte: ORTIZ, 2018.
3.3.6 Anélise em potenciostato
Os perfis voltamétricos ciclicos de amostras contendo FeCl, foram semelhantes

em valores de pH 1, 2 e 3. Nas amostras de pH =4, porém, ocorreu um nitido
achatamento do perfil (Figura 18).
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Figura 18 — Voltamogramas de solucdes de FeCl, (50 mg/L diluido em agua ultrapura) em pH
1, 2, 3 e 4 apos a filtracdo em membrana de acetato de celulose 0,2 um.
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Os voltamogramas de solucdes de Fe (IIl) filtradas indicam que ocorreu
passagem de Fe (111) pelas membranas em pH 1 e 2, mas que parte significativa do Fe
(1) ficou retido em pH 3 e 4 (Figura 19). A curva do pH =1 esta sobreposta com a do
pH =2, ambos formam uma curva de histerese.

Figura 19— Determinacdo de Fe (Ill) em potenciostato ap6s a filtracio em membrana de
celulose 0,2 um. Foi avaliado o comportamento do Fe (1) em diferentes valores
depH (1, 2,3e4).
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Fonte: ORTIZ, 2018.
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3.3.7 Anadlise voltamétrica de Fe (I1) e Fe (111)

Inicialmente foram realizadas duas curvas de calibracdo para o ferro total e o Fe
(I1). A curva para obtencdo do pulso diferencial e a curva com adi¢do de diferentes
concentragdes do padrdo, possuem ambas a finalidade de avaliar a sensibilidade do
equipamento. A curva de pico apresenta valores especificos de corrente versus potencial
para os diferentes elementos analisados. A curva com adicdo de diferentes
concentracdes serve para avaliar a linearidade da curva padrdo. Os resultados foram
obtidos diretamente do software do equipamento que realiza o calculo da concentragéo
do analito na amostra automaticamente. O valor do branco foi descontado no final de
cada medicédo executada neste experimento.

Os resultados confirmam que a voltametria de pulso diferencial apresenta grande
sensibilidade para analises de Fe (1) e ferro total, conforme apresentado nas Figuras 20,
21,22 ¢ 23.

Figura 20 — Curvas de pulso diferencial obtidas na determinacdo do padrdo de Fe (Il), na
concentracdo de 1000 mg/L.
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Fonte: ORTIZ, 2018.
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Figura 21 — Curva padrao de Fe (1) com adi¢des de 0,05 mL.
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Figura 22 — Curvas de pulso diferencial obtidas na determinacdo do padrdo de Fe (lll), na
concentracdo 1000 mg/L.
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Figura 23 — Curva padrdo de Fe (111) com adicGes de 0,05 mL.

Fe(total)
c = 982.176 mg/L
+/- 8.556 mg/L (0.87%)

-60.0n|

-50.0n_{

-40.0n_{

- -30.0n{

T T T
-2.00e-3 o 2.00e-3 4.00e-3
c (g/L)

Fonte: ORTIZ, 2018.

As concentracOes obtidas para os padroes de Fe (I1) e Fe (111) na concentragédo de
1000 mg/L foram de 981,7 mg/L para Fe (Il)e 982,2 mg/L para Fe (llI), resultados
considerados muito satisfatorios.

Leituras em voltametria de pulso diferencial foram capazes de diferenciar e
quantificar as espécies de Fe (Il) e Fe (I111) em microcosmos anaerdbios, e em diferentes
valores de pH e meios de cultivo.

3.4 DISCUSSAO

3.4.1 Interferéncia do Fe (I11)

Os teores de Fe (1) ndo foram quantificados corretamente pelo método de
fenantrolina para todos os valores de pH, mas funcionou perfeitamente para amostras
que continham somente o Fe (I1). Como a lista de interferentes do Standard Methods
(2012) néo cita o Fe (I1), apenas informa que este se encontra soltvel em valor de pH
muito baixo, foi necesséria a avaliacdo detalhada da interferéncia desta espécie de ferro
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no método, principalmente porque em amostras ambientais as duas espécies de ferro
frequentemente ocorrem juntas.

Em solucdo com pH entre 3,2 a 3,3, trés moleculas de 1,10-fenantrolina se
associam a cada ion de Fe (I1) formando um complexo laranja-avermelhado (Figura 24),
cuja intensidade de cor obedece a Lei de Beer no comprimento de onda de 510 nm
(STANDARD METHODS, 2012). Esta lei relaciona simultaneamente, a quantidade de
luz absorvida ou transmitida pela concentracdo do soluto e da espessura da solucdo, o

que possibilita a quantificacdo do elemento analisado.

Figura 24 - llustracdo da formacdo do complexo de Fe (1) com a fenantrolina.
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Fonte: BREITKREITZ et al., 2014.

Para quantificar o ferro com a fenantrolina é necessario que o ferro esteja
reduzido na espécie de Fe (Il), pois segundo Walczak e Flynn (1998) o complexo entre
fenantrolina e Fe (I11) ndo é estavel. O cloridrato de hidroxilamina € um agente redutor
incorporado nos ensaios para reduzir o Fe (I11) para Fe (Il). A interferéncia de Fe (111)
na quantificacdo de Fe (Il) ndo foi devida a qualidade dos reagentes preparados em
laboratério, pois a mesma interferéncia foi constatada em quantificagdes com o kit. O
kit, que também se baseia no método de fenantrolina, acusou a presenca de Fe (1) em
amostras que continham somente Fe (I11). Verificando a composi¢do dos reagentes
presentes na ampola, constatou-se que a mesma possuia também o cloridrato de
hidroxilamina. Portanto, é necessario separar as duas espécies de ferro antes de realizar

a leitura, seja utilizando o kit ou os reagentes preparados em laboratorio.
3.4.2 Filtragdo

O método da filtracdo foi utilizado na separacdo das espécies de ferro. O
Standard Methods (2012) ndo possui muitas informacdes acerca da faixa de pH em que

o Fe (I11) é um interferente, o que levou a necessidade de realizar ensaios para verificar
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se as duas espécies de ferro ficariam retidas em membranas em diferentes valores de
pH, tomando por base que o préprio Standard Methods (2012) afirma ser possivel
separar o ferro solivel e o coloidal das demais espécies de ferro em membrana com
porosidade 0,45 pm.

Os resultados foram positivos em membranas de acetato de celulose com
porosidade 0,2 um e para os valores de pH entre 4 e 5, dentro dos quais foi possivel
separar as especies de ferro por meio da filtracdo. Estas analises encontram-se de acordo
com o diagrama de Pourbaix (1973, Figura 25), segundo o qual o Fe (111) é insolGvel em
pH acima de 4, enquanto o Fe (Il) é soltuvel entre pH de 0 a 10, possibilitando a
diferenciacdo das duas espécies de ferro por meio da filtracéo.

Conclui-se que a separacdo das especies de ferro é possivel se o valor de pH for
entre 4 e 5 e a amostra for filtrada em membranas de acetato de celulose com
porosidade de 0,2 um. Este procedimento, no entanto, precisa ser realizado no exato
momento da coleta, pois o Fe (Il), em contato com oxigénio, sofre oxidacdo, passando
para a forma de hidroxidos.

Figura 25 — Diagrama de Pourbaix de Fe — H,0.
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Fonte: POURBAIX, 1973.

As membranas além de servirem de barreiras fisicas, possuem propriedades

quimicas na superficie (se ndo forem quimicamente inertes). Estas propriedades sdo
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capazes de gerar reacfes quimicas que afetam a retencdo de ferro, por meio de adsor¢éo
e interagBes quimicas. Utilizando membrana de cerdmica com pH > 4,5 s&o retidos 90%
do Fe (111), retencdo esta dependente da composicdo da solucdo e das formas em que se
encontra o Fe (I11) (RATKO et al., 2012).Quanto maior for o tamanho e a quantidade de
coloides de hidroxidos férricos maior sera a retencdo (RAT’KO et al., 2012). A
hidrofilicidade e a porosidade de membranas de acetato de celulose sdo responsaveis
por reter metais pesados, como cadmio, zinco e niquel (MORADIHAMEDANI e
ABDULLAH, 2017). Membranas de acetato de celulose estdo sendo utilizadas em
tecnologias de filtracdo de osmose reversa e ultrafiltracdo (QIN et al., 2003).
Confirmada a possibilidade de realizar a filtracdo para separar as espécies de
ferro em membranas de acetato de celulose com porosidade de 0,2 pm, as
quantificacbes de ferro podem ser realizadas utilizando o Kit, pois em campo este possui

como beneficios a praticidade e a rapida producéao de resultados.
3.4.3 Oxidagéo

A taxa de oxidacdo é dependente do valor de pH e da composi¢do do meio. De
acordo com Gunnards e colaboradores (2002) a taxa de oxidacéo do Fe (Il) mais lenta
foi obtida com agua doce de lago com pH variando de 7,3 a 7,8(tempo de meia vida de
7 horas) e a taxa de oxida¢do mais rapida foi obtida em agua do mar salobra com pH de
7,6 a 8,1 (tempo de meia vida 20 minutos) ambos com salinidade de 6% e purgados
com nitrogénio. Segundo Barry e colaboradores (1994) em agua destilada autoclavada a
concentracdo de Fe (Il) permanece constante, na temperatura de 18°C. Os mesmos
autores confirmaram que na presenca de luz do solo corre a oxidagédo do Fe (Il) em
suspensdo. Foi possivel visualizar a olho nu a formacao de hidréxidos de ferro. Segundo
De Souza (2007) a coloracao laranja nas membranas apés a filtracdo é caracteristica do
ferro que, ao entrar em contato com o ar, oxida e sedimenta em forma de 0xido ou

hidréxidos de ferro.
3.4.4 Potenciostato

Por terem sido encontrados interferentes nas andlises de quantificacdo
colorimétrica de ferro, optou-se por realizar nova leitura, desta vez em potenciostato,

para avaliar as concentracOes reais das diferentes espécies de ferro. Esta escolha foi



54

baseada na sugestdo de Lee e colaboradores (1960), para quem o potenciostato constitui
excelente técnica para quantificar e diferenciar as espécies de ferro.

A presenca ou auséncia das espécies de ferro (Fe 1l e Fe I1) apds a filtragdo em
membrana de acetato de celulose na porosidade 0,2 um foi avaliada utilizando a
voltametria ciclica.

Nestas analises houve variagdes nos valores da corrente, variacdo esta ocorrida
devido ao valor de pH utilizado: pH =4. Em solu¢des menos &cidas, o oxigénio reagiu
mais rapidamente com o Fe (1), convertendo-o para hidroxido de Fe e alterando o valor
de corrente limite. Esta observacdo foi confirmada por Morgan e Lahav (2007), cuja
pesquisa sobre impacto do pH da solu¢do na formacgéo de hidroxidos de ferro descreve
que a cinética de oxidacdo do Fe (1) pelo oxigénio depende do valor de pH. Partindo do
pH = 4, no qual a forma mais comum é Fe (Il), a concentragdo desta espécie de ferro
diminui gradativamente conforme o pH aumenta, a0 mesmo tempo que aumenta a
concentracdo de FeOH,. Entre os valores de pH 5 e 8, 0 FeOH, € a forma mais comum,
e sua concentragcdo aumenta proporcionalmente ao aumento do pH. A partir do valor de
pH = 8, a forma de FeOH; continua sendo a mais abundante, porém sua concentracao
desvincula-se do valor do pH.

Foram feitas também anélises com amostras contendo FeCl, em valores de pH 1,
2 e 3 utilizando uma série temporal (analises feitas em intervalos de tempo diferentes).
A diferenca do tempo para cada amostra foi de 5 minutos, 0 que ocasionou uma
pequena diferenca da corrente limite. Neste caso, quanto menor a corrente, mais tempo
a amostra ficou exposta ao oxigénio. Segundo Bond e Caterford (1971) o oxigénio
oxida a amostra, sendo um forte interferente nas analises de polarografia em célula
aberta. Para diminuir este erro seria necessario purgar a amostra com nitrogénio,

procedimento que néo foi realizado no momento da leitura.
3.4.5 Anadlises voltamétricas de pulso diferencial

Devido a interferéncia do oxigénio foram realizadas leituras no equipamento de
analises voltametricas de pulso diferencial, em condi¢des anaerobias. Neste
equipamento a analise é realizada fechando a célula e purgando nitrogénio, para
diminuir a possivel interferéncia do oxigénio. Os resultados apontaram alta preciséo e
grande sensibilidade do equipamento. Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de
amplitudes iguais séo aplicados sobre uma rampa linear de potencial, sendo a corrente

medida antes e ap0s o pulso, o que a torna uma técnica muito sensivel (DE SOUZA et



55

al., 2003). Segundo Kumar e colaboradores (2017) a voltametria possui alta
sensibilidade para determinar ions de Fe (I1) em amostra contendo diferentes metais,
tais como Fe (111), K (1), Mg (I1), Na (1), Ca (I1), Cr (111), Ni (1), Cu (111), Zn (I1), Ag (1)
e Pb (I1). Portanto, para andlises de diferenciacdo de espécies de ferro o equipamento
indicado é a voltametria de pulso diferencial. Infelizmente este equipamento ainda
possui um elevado custo e depende de infraestrutura laboratorial, 0 que torna esta
técnica inadequada para analises de campo, aplicacdo para a qual ainda sdo indicados

métodos colorimétricos para quantificacdo de Fe (1) e Fe (111).
3.4.6 Testes colorimétricos

Na avaliagdo do método da fenantrolina, seja com 0s reagentes preparados em
laboratdrio, ou com os reagentes do kit da CHEMetrics, 0s resultados mostraram-se
similares. Entretanto, apos realizar a filtracdo, foi possivel verificar que o método de
fenantrolina quantificou corretamente as concentracdes das diferentes espécies de ferro.

Os ensaios colorimétricos ainda sdo a forma de andlise mais comumente
utilizada, pois se trata de uma técnica qualitativa para determinar a presenca ou auséncia
de certas substancias em uma determinada amostra, apresentando baixo custo, rapidez e
facil reproducéo. A reacdo quimica é simples e revela a olho nu a presenca e a provavel
concentragdo do elemento analisado. E uma técnica que n&o requer muito conhecimento
quimico, e os procedimentos ndo exigem um laboratério (CHEMCOM, 2001; MOTA e
DI VITTA, 2014).

3.5 CONCLUSAO

O método colorimétrico de fenantrolina é confidvel somente para leituras de
amostras que contenham Fe (11), mas ndo diferencia e quantifica corretamente espécies
de Fe (Ill) em todos os valores de pH. Por meio de filtracdo é possivel realizar a
separacgdo das espécies de ferro. Nesta filtracdo é necessario que a amostra possua valor
de pH entre 4 e 5 e seja filtrada em membrana de acetato de celulose, com porosidade
de 0,2 um. Para obtencéo das concentracdes de Fe (I1) e Fe (I11) é necessario realizar a

leitura em amostras filtradas e néo filtradas, pois o Fe (Il) passa pela membrana e o Fe



56

(1) fica retido. Desta forma é possivel realizar leituras em campo das diferentes

espécies de ferro utilizando testes colorimétricos.
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4 CAPITULO?2

4.1 INTRODUCAO

4.1.1 Agua Residuéria

Sabe-se que um dos grandes problemas relacionados a saude publica € devido
falta de saneamento, principalmente, pela falta de coleta e tratamento de esgotos.
Inicialmente serdo descritas as caracteristicas da dgua residudria e as principais formas
de tratamento.

Esgotos domésticos sdo constituidos por aproximadamente 99,9% de agua. A
pequena fracdo restante € composta por sélidos organicos e inorganicos, suspensos e
dissolvidos, assim como microrganismos, e é esta pequena fragdo que exige a
necessidade do tratamento do esgoto.

A caracteristica da agua residudria ira variar de acordo com a funcéo a qual ela
foi submetida: abastecimento publico, limpeza urbana e outros. A composi¢do desta
agua pode variar também com os habitos da populagdo, o clima ou a situacdo social e
econémica (VON SPERLING, 2014).

E importante ressaltar que em um projeto de estacdo de tratamento de esgotos,
normalmente, ndo existe o interesse em se determinar os variados compostos presentes
na agua residuaria. Estes compostos ndo sdo analisados devido a dificuldade de realizar
a analise em laboratério, e em muitos casos esta analise ndo € utilizada, seja para projeto
da estacdo, ou seja, para operacdo envolvida no tratamento. Portanto, muitas vezes,
opta-se por utilizar parametros indiretos (fisicos, quimicos e bioldgicos) que traduzam o
carater ou o potencial poluidor do despejo em questao.

Os parametros fisicos analisados séo: cor, turbidez, odor e temperatura. A cor é
uma caracteristica fisica que indica, muitas vezes, a presenca de matéria organica, ferro,
manganés ou outros compostos provenientes de residuos industriais e de esgotos
domésticos, a unidade de medida é UC (unidade de cor). A turbidez é uma caracteristica
que indica a presenca de solidos em suspensdo, a unidade de medida é UNT (unidade de
turbidez) (METCALF e EDDY, 2015).
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A temperatura € muito importante, pois atua diretamente na qualidade da agua,
pois influéncia na atividade microbiana, solubilidade dos gases, na velocidade de
reacfes quimicas, viscosidade do liquido e outros, a medicdo € realizada pela
intensidade de calor, medida em graus Celsius (°C).

Ja o odor varia de acordo com o tipo de esgoto, apresenta sensacdo olfativa,
caracteristica relacionada a presenca de solidos em suspensdo, dissolvidos e gases
dissolvidos, como o gas sulfidrico (VON SPERLING, 2014).

Os parametros quimicos sao: sélidos totais, matéria organica, nitrogénio total,
fosforo, pH, alcalinidade, cloretos, 6leos e graxas. Os solidos totais constituem a fracéo
de inorganicos e organicos, sejam suspensos, dissolvidos e sedimentaveis. Ja a matéria
orgénica é uma mistura de diversos elementos, sendo eles proteinas, carboidratos e
lipideos. Existem duas formas de determinar a matéria organica, a forma indireta e a
forma direta. A forma indireta consiste em analises de DBO e DQO. Ja a determinacéo
direta é realizada por meio da conversdo do carbono organico a gas carbdnico, chamado
de Carbono Orgéanico Total (COT).

As formas predominantes de nitrogénio em agua residuaria sdo organica e
amoniacal. Essas diferentes formas correspondem o denominado Nitrogénio Total e sdo
determinadas em amostras de agua residuaria utilizando o método Kjeldahl (APHA,
2012).

As principais formas encontradas de fosforo em corpos de agua sao polifosfatos,
ortofosfato e fosforo organico. Segundo a resolucdo do CONAMA 430 de 2011, o
lancamento deste nutriente deve ser limitado em represas com problemas de
eutrofizacdo.

O Potencial Hidrogeniénico (pH) € a concentracdo de ions hidrogénio, usado
para indicar as caracteristicas &cidas ou basica da agua residuéria. A medicdo do pH é
importante seja na saude publica, no tratamento da agua (abastecimento), tratamento de
esgotos e corpos de &gua, para evitar a proliferagdo de algas.

Alcalinidade € utilizada para indicar a capacidade tamp&o do proprio meio, ou
seja, € a resisténcia as variacOes de valores do pH. Esta capacidade de tamponamento se
deve a presenca de bicarbonato, carbonato e ion hidroxila (VON SPERLING, 2014).

Os parametros bioldgicos envolvem o0s microrganismos, 0s quais desempenham
diversas funcBes fundamentais na questdo da qualidade da &gua. No tratamento
bioldgico de esgoto, 0s microrganismos sdo 0s principais responsaveis pela conversédo

da matéria organica e inorganica.
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Outro aspecto de grande relevancia na qualidade bioldgica da agua é a presenca
de agentes patogénicos e a possibilidade de transmisséo de doengas (VON SPERLING,
2014).

Apols o tratamento, o efluente é lancado no rio ou no mar, nas condigdes
descritas pela Resolugdo CONAMA 430 de 2011. Pois esta resolucdo dispbe das
principais condicOes, padrOes, pardmetros e diretrizes para gestdo do langamento de
efluentes em corpos receptores.

4.1.2 Tratamento de Efluentes

As analises fisicas, quimicas e bioldgicas sdo extremamente necessarias para
compreender a composi¢do dos efluentes, assim como definir a melhor forma do
tratamento. Existem diferentes formas de tratamento, serdo descritas sucintamente
algumas formas utilizadas atualmente.

O tratamento do efluente é dividido em tratamento preliminar, primario,

secundario e terciario.

4.1.2.1 Tratamento Preliminar

E a primeira etapa do tratamento, possui a finalidade de remover os sélidos
grosseiros e areia. Este tratamento possui trés unidades de tratamento:

- Gradeamento;

- Caixa de areia ou desarenador;

- Medidor de vazao.

O gradeamento é utilizado para remover os sélidos grosseiros por meio de
grades, mas tambem podem ser utilizadas peneiras rotativas, estaticas ou trituradores. A
principal funcdo deste tratamento € evitar abrasdo nos equipamentos e nas tubulacoes.
Desta forma, evitando a possivel obstrucao nas tubulacgdes.

J& a remocdo de areia é realizada por meio de unidades especiais denominadas
desarenadores ou caixas de areia. E uma remog&o muito simples, que se utiliza do fato
de a areia possuir dimensédo e densidade maiores, 0 que a faz ir para o fundo do tanque
(VON SPERLING, 2005).

O medidor de vazdo é utilizado para controlar a vazdo e manter a velocidade da

agua residuéria nas estagdes de tratamento.
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4.1.2.2 Tratamento Primario

O principal objetivo deste tratamento primério € a remoc¢do de sélidos em
suspensdo sedimentaveis e solidos flutuantes.

ApoOs a etapa do tratamento primario a agua residuaria € encaminhada para 0s
tanques de tratamento primario, a velocidade é reduzida para que ocorra a sedimentacéo
dos solidos em suspensao, devido a maior densidade dos solidos.

Segundo Von Sperling (2005), uma parte significativa destes solidos em
suspensdo é removida na sedimentacdo, ocasionando a reducdo da DBO e favorecendo,
de certa forma, a reducdo de custo do tratamento. Isto € importante porque a DBO néo
removida nessa etapa (tratamento primario) devera ser removida no tratamento
secundario, 0 que ocasiona um custo mais elevado no tratamento total.

Graxas e 0leos sobem para a superficie, pois possuem uma menor densidade que
o liquido circundante, sendo coletados e removidos do tanque.

A adicdo de coagulantes, como sulfato de aluminio e cloreto férrico, aumenta a

eficiéncia do tratamento primario na remocéo de so6lidos em suspensé&o.

4.1.2.3 Tratamento Secundario

O tratamento secundario possui como objetivo a remocdo de matéria organica,
medida na forma de DBO. Esta remocao € realizada pela atividade biolégica de diversos
organismos (bactérias, fungos, protozoarios e outros). Estes organismos convertem a
matéria organica em material celular e CO, em condicbes aerébias. Em condicOes
anaerdbias, ha também a producdo de metano.

Neste tratamento secundario existem diversos tipos de sistemas e unidades,
como lagoas de estabilizacdo, disposicdo no solo, reatores anaerdbios, lodos ativados e

reatores aerdhios com biofilme.

4.1.2.4 Tratamento terciario

O objetivo do tratamento tercidrio € a remocdo de compostos que ndo foram
removidos nas etapas anteriores, como: nutrientes, organismos patogénicos, compostos
ndo biodegradaveis, metais pesados, solidos inorganicos dissolvidos e solidos em
suspensdo remanescente (VON SPERLING, 2014).
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413 CEPT

O Tratamento Primario Quimicamente Assistido (CEPT do inglés Chemical
Enhanced Primary Treatment) ou chamado também de Tratamento Primario Avancado
(APT) refere-se ao processo que utiliza compostos quimicos para remover grande parte
dos residuos presentes na agua residuaria. Os produtos quimicos utilizados no
tratamento sdo geralmente sais metalicos e polimeros na forma de polieletrolitos
organicos, responsaveis pela coagulacdo, floculagdo e precipitacdo de particulas e
solidos dissolvidos (HE et al., 2016).

Os coagulantes mais utilizados em CEPT séo sulfato de aluminio (Alx(SOy)3) €
cloreto férrico (FeCls) (JANG et al., 2017; AYOUD et al., 2017; HAYDAR e AZIZ,
2009; LIN et al., 2017; XU et al., 2009). De fato, grande parte dos trabalhos publicados
em CEPT é baseada no sal de aluminio como coagulante. Na pesquisa realizada por Xu
e colaboradores a concentracdo de aluminio foi de 10 mg/L, Haydar avaliou de 200 a
240 mg/L e para Ayoud as concentragdes avaliadas foram de 40 a 200 mg/L. No caso
do FeCls, as concentragdes utilizadas foram de 10 mg/L na pesquisa de Lin e variaram
entre 1,53 e 100 mg/L na pesquisa de Jang. Segundo He e colaboradores (2016), a
dosagem do coagulante depende da qualidade da agua bruta.

A tecnologia CEPT vem sendo muito utilizada nestes Gltimos anos em estacoes
de tratamento de aguas residuarias, trata-se da melhor opcéo antes do lancamento no
mar e um dos principais motivos € o aumento populacional em grandes centros. Nestes
locais, em alguns casos, o tratamento convencional ndo consegue atender ao aumento da
demanda para tratamento (XU et al., 2009; HE et al., 2016). Segundo Von Sperling
(2005) outra grande eficiéncia da CEPT em tratamento primério de &gua residuaria esta
na remocao de solidos em suspensdo e DBO.

A adocdo do CEPT pode diminuir a infraestrutura das EstacGes de Tratamento
de Efluentes (ETEs), o qual reduz o custo da construgéo destas ETEs (CHAGNON e
HARLEMAN, 2002).

O tratamento CEPT é capaz de remover grande parte do fosfato, do carbono, dos
solidos e de alguns contaminantes, como metais pesados, hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos (PAHSs) e ovos de helmintos (HE et al., 2016). A porcentagem de remocéo é
em torno de 90% para os s6lidos suspensos e entre 80% e 90% para o fosfato. Um
problema enfrentado pelo tratamento CEPT é o aumento do volume do lodo: até 2 vezes

mais do que o produzido pelo tratamento convencional priméario (XU et al., 2009).
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Segundo Chagnon e Harleman (2002), o aumento no volume do lodo é devido a maior
remoc&o dos sélidos com a aplicacdo dos coagulantes.

Segundo Figueiredo e colaboradores, em 2005, cinco municipios adotavam
CEPT no Brasil, sendo: Riviera de Sdo Lourengo/SP, Armacdo de Buzios/RJ, Cabo
Frio/RJ, Goiania/GO e Rio de Janeiro/RJ.

4.1.4 Coagulacao quimica

O processo de coagulacdo pode ser utilizado como pré-tratamento do esgoto
antes do tratamento bioldgico, com intuito de melhorar a eficacia do tratamento
(AMUDA et al., 2006). Com a adocéo do processo de coagulacdo na etapa inicial do
tratamento, a estacdo podera ser mais compacta e possibilitard maiores valores de
eficiéncia na remogdo de compostos presentes na agua residudria. Este processo de
coagulacdo quimica é muito utilizado em Estacdes de Tratamento de Agua (ETAS),
porém ainda pouco utilizado em EstacGes de Tratamento de Esgotos (ETES).

Em alguns casos, os coagulantes sdo utilizados para precipitar compostos
sollveis e desestabilizar as suspensdes coloidais de particulas sélidas, que ndo foram
removidas no tratamento convencional. Estes coldides, na auséncia do coagulante,
possuem cargas elétricas do mesmo sinal que resultam em uma forca de repulsdo entre
eles, a qual impede a aglomeracdo e a sedimentacdo. O papel do coagulante é
desestabilizar a suspensédo coloidal reduzindo todas as forgas repulsivas, desse modo
baixando a barreira energética e permitindo que as particulas colidam e se agreguem
(TCHOBANOGLOUS et al., 1991).

Durante a coagulagdo processos quimicos e fisicos contribuem para a formacgéo
de flocos. Processos quimicos incluem as reacfes do coagulante e a 4gua para formar
moléculas hidratadas com carga positiva. Estas reac6es dependem da concentracdo do
metal e do valor de pH do meio, apés a adicdo do coagulante. Processos fisicos
controlam o transporte de espécies hidrolisadas para que ocorra 0 contato entre as
diversas impurezas presentes na dgua. A agitacao lenta gera choques entre as impurezas,
e consequentemente, forma agregados com tamanhos maiores, conhecidos como flocos.
Os flocos podem ser removidos por sedimentacdo, flotacdo ou filtracéo.

As impurezas ficam separadas no fundo dos decantadores e sdo chamadas de
lodo. A adicdo de coagulantes aumenta significativamente a quantidade de lodo nos
decantadores e o custo com o descarte (XU et al., 2009).
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Os coagulantes mais utilizados em ETEs sdo os sais de aluminio e ferro. Em
ETAs os compostos quimicos mais utilizados sdo o sulfato de aluminio, o cloreto
férrico e o sulfato férrico (DANDOLINI, 2014). Segundo Pavanelli (2001), o cloreto
férrico diminui drasticamente a turbidez, a DBO, os fosfatos e grande parte dos metais
pesados (mercuario, chumbo) ou perigosos para a saude (arsénio, selénio, bario). Outros
trabalhos também confirmam que os sais de ferro atuam na precipitacdo de fosfato de
4guas residuérias (GUIMARAES et al., 2015; YANG et al., 2014; KEELEY et al.,
2016; LIN et al., 2017).

A Figura 26 apresenta a distribuicdo das particulas presentes na agua segundo o
tamanho. Sdo considerados como solidos dissolvidos as particulas que apresentam
diametro menor que 10~um, os sélidos coloidais que apresentarem diametro entre 102 a
10° pm, e os sélidos em suspensdo com diametro maior que 10° pm (VON SPERLING,
2014).

Figura 26 — Classificacéo e distribui¢do dos sélidos presentes na &gua em fungdo do tamanho.
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Fonte: VON SPERLING, 2014.
4.1.5 Remobiliza¢do do coagulante
Uma alternativa para reduzir os custos do tratamento de esgotos é a reciclagem

do coagulante. Existem trabalhos onde o coagulante é remobilizado por meio da

utilizacdo de compostos acidos, basicos, solventes organicos e quelantes (DANDOLINI,
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2014, GUIMARAES, 2005, OKUDA et al., 2014; KEELEY et al., 2016). Entretanto,
apenas a remobilizacao &cida é utilizada na recuperagéo do ferro.

4.1.6 Remobilizacéo 4cida

A remobilizacdo utilizando &cido sulfurico foi adotada em grande escala na
década de 1970. Embora seja possivel solubilizar o coagulante a base de ferro utilizando
acido, durante o processo sdo também dissolvidos outros compostos que muitas vezes
sdo toxicos para saude humana, como metais pesados (KEELEY et al., 2012), sélidos
inertes e compostos organicos de grande cadeia molecular, responsaveis por gerar a cor
da 4gua. Atualmente, para adotar a remobilizacdo &cida, técnicas de filtragdo vém sendo
utilizadas para remover os compostos indesejaveis (KEELEY et al., 2016).

A remobilizagdo de ferro a partir de hidroxido de ferro por via &cida é mais
complexa, pois exige um valor de pH mais baixo, e a eficiéncia maxima de recuperagédo
é em torno de 50%. A reducdo da especie de Fe (I1I) para Fe (II) eleva o valor de pH
durante a solubilizagdo, o que torna o processo mais caro devido ao ajuste do pH,
realizado com produtos quimicos (PIGEON, 1978). Entretanto, Keeley e colaboradores
(2016) reportaram que o coagulante recuperado (Fez(SOg4)3), na presenca de uma
pequena concentracdo do coagulante novo (cru), é eficaz na remocdo de fosfato de

aguas residuarias, apresentando uma boa viabilidade econdmica.
4.1.7 Vantagens e desvantagens na remobiliza¢éo do coagulante

Recuperar o coagulante € uma alternativa viavel, pois reduz o volume do lodo a
ser descartado. O volume do lodo é proporcional ao gasto do tratamento, ou seja, quanto
menor o volume, menor serd o custo com o transporte, o tratamento e a disposigao final.
Segundo Gongalves e colaboradores (1999) a quantidade de lodo reduzida em sua
pesquisa com a regeneracdo do coagulante foi de 37%, o que possibilitaria a redugédo do
tamanho das unidades de tratamento do lodo.

Estudos confirmam que, para redes de tratamento de agua e esgoto de
populagfes de 20.000 e 50.000 habitantes, a regeneragdo de coagulantes e a sua
reutilizacdo em ETA ou ETE é economicamente viavel (GONCALVES et al., 1999;
XU et al., 2009). Existem dois fatores que atuam na reducéo de custo de uma estacdo de
tratamento: 1) a reducdo do volume do lodo gerado e 2) a menor quantidade necessaria

de coagulantes novos, sais ainda ndo utilizados como coagulantes.
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Segundo Xu e colaboradores (2009), a recuperacdo &cida do coagulante reduziu
35,5% do lodo descartado de CEPT, resultado muito importante, pois no tratamento
CEPT a quantidade de lodo gerada é maior quando comparada com o tratamento
primario convencional de agua residuaria. O lodo gerado em uma CEPT chega a ser
entre 1,5 a 2,0 vezes maior que no tratamento convencional. O custo do lodo descartado
em CEPT chega a alcangar 30-50% do valor anual dos custos operacionais (XU et al.,
2009). Portanto, a remobilizagdo do coagulante poderia ser uma maneira efetiva de
reduzir o volume do lodo, assim como também o custo com coagulantes.

Até 0 momento so existem trabalhos que utilizam compostos quimicos ou fisicos
capazes de recuperar o coagulante de lodos. Este trabalho é inovador quando se trata na

recuperacdo do coagulante utilizando bactérias redutoras de ferro.

4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Coagulagéo

4.2.1.1 Agua residuaria

As amostras de agua residuaria do CRUSP (esgoto do Conjunto Residencial da
Universidade de S&o Paulo) utilizadas nos ensaios foram cedidas pelo Centro
Internacional de Referéncia em Reuso de Agua (CIRRA). Estas amostras ja haviam
passado por tratamento preliminar: caixa de gordura, gradeamento e caixa de areia. As
amostras utilizadas nas analises de composicdo dos solidos, pH, turbidez, teor de
acucares e proteinas que ndo foram analisadas no mesmo dia foram armazenadas em
geladeira (4°C).

4.2.1.2 Ensaios de coagulacio em frascos Schott

Em testes preliminares de coagulacdo foram utilizados frascos Schott de 250
mL, avaliou-se os coagulantes a base de ferro, sulfato ferroso (FeSQ,), cloreto ferroso
(FeCl,) e cloreto férrico (FeCls) nas seguintes concentracGes, (em g/L de Fe): 1; 0,8,
0,6, 0,4, 0,2 e 0,1. Foram utilizadas barras magnéticas para agitar o conteldo dos

frascos.
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A turbidez das amostras foi medida em turbidimetro portatil (HACH 2100P), em
intervalos de 5 e 15 minutos, apos a adicdo dos coagulantes. O pH foi medido antes e

depois da adicdo dos coagulantes.

4.2.1.3 Ensaios de coagulacido em Jar Test

Os coagulantes avaliados nos ensaios de coagulacdo em Jar Test, realizados no
laboratdrio do CIRRA incluem Cloreto Férrico (FeCls), Cloreto Ferroso (FeCl,), Sulfato
Ferroso (FeSO,) e Sulfato Férrico ((Fe2SO,)s). Preparou-se solucBes estoques com
concentracdes de coagulantes padronizadas a 10 g/L de Fe, para todos os coagulantes, e
as concentragdes testadas nos ensaios de coagulacdo foram de 1, 10, 20, 40 e 60 mg/L
de Fe. Apos adi¢do do coagulante, a amostra foi agitada a 120 rpm por 2 minutos para
coagulacdo seguido de 40 rpm por 10 minutos para floculagdo. Apds 10 minutos de
repouso foram retirados 15 mL do sobrenadante e realizou-se a leitura da turbidez em
um turbidimetro portatil (HACH 2100P). O parametro turbidez foi adotado como
indicador da eficiéncia da coagulacdo do material em suspensdo. Em alguns ensaios
foram executadas analises adicionais para 0s seguintes parametros: sélidos totais,
solidos volateis, sélidos fixos, fosfato, carboidratos, proteinas, alcalinidade, nitrogénio
organico e aménia (APHA, 2012).

4.2.2 Soélidos volateis totais e sélidos fixos totais

Para quantificacdo de solidos volateis totais (fracdo de orgéanicos) e solidos fixos
totais (fracdo de inorganicos), foram adicionados 10 mL de cada amostra em cadinhos
previamente tratados em mufla a 550°C por 30 minutos. Estes cadinhos foram
incubados em estufa a 100°C por 24 horas, em seguida esfriados para temperatura
ambiente em dessecador, e posteriormente pesados em balanca analitica para
determinacdo da massa dos solidos totais (ST). Em seguida, estas amostras foram
submetidas a calcinacdo em mufla a temperatura de 550°C por 20 minutos. As barcas
foram novamente esfriadas até a temperatura ambiente em dessecador e pesadas em
balanca analitica. O peso desta amostra, descontado o peso do cadinho, corresponde ao
teor de sélidos fixos totais (SFT) na amostra de agua residuaria. A massa de particulas
organicas presentes nas amostras que se volatilizaram na mufla corresponde a diferenca
entre o peso de ST determinados apds secagem e 0 peso medido apds a mufla.

A 4gua residuaria bruta foi filtrada em membrana de fibra de vidro (47 mm de

didmetro - Millipore) para quantificar os Solidos em Suspensdo (SS), Sélidos em
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Suspensdo Fixos (SSF) e Solidos em Suspensdo Volateis (SSV). Os solidos em
suspensdo sdo as substancias que, apds a filtracdo e secagem, permanecem retidas na
membrana. Os sélidos em suspensao fixos sdo as substancias que permaneceram retidas
na membrana apoés a filtragdo, a secagem e a calcinagdo em forno mufla de 550°C. A
quantidade de SSV é calculada a partir da subtracao do valor de SSF do valor de SS. Os

valores foram expressos em mg/L).
4.2.3 Quantificacao de fosfato

Para quantificacdo de fosfato nas amostras, foi utilizado o método do &cido
ascorbico (APHA, 1995).

Foram preparadas solugGes estoque pela diluigdo de acido sulfdrico 6 N (v/v) (>
95%, LabSynth Ltda., Diadema, SP, Brasil), molibdato de amonio 2,5 mg/L (> 99%,
VETEC), acido ascorbico 10 mg/L (= 99%, LabSynth) e acido cloridrico 0,5N (v/v)
(36,5 — 38,0%, LabSynth) em agua destilada.

Para confeccdo da curva padrdo utilizou-se fosfato de sodio monobaésico
(NaH,PQ,4, > 98%, LabSynth), nas seguintes concentracfes de Pi: 5.0, 2.5, 1.25, 0,625,
0,3125, 0,156, e 0.078 pg/mL obtida através de diluicdo de solucdo estoque preparada
por diluicdo de 1 g de NaH,PO, em agua deionizada, que foi usada como solucdo-
padréo livre de Pi.

Preparou-se o reagente de trabalho misturando 1 volume de &cido sulfurico 6 N,
1 volume de 2,5 mg/L de molibdato de aménio, 1 volume de &cido ascorbico 10 mg/L e
2 volumes de agua deionizada. Este reagente sempre foi usado imediatamente apos o
preparo.

As amostras foram transferidas para tubos de ensaio, pipetando-se aliquotas de
1,0 mL de cada amostra, e adicionando-se em seguida 1,0 mL do reagente de trabalho.
Os tubos foram tampados com parafilme, misturados no vértex (marca Phoenix) e
incubados em estufa a 37°C durante uma hora.

Apos a incubacdo, o fosforo foi quantificado em espectrofotdbmetro no

comprimento de onda 820 nm, utilizando cubeta de polietileno com volume 2 mL.
4.2.4 Quantificacdo de carboidratos / acucares

Para a quantificacdo de carboidratos foi utilizado o método descrito por Dubois

(1956). A curva padrdo foi preparada com solucéo estoque de glicose na concentragao
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de 1 mg/mL. As concentracfes utilizadas na curva foram 10, 20, 40, 60, 80 e 100
ug/mL.

A vidraria utilizada neste ensaio foi deixada de molho por 24 horas em solugédo
contendo peroxido de hidrogénio (3%) e hidroxido de sédio (10 M), e em seguida, foi
enxaguada em agua ultrapura.

A amostra foi transferida (1 mL) para tubos de ensaio e posteriormente
adicionou-se 500 pL da solucdo fenol (5% - diluido em &gua ultrapura) e 2,5 mL de
acido sulfarico (95% de pureza - Synth).

Os tubos foram mantidos em repouso por 10 minutos na temperatura ambiente
antes da analise da absorbancia da amostra no comprimento de onda de 490 nm.
Utilizou-se agua ultrapura para o branco.

4.25 Quantificacdo de proteinas

Proteinas foram analisadas pelo método de Bradford (1976). Para preparo do
reagente de Bradford, 100 mg de Coomasie blue G250 foram transferidos para um baldo
volumétrico de 50 mL e o volume completado com éalcool 95%. Em seguida, esta
solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L com 100 mL de acido
fosforico (85%). O volume foi completado com agua destilada. Esta solucéo foi filtrada
em filtro Whatman n°l1 e armazenada em frasco Schott, coberto com papel aluminio e
deixado em geladeira até a sua utilizacéo.

Para preparo da curva padrdo, 10 mg de BSA foram diluidos em um volume
final de 10 mL de agua destilada (1 mg/mL de BSA). Volumes de 10, 20, 40, 60, 80 e
100 pL desta solugdo foram transferidos para frascos de vidro de rosca de 20 mL, sendo
estas aliquotas completadas para o volume final de 100 uL com &gua ultrapura. Em
seguida foram adicionados 5 mL do corante de Bradford. Ap6s 10 minutos, todas as

amostras foram analisadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 595 nm.
4.2.6 Alcalinidade por titulagio

Para realizar a quantificacdo da alcalinidade das amostras, utilizou-se 0 método
de titulacdo com &cido sulfurico descrito no manual pratico de analise de agua do
Ministério da Saude e Fundacdo Nacional de Saude (BRASIL, 2009).

Inicialmente foi preparada a solucdo indicadora de verde/vermelho dissolvendo

20 mg de vermelho de metila e 100 mg de verde de bromocresol em 100 mL de &lcool
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etilico 95%. Em seguida, 3 gotas desta solugéo indicadora foram adicionadas a 50 mL
da amostra em um Erlenmeyer (com volume de 250 mL).

Preparou-se a solucdo de titulagdo com &cido sulfurico na concentracdo de 0,02
N, e transferiu-se para uma bureta de 50 mL. Esta solucdo foi gotejada na amostra até a
mudanca de cor azul-esverdeada para rosa. Anotou-se o volume gasto de acido sulfarico

e calculou-se pela formula abaixo a alcalinidade da amostra.

Equacdo 2: Alcalinidade total em mg/L de CaCO3; = Volume gasto de acido sulfurico

em mL x 20.

4.3.7 Carbono Orgénico Total (COT)

Carbono Total (CT), Carbono Inorganico (IC) e Carbono Organico Total (TOC)
foram determinados no analisador TOC-L (marca Shimadzu, Japéo), no qual o carbono
organico é convertido em CO, por combustdo catalitica a 680°C. O CO, é analisado em

detector de infravermelho ndo dispersivo (NDIR).
4.2.8 Quantificacéo de nitrogénio total

Para determinagcdo de nitrogénio total, utilizou-se o meétodo proposto por
Kjeldahl (APHA, 2012; GALVANI e GAERTNER, 2006).

O metodo se baseia na decomposicdo da matéria organica por meio da digestédo
em meio &cido (&cido sulfurico concentrado), na temperatura de 400°C e na presenca de
sulfato de cobre, que atua como catalisador da reacdo para conversao do nitrogénio
organico para nitrogénio amoniacal.

A amostra foi tamponada em pH 9,5 com tampdo borato para evitar a hidrélise
de tiocianatos e outros compostos organicos, e em seguida destilada. Os vapores foram
condensados em solucgdo de acido bérico. A faixa de concentracdo para esta analise foi
de 5 a 100 mg de N-NH,/L.

4.2.9 Analise de gases

Utilizou-se a Cromatografia Gasosa (GC) - Detector de Condutividade Elétrica
(GC - TCD) (marca Perkin Elmer Arnel, modelo Clarus 500, Estados Unidos,

Cleveland) para identificar os gases produzidos pelas bactérias no momento da
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recuperacdo do coagulante. O gas de arraste utilizado por este equipamento foi o
argdnio, com uma coluna empacotada Hayesep DB, nas medidas de 6 pés x 1/8 x 2 mm.

Inicialmente foram realizadas corridas cromatograficas com diéxido de carbono
(CO,) e o0 metano (CH,) puros para determinar o tempo de retencdo. Apos a leitura
separada de cada gas, foi analisada a mistura destes dois gases com a finalidade de
avaliar se o0 tempo de retencdo permaneceria 0 mesmo quando analisados
conjuntamente. Em seguida, foi analisado o gas produzido pelas bactérias nos ensaios

de recuperacéo do ferro.

4.2.10 Analise de metais no sobrenadante dos ensaios de recuperacdo de

coagulantes

Para avaliar se as bactérias redutoras de ferro também solubilizariam metais
presentes no lodo de coagulacdo, foi realizada a analise dos metais no sobrenadante
contendo o ferro recuperado através da Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES Agilent Technologies, modelo 710, Estados Unidos,
Califérnia) do laboratério LAREX do Departamento de Engenharia Quimica. Os metais
analisados foram prata, aluminio, ouro, calcio, cadmio, cobalto, cromo, cobre, indio,

magnésio, manganés, sodio, niquel, chumbo, estanho e zinco, expresso em mg/L.

4.2.11 Identificagdo de microrganismos redutores de ferro em minério de ferro
por MALDI-TOF

Inicialmente foram enriquecidas bactérias redutoras de ferro de amostras
ambientais, estas bactérias foram mantidas em microcosmos contendo minério de ferro.
Trés morfotipos diferentes de bactérias presentes em microcosmos foram isolados e
identificados por meio da técnica de MALDI-TOF e em seguida por sequenciamento.
As bactérias identificadas foram Bacillus circulans (identificada por sequenciamento
16S e MALDI-TOF), Clostridium beijerinckii e Klebsiella oxytoca (estas duas foram
identificadas somente com MALDI-TOF). Em seguida, foi avaliada a capacidade destas
trés bactérias redutoras de ferro em reduzir o Fe presente no lodo coagulado,

denominadas de grupo consorcio.
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4.2.12 ldentificacdo das bactérias redutoras de ferro por sequenciamento de nova

geracao

As amostras contendo bactérias redutoras de ferro, provenientes da
remobilizacdo do coagulante, foram centrifugadas por 5 minutos na rotacéo de 6.800 g e
na temperatura de 4°C. Apds a centrifugacdo a amostra precipitada foi utilizada para
extracdo, uma aliquota de 200 mg. Nesta amostra precipitada foi adicionado 30 pL de
DEPC, 797 uL de solucdo contendo espermidina (5 mM de espermidina em 20 mM de
Bis-Tris propano em pH=6,9) e 206 pL de solucdo EDTA na concentracdo de 500 mM.
Esta mistura foi homogeneizada com a ponteira até a dissolucdo total da amostra
precipitada. O homogeneizado foi transferido para tubos de polipropileno com rosca,
compativeis com equipamento Precellys 24 (BertinCorp. — Franga, Montigny-le-
Bretonneux, Franca), contendo 0,5 gramas de esferas de vidro com 0,2 mm de diametro
tratadas com DEPC 0,1%, para lisar as bactérias pela tecnica de “Beadbeater”. A
amostra foi submetida a trés ciclos de 45 segundos na poténcia 4,5 (equivalente a uma
rotacdo de 4500 rpm). Imediatamente apos a lise o tubo contendo a amostra foi resfriado
em gelo por 1 minuto. A amostra foi concentrada por centrifugacdo a 10.000 x g, na
temperatura de 4°C e por 10 minutos. O sobrenadante foi coletado e dividido em
porgdes iguais para tubos de polipropileno de 2 mL. Foi adicionado 1 mL de Trizol
(TRI Reagente, Invitrogen Life Technologies, Brasil). Os tubos foram agitados em
vortex vigorosamente por 2 minutos e aquecidos a 65°C por 10 minutos. Posteriormente
adicionou-se 400 uL de cloroférmio a cada tubo e agitou-se vigorosamente. As
amostras foram centrifugadas a 18.000 x g, por 5 minutos e na temperatura de 4°C. Em
seguida, a fase aquosa (contendo o0 RNA) foi retirada cuidadosamente para preservar a
fase intermediaria e a do fundo. Adicionou-se 0 mesmo volume de isopropanol e 0s
tubos foram invertidos manualmente por algumas vezes para a completa
homogeneizacdo. A mistura foi mantida sobre a bancada por cerca de 10 minutos. Apds
esse periodo a amostra foi centrifugada a 18.000 x g por 5 minutos, na temperatura de
4°C. O sobrenadante foi descartado com o auxilio de pipeta. Adicionou-se ao
precipitado 500 pL de alcool 70% para remover os sais. Homogeneizou-se suavemente
e centrifugou-se a 18.000 x g, na temperatura de 4°C por 5 minutos. O tubo contendo a
amostra precipitada foi emborcado em lenco de papel por aproximadamente 3 minutos
para secagem. O precipitado foi ressuspendido em &gua ultrapura e armazenado em

freezer a -20 °C.
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4.2.12.1 Tratamento com DNAse

As amostras contendo RNA foram tratadas com Turbo DNA-free™ (Thermo
Scientific) de acordo com instrucdes sugeridas pelo fabricante para a eliminagdo de
qualquer resquicio de DNA que porventura possa ter sido coextraido. As quantificacdes
do produto de extracdo de rRNA e de sintese de cDNA foram realizadas por
espectrofotometria, no comprimento de onda de 260 nm, por meio do equipamento
Nanodrop ND-1000, expresso em pg/mL.

4.2.12.2 Purificacdo do RNA
As amostras de RNA foram purificadas com o kit RNeasy Min Elute Cleanup

(Qiagen) de acordo com as instrucOes sugeridas pelo fabricante.

4.2.12.3 RT-PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction)

As reacdes de transcricdo reversa foram realizadas com aliquotas de 2 ug de
RNA e processadas de acordo com as instrucGes sugeridas pelos fabricantes da enzima
Super Script Il (Invitrogen) com o iniciador 909 R (5 CCG TCA ATT YHT TTR
AGT 3’; PINTO e RASKIN, 2012).

Na reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores para a regido hipervariavel
V3-V5 modificados (338F1 - 5° CCT ACG GGR GGC AGC AG 3’, 338F2 - 5’ACW
YCT ACG GRW GGC TGC 37, 338F3 - 5" CAC CTA CGG GTG GCA GC 37, 909R -
5" CCG TCA ATT YHT TTR AGT 3’; PINTO e RASKIN, 2012). Essa regido foi
escolhida por possuir alta correlagdo filogenética em correlacdo ao gene rRNA 16S e
pelos bons resultados de classificacdo bacteriana (PINTO e RASKIN, 2012; YOUSSEF
et al., 2009; HERLEMANN et al., 2011; SCHLOSS, 2010). Outra caracteristica que
favoreceu a escolha foi por possuir tamanho de sequenciamento compativel com o kit
MiSeq Reagent v3, que possibilitou a leitura da regido amplificada V3-V5 (571 bp). As
reacOes de PCR foram efetuadas segundo KOTEWICZ (1985), com 0s seguintes
componentes: 2 uL do produto da reagdo de transcrigdo reversa foram adicionados a 5
pL de tampédo de PCR 10X Invitrogen (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, SP,
Brasil), 1,5 L de MgCl, (25 mM - Invitrogen), 1 uL de dNTPs (10 mM de cada -
Invitrogen), 2 U de Taq Polimerase (Invitrogen), 1 uL de cada iniciador (10 uM — IDT -
Integrated DNA Technologies), e agua ultra pura (Invitrogen) até o volume final de 50
pL. A reacdo de amplificacdo foi realizada no termociclador Eppendorf Mastercycler
Gradient (Eppendorf AG, Hamburg, Germany). As condi¢cbes de amplificagéo

empregadas foram: desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 62,5 °C por um
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minuto, extensdo a 72°C por 45 segundos, durante 15 ciclos. Ao controle negativo
foram adicionados 2 pL de dgua ultrapura (Invitrogen), para a averiguacdo da auséncia
de contaminantes de DNA dos reagentes. O cDNA sintetizado foi analisado por corrida

de eletroforese em gel de agarose 1% (Invitrogen).

4.2.12.4 Processamento por bioinformatica e banco de dados

Foi implementado um pré-tratamento manual utilizando a ferramenta QIIME. Os
arquivos foward.fasta e reverse.fasta gerados pelo sequenciamento no MiSeq foram
unidos em um unico arquivo. Foram testados diferentes valores de similaridade para a
regido de sobreposicdo, sendo que o valor de 50% permitiu o pareamento entre as duas

sequéncias sem perda amostral significativa.
4.2.13 Estatistica

Para avaliar a relevancia dos dados foram realizadas analises estatisticas
utilizando ANOVA (p < 0,05), que foi executado por meio do programa disponibilizado
no programa Excel (Microsoft Excel, 2007). Foram considerados valores de F maior
que o F critico, diferentes estatisticamente. A compara¢do de médias com diferenca
estatisticamente significativa no teste ANOVA foi realizada pelo o teste Tukey

(Oneway, p < 0,05), utilizando o software PAST disponivel na rede sem custo.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Coagulacéo

O menor valor de turbidez foi obtido com FeCl;z na concentracdo de 60 mg/L de
Fe (1,63 NTU, Figura 27). A reducéo de turbidez foi de 99% para FeCls, de 81% para
FeCl,, 33% para FeSO, e 19% para Fe,(SO4); na concentragéo de 60 mg/L de Fe.
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Figura 27 — Remocdo da turbidez da agua residuaria tratada com diferentes coagulantes. Os
coagulantes testados foram FeCls, FeCl,, FeSO, e Fe,(SO,4)s. As concentracdes
avaliadas foram 1, 10, 20, 40 e 60 mg/L de Fe.
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Amostras de agua residuaria tratadas com FeCls, FeCl,, FeSO,, Fey(SO4)s

apresentaram coloragdes distintas. A auséncia de cor somente ocorreu para FeCls

(Figura 28).

Figura 28 — Ensaio em Jar Test com diferentes coagulantes FeCls, FeCl,, FeSO,, Fe,(SOy)s.
Fe ap6s 10 minutos de decantacdo. Da direita para a esquerda as concentragdes
utilizadas foram 1, 10, 20, 40 e 60 mg/L de Fe. A - FeCls; B - FeCly; C - FeSOy;
D - FeZ(SO4)3.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Para avaliar outras caracteristicas da agua residuaria ap6s o tratamento foram
selecionados apenas os coagulantes FeCls e FeCl, por apresentaram a maior remogéo da
turbidez e as menores coloragdes. As concentracdes selecionadas foram 40 e 60 mg/L
de Fe, que também seguiram o mesmo critério de escolha. Em seguida foi avaliada a
remoc&o de solidos com os coagulantes nas concentracdes selecionadas.

A remocdo de solidos totais, volateis e fixos foi menor com FeCl, quando
comparado com o coagulante FeCl;. Ndo houve diferenca estatistica na remocao de
solidos entre as duas concentragcfes de 40 e 60 mg/L avaliadas para o coagulante FeCls
(Figura 29).
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Figura 29 - Porcentagem de remocdo de Sélidos Totais (ST), Sélidos Fixos Totais (SFT) e
Solidos Volateis Totais (SVT) de agua residuéaria tratada com FeCl, e FeCl; nas
seguintes concentracdes 40 e 60 mg/L de Fe. Ensaio realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Apesar das concentragdes de 40 mg/L e 60 mg/L de FeCl; apresentarem as
mesmas porcentagens de remog¢do de solidos, adotou-se na sequéncia do trabalho a
concentragdo maior (60 mg/L) devido a maior reducdo de turbidez obtida nesta
concentracédo (99%).

Né&o foi preciso adicionar nenhum alcalinizante nos ensaios de coagulagéo, pois
a adicdo de FeCl; a amostra de &gua residuéria alterou o pH de 7,4 para 6,1, mantendo-o
dentro da faixa de pH entre 4 e 6,5, considerada ideal para coagulacdo quimica
(STEPHENSON e DUFF, 1996).

Realizando o balango de massa constatou-se que a somatéria do fosfato presente
no lodo coagulado correspondia a quantidade contida na amostra de agua residuaria
bruta solubilizada. Foram removidos 98% do fosfato presente no efluente com 60 mg/L
FeCl3 (Figura 30).
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Figura 30 — Remocado do fosfato presente em 2 litros de amostra de agua residuaria com 60
mg/L FeCls. Ensaio realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

A reducéo na concentracdo de carboidratos da fracdo liquida de agua residuaria
foi de 85%, utilizando 60 mg/L de FeCl; (Figura 31).

Figura 31 — Carboidratos na &gua residuéria bruta, no lodo coagulado e no sobrenadante do
lodo coagulado apds coagulagdo com 60mg/L FeCl;. Ensaio realizado em
triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

A remocdo de proteinas presente na amostra também foi expressiva com 60
mg/L FeCls (Figura 32).
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Figura 32 — Proteinas no efluente bruto, lodo coagulado com FeCls (60 mg/L) e sobrenadante
do lodo coagulado.Ensaio realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

A coagulacdo reduziu significativamente a alcalinidade da amostra (Figura 33).

Figura 33 — Alcalinidade do efluente bruto e do sobrenadante do lodo coagulado.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Nitrogénio organico e amonia foram os Unicos pardmetros analisados que
permaneceram praticamente inalterados no sobrenadante apds a coagulagdo com 60
mg/L de FeCls (Figura 34).
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Figura 34 — Nitrogénio organico e aménia em agua residuaria antes e apés a coagulacéo.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Os resultados obtidos na coagulacdo de agua residuaria do CRUSP com 60 mg/L
de FeCl; demonstram a eficacia deste coagulante para remocao de solidos totais, fosfato,
carboidratos e alcalinidade da agua residuaria.

Em seguida foi avaliada a capacidade das bactérias redutoras de ferro em
recuperar (remobilizar) o ferro utilizado como coagulante do lodo coagulado. O grupo
consorcio foi obtido em ensaios utilizando minério de ferro como aceptor final de
elétrons, 0 outro grupo sdo microrganismos presentes na propria agua residuéria
proveniente do CRUSP.

4.3.2 Remobilizacdo do ferro coagulado

No ensaio com pH =3 os valores de ferro em solucdo ndo apresentaram
diferencas estatisticas nas primeiras 120 horas de incubacdo entre o controle, o
consorcio e as bactérias da amostra de agua residuaria (Figura 35), mas ap0s 312 horas
ocorreu um aumento da concentracdo de ferro para a amostra contendo bactérias da
agua residuaria. O grupo consércio possuia trés bacterias (Bacillus circulans,
Clostridium beijerinckii e Klebsiella oxytoca), isoladas e identificadas como redutoras
de ferro. A recuperacdo de ferro obtida por bactérias presentes na gua residuaria foi de
63 mg/L, apds 312 horas.
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Figura 35 — Producdo de ferro sem adicdo de fontes de carbono em pH = 3. Foram avaliadas
as bactérias presentes da prdpria amostra, do consorcio e do controle.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

No ensaio de remobilizacdo do ferro coagulado em pH= 5, 0 grupo contendo as
bactérias da propria amostra foi mais eficiente, permitindo a recuperacdo de 29% do
ferro do coagulante incorporado no depdsito, sem adicdo de doadores de elétrons
externos. Este percentual de 29% na recuperagédo do ferro coagulado foi semelhante ao
obtido nas amostras com pH = 3, porém com a adi¢cdo de um volume bem menor de
acido para ajustar o pH.

Para o grupo controle, houve uma elevada concentracdo de ferro no tempo
inicial (tempo zero). Isto porque, durante a esterilizagdo, o liquido sofreu fervura
causando a agitacdo do meio liquido, o que levou a ressuspensao do ferro decantado, e
consequentemente um maior teor de ferro em suspensdo. Apés 24 horas, o teor de ferro

baixou para valores ndo detectaveis (abaixo de 1 mg/L) no grupo controle (Figura 36).
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Figura 36 — Remobilizacdo do Fe em pH= 5, sem adicdo de fontes de carbono.Foram
utilizadas como in6culos as bactérias da propria amostra e do consércio. Para o
grupo controle foram esterilizadas as amostras. Ensaios realizados em triplicatas.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Para verificar se as bactérias redutoras de ferro presentes na agua residuaria
seriam capazes de remobilizar novamente o ferro coagulado, elas foram reinoculadas
em uma nova amostra de agua residudaria coagulada e ndo estéril. Paralelamente, outro
ensaio avaliou a atuacdo das bactérias presentes na agua residuaria recém coletada,
neste ensaio estas bactérias “frescas” foram chamadas de bactérias novas. A media de
recuperacdo para as bactérias novas foi de 20%, engquanto que, para 0 conjunto das
bactérias novas com as anteriores, a média foi de 14% (Figura 37). Houve diferenca
estatistica apenas nos tempos de 10 e 15 dias entre as bactérias novas e o conjunto das
bactérias novas com as anteriores, mas ap6s 30 dias a recuperacao de ferro apresentou

valores iguais estatisticamente para ambas as amostras.
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Figura 37 — Analise do ferro total nas amostras: controle (esterilizado), bactérias presentes na
prépria amostra de agua residuéria e bactérias presentes no ensaio anterior (2 mL)
junto com as bactérias presente da agua residuéria. Sem adi¢6es de doadores de
elétrons externo.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

A concentracdo de proteinas durante a recuperacdo do ferro permaneceu
praticamente inalterada durante os 14 dias de ensaio, as diferencas das médias nédo

foram estatisticamente relevantes (Figura 38).

Figura 38 — Andlise de proteinas durante a recuperacdo do ferro no grupo controle e no grupo
contendo bactérias redutoras de ferro. Realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Durante a remobilizacdo de ferro da fracdo coagulada, as bacterias redutoras de

ferro presentes na amostra metabolizaram compostos organicos utilizados como
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doadores de elétrons. O teor de carboidratos da fracdo coagulada foi reduzido de 350
mg/L para 150 mg/L durante os primeiros 3 dias de cultivo e permaneceu constante
durante os préximos 11 dias (Figura 39). Houve a recuperacdo de 29% do ferro no

grupo contendo bactérias redutoras de ferro.O valor de pH nestes ensaios foi 6.

Figura 39 — Consumo de carboidratos e producdo de ferro no decorrer do experimento do
reciclo em amostras controle e amostras contendo bactérias redutoras de ferro.
Ensaios realizados em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Como a remobilizacdo do ferro ndo ultrapassou 29% nos ultimos ensaios
realizados, avaliando-se somente os carboidratos da propria agua residuaria em
diferentes valores de pH, optou-se por realizar um novo ensaio com adi¢édo de diferentes
fontes de carbono.

Inicialmente foram testados o acetato e a glicose como fontes de carbono na
concentracédo de 1 g/L em pH=5.

A porcentagem de recuperacdo de ferro na forma de Fe (Il) foi muito baixa
utilizando acetato como fonte de carbono, tanto para as bactérias da prépria amostra de
agua residudria quanto para o consorcio, nao passando de 4% (Figura 40). Nao houve
diferenca estatistica para as bactérias da propria amostra de agua residuaria e do

consorcio na recuperagao do ferro.



85

Figura 40 — Porcentagem de recuperacdo do ferro na presenca de acetato como fonte de

carbono (1 g/L), utilizando bactérias da propria amostra e bactérias do consércio.
Realizado em triplicata.

Acetato (1 g/L)

wv
1
—_

H
1

Porcentagem Recuperada (%)
w

0 24 48 120
Tempo (horas)

=@==PBactérias da amostra === Consoércio

Fonte: ORTIZ, 2018.

Utilizando glicose como doador de elétrons (1 g/L), a porcentagem de
recuperacdo foi de 40% para bactérias do consorcio e 30% para as bactérias da propria
amostra, permanecendo constante apds 96 horas de ensaio no pH =5 (Figura 41).

Figura4l - Recuperacdo do ferro utilizando glicose como fonte de carbono (1 g¢/L).
Utilizaram-se como indculo as bactérias presentes da propria amostra de &gua
residuaria e bactérias do consorcio.
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Fonte: ORTIZ, 2018.
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A remobilizacdo de Fe (Il) pelo processo bioldgico descrito neste trabalho néo

resultou em transferéncia de metais pesados do material coagulado para a fracéo liquida

(Tabela 3).

Tabela 1. Anélise elementar por Espectrometria de Emissdo Optica (ICP) na fracio

liquida apds recuperacdo do ferro coagulado.

Elementos Concentragao (mg/L)
Ag -0,016*
Al -0,335*
Au 0,092*
Ca 17,9
Cd 0,041*
Co -0,072*
Cr 1,07
Cu -0,12*

In 0,104*
Mg 3,33
Mn -0,561*
Na 55,1
Ni -0,332*
Pb 0,045*
Sn 0,098*
Zn -0,291*

*Concentracdes que estavam abaixo da curva de concentracdo de 1 mg/L.

Fotografias de ensaios com amostras estéreis demonstram que permaneceram

inalteradas durante o periodo do ensaio, conforme esperado (Figura 42 — A).

Nos frascos contendo as bactérias da propria amostra ocorreram diferencas entre

as replicas (Figura 42 — B). Na amostra B ocorreu a ressuspensdo de uma quantidade

maior de agregados formados na coagulacdo. Durante os ensaios foi observada a

producédo de bolhas de gases no interior do deposito de matéria organica coagulada. As

particulas suspensas foram arrastadas, pelas bolhas, para a parte superior dos frascos.

A producdo de bolhas de gas foi ainda maior nos ensaios onde o material

coagulado do esgoto foi misturado com as bactérias do ensaio anterior na remobilizacéo
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do ferro (Figura 43— C), ocorrendo acimulo de solidos na interface liquido/gas nos trés
frascos.

Figura 42 — Comportamento da fracéo liquida e sélida, apds 30 dias de incubagéo a 37°C, sem
agitacdo e com volume para cada frasco de 500 mL. A - Amostras estéreis; B —
Bactérias da prépria amostra; C — Bactérias da prépria amostra com bactérias
isoladas do ensaio anterior da remobilizacéo do Fe.

-

b

Fonte: ORTIZ, 2018.

As Dbolhas produzidas no interior dos frascos de microcosmos sdo gases
formados pelo metabolismo anaerébio dos microrganismos da &gua residudria
incorporados no depdsito da coagulacdo. Para verificar a composicdo qualitativa deste
biogés, as amostras foram analisadas no equipamento de cromatografia gasosa (GC).
Foram realizadas leituras em TCD dos gases dioxido de carbono, metano e da fracdo
gasosa da amostra de recuperacdo do coagulante. A comparacao dos tempos de retengéo
indica que o gas produzido nos ensaios continha metano e CO; (Figura 43, 44, 45 e 46).

Foram realizadas duas leituras para cada tipo de gas (metano e didxido de
carbono) e em seguida ambos os gases foram misturados e analisados.
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Abaixo se encontra o0 cromatograma obtido para o gas didxido de carbono (CO,),
cujo tempo de retengéo que foi de 2,3 minutos (Figura 43).

Figura 43 — Cromatograma do gas diéxido de carbono (CO,).
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0 1 5 6 g 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Time(pin)
Results
Peak No. PeakID Ret Time Height Area Conc.
1 1.328 636.793 7071.260 1.2006
2 24168.727 560446.875 95.1549
3 9252 994277 4350.616 0.7387
4 9.470 3610737 17115.043 2.9059
Total 29410534 588983.794 100.0000

Fonte: ORTIZ, 2018.

Em seguida, foram realizadas duas leituras para o gas metano (CH,, Figura 44).
O tempo de retencdo foi de 9,7 minutos, obtido nas duas réplicas.
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Figura 44 — Cromatograma do gas metano (CHy).
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1 1328 354741 T161.478 1.7424

2 9248 695.8092 3532.604 0.8395

3 9477 2463.781 11979.484 2.9147

4 9725 43178.125 388327.188 94 4833
Total 46892540 411000.753 100.0000

Fonte: ORTIZ, 2018.

Fez-se necessério realizar duas novas leituras dos dois gases (CO, e CH,) para
verificar se o tempo de retencdo sofreria variacdo quando estes gases fossem analisados
juntos. O gas dioxido de carbono apresentou uma pequena variacdo no tempo de
retencdo, de 2,3 para 2,5 minutos (Figura 45), resultado considerado confiavel para ser
utilizado nas comparagfes com 0s picos obtidos na amostra.

No caso do gas metano, as variagcdes no tempo de retencdo foram pequenas na
comparacdo com as analises feitas sem a mistura. O valor anterior havia sido de 9,7
minutos, e 0s novos resultados com a mistura foram de 9,7 e 9,8 minutos, do que se
conclui que ambos os gases foram considerados confidveis para serem utilizados nas

comparagOes com os picos obtidos pela amostra, conforme se observa abaixo.



Figura 45 — Cromatograma dos gases: metano (CH,) e dioxido de carbono (CO,).

Chromatogram (A0014.dat)
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Peak No. PeakID Ret Time Height Area Cone.
1 1332 587.895 7540.167 1.5686
2 13115.045 218060.750 453636
3 9250 776.023 3385.050 0.7042
4 0.478 2827514 13280250 2.7627
5 0777 31843.125 238420047 49,6000
Total 49148 602 480695 263 100.0000

Fonte: ORTIZ, 2018.
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Por meio de comparacdes do tempo de retencdo, foi possivel confirmar que as

bactérias redutoras de ferro presentes nos ensaios de remobilizacdo produziram apenas

metano (Figura 46).

Figura 46 — Cromatograma do gas da amostra contendo as bactérias redutoras de Fe.

Chromatogram (A0020.dat)
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Peak No. PeakID Ret Time Height Area Conc.
1 1337 1502.274 9029312 1.8529
2 2310 1508.684 8690.606 1.8796
3 2538 5735.071 35202.090 7.6330
4 42630.117 409348781 88.5345
Total 51376.146 462360989 100.0000

Fonte: ORTIZ, 2018.
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4.3.3 Oxidacao do ferro

A formacdo de bolhas de gases, na amostras que continham o ferro recuperado
(descrito anteriormente e observado na Figura 46), causou um arraste de fracoes sélidas
para o sobrenadante. Desta forma, decidiu-se por filtrar a fracdo liquida para separar as
particulas de ferro dos compostos organicos coagulados. Todas as amostras foram
filtradas em membrana de acetato de celulose com porosidade de 3 micras.

Apos a filtragdo, as amostras foram aeradas por uma hora, para que houvesse a
oxidacdo do Fe (I1) para Fe (II1). O principal motivo para a oxidacdo deve-se a espécie
de Fe (1) que apresentou melhores resultados na escolha do coagulante. Durante este
processo, a amostra praticamente translucida (Figura 47 — A) produzida no processo de
recuperacéo de ferro assumiu uma coloragéo amarelo-escuro devido a formagéo de fases

de dxidos de ferro (Figura 47 — B).

Figura 47 - Filtracdo e oxidacdo das amostras. A - Filtracdo das amostras antes da oxidacao;
B — Comparacdes de cores nas diferentes amostras.

Fonte: ORTIZ, 2018.

Legenda: As coloragdes laranja escuro e com turbidez elevada sdo de amostras j& oxidadas e a
amostra central iniciou a oxidacdo. Foi possivel visualizar a olho nu as diferencas de cores nas
amostras antes e depois da oxidacdo. Na amostra do centro o borbulhamento com ar estava na
fase inicial no exato momento da captura da imagem, ja as amostras nas laterais, com coloracéo
laranja escuro, ja haviam sido oxidadas com o aerador.

Os 6xidos de Fe (I11) produzidos na aeracdo do sobrenadante contendo o ferro

recuperado precipitaram apds 30 minutos por sedimentacao natural (Figura 48).
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Figura 48 — Formacdo de 6xidos de Fe (I11) ap6s a aeracdo das amostras e com 30 minutos de
sedimentacdo natural.

Fonte: ORTIZ, 2018.

Os depositos de sedimentacdo de ferro oxidado (Figura 48) foram secados por 3
dias em estufa a 100°C. Apos este tempo, o depdsito contendo Fe (I11) foi pesado em
balanca analitica. Foram obtidos 0,721g em ensaios com bactérias do esgoto e 0,6761g
para amostras inoculadas com organismos de ensaio anterior, ambos resultados do peso
total das amostras. A massa de dxido obtida foi testada como coagulante e os resultados
encontram-se no tépico Aplicacdo do ferro recuperado, mais adiante.

4.3.4 Analise do comportamento microbiano

A percentagem maxima de recuperacdo do ferro foi de 40%, apds 35 dias de
ensaio (Figura 49). Quase metade do coagulante utilizado pode ser recuperado sem
utilizar fontes externas de carbono.
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Figura 49 — Porcentagem de recuperacdo do coagulante (FeCl; — 117 mg) nos grupos controle
(estéril)e reciclo de ferro.

B R NN W W S B
U O L1t O Lt O L1 o uv
1 1 1 1 1 1 1 J

Porcentagem de recuperagdo (%)

0 —o—T—"0——0——0——0———0———0——0——0—0——0—
zero 5dias 10dias 15 dias 20 dias 25 dias 30dias 35 dias 40 dias 45 dias 50 dias

Tempo (dias)

==¢==Controle ferro == Reciclo ferro

Fonte: ORTIZ, 2018.

Para confirmar que na presenca de doadores de elétrons ocorre um aumento na
concentracdo da recuperacdo do ferro coagulado, foram realizados novos ensaios
avaliando o comportamento dos carboidratos, das proteinas e do ferro em diferentes
amostras. As amostras analisadas foram: controle (agua residuaria esterilizada), reciclo
ferro (agua residuaria contendo as bactérias da propria amostra) e bactérias novas e
anteriores (bactérias presentes na propria amostra de agua residuaria e bactérias que
estavam presentes nos ensaios anteriores de recuperacao do Fe).

No decorrer de 39 dias de ensaio ndo foram adicionadas fontes de carbono,
apenas no 40° dia foram adicionados 50 mg/L de glicose para as amostras controle e
reciclo ferro, com a finalidade de verificar se haveria uma maior recuperacdo de ferro
com uma nova fonte de carbono.

No grupo controle, ndo ocorreu solubilizacdo de ferro (Figura 50) e as
concentracdes de acucares e de proteinas também permaneceram estaveis. O aumento
de acgUcares a partir de 45 dias refletiu a adicdo de glicose.
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Figura50 — Amostra controle do ensaio de recuperacdo do coagulante (FeCl; — 117 mg).
Apbs 40 dias foi adicionado 50 mg/L de glicose.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

J& no ensaio de reciclagem com bactérias da propria amostra, a recuperacao
méaxima de 40% foi atingida ap6s 35 dias, mas em 10 dias ja havia uma elevada
porcentagem de recuperacdo (27%). A adicdo de 50 mg de glicose apos 40 dias nédo
resultou em melhora na recuperacéo de ferro (Figura 51). O teor de agUcares na amostra
aumentou nos primeiros 20 dias de cultivo e diminuiu gradualmente ap6s este periodo.

A adicdo de 50 mg de glicose ap6s o 40° dia ndo resultou no aumento da
concentracdo deste acucar na cultura, demonstrando a capacidade de metabolismo

répido.
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Figura5l - Ensaio da recuperacdo do ferro com bactérias da propria amostra de &gua
residudria. Adicdo de glicose (50 mg) ap6s 40 dias de ensaio. Realizado em
triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Para verificar a ocorréncia de enriquecimento de bactérias redutoras de ferro e
uma consequente melhora na recuperacgéo do ferro, foi realizado um experimento onde a
comunidade enriquecida (de um experimento de recuperacdo concluido) foi transferida
para um ensaio preparado com material recém-coagulado. A eficiéncia de recuperagdo
de ferro apoOs este ensaio foi estatisticamente similar a de ensaios conduzidos sem
cultura enriquecida, demonstrando que o processo de enriquecimento ndo resultou em
aumento da populacdo de bactérias redutoras de ferro que catalisam a remobilizacao de
ferro (Figura 52).
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Figura52 — Ensaio de regeneracdo do coagulante (FeCl; — 117 mg), utilizando bactérias
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Para investigar a possibilidade de aumentar a eficacia na recuperacao de ferro do

material coagulado foram testados outros potenciais doadores de elétrons incluindo

sacarose, acetato, glicose e glicerol, todas na mesma concentragcdo de 0,277 mmol. O

grupo controle (estéril) ndo apresentou recuperacdo de ferro, semelhante aos resultados

obtidos nos ensaios anteriores. Entre as culturas que receberam reforco de doadores de

elétrons a recuperacdo de ferro ocorreu nas culturas com glicerol (58%) seguido de

glicose (42%), sacarose (42%) e acetato (26%, Figuras 53). Houve diferenca estatistica

entre as fontes: sacarose, glicose e glicerol.
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Figura 53 - Quantificacdo de ferro no ensaio de regeneracdo do coagulante utilizando
diferentes fontes de carbono (nenhuma — controle, sacarose, acetato, glicose e
glicerol) todos na concentragédo de 0,277 mmol.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

A concentracdo de proteinas nas amostras aumentou somente nos ensaios
conduzidos com acetato e glicose (Figura 54), possivelmente devido ao aumento da
populacdo microbiana nestas amostras.

Figura 54 — Proteinas no ensaio de regeneracdo do coagulante utilizando diferentes fontes de
carbono (controle, sacarose, acetato, glicose e glicerol) todos na concentragdo de
0,277 mmol. Realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

A concentracdo de carboidratos nas amostras diminuiunos ensaios com adicéo
de acetato e de glicose, mas ndo houve alteracdo significativa nos ensaios conduzidos
com glicerol e sacarose (Figura 55). Apesar da diferenga visivel na quantidade de

acucares ndo houve diferenca estatistica entre as amostras.
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Figura 55 — Carboidratos em ensaio de recuperacdo do ferro com diferentes fontes de carbono
(controle - nenhuma, sacarose, acetato, glicose e glicerol) todos na concentragdo
de 0,277 mmol. Realizado em triplicata.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Foi feita analise da comunidade microbiana que remobilizou o ferro utilizando o
glicerol como fonte de carbono. Através da técnica de sequenciamento de nova geracao,
0s géneros de bactérias identificados foram: Propionispira (68%), Acinetobacter (6%),
Desulfobulbaceae (4%), Desulfovibrio (2%), Pseudomonas (2%), Rhodocyclaceae (2%)
e Desulfobulbus (2%, Figura 56).
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Figura 56 — Identificacdo das bactérias remobilizadoras do ferro utilizando glicerol como fonte
de carbono (na concentracdo de 0,277 mmol).
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Fonte: ORTIZ, 2018.

4.3.5 Aplicagdo do ferro recuperado

Nos ensaios realizados para avaliar a eficacia coagulante do ferro recuperado
para tratamento de &gua residuaria, foi necessario filtrar o sobrenadante por membranas
com porosidade de 3um para remover material coagulado suspenso devido ao arraste
causado pela formacdo de gases no interior do lodo de coagulacdo. O processo de
recuperacdo microbioldgica do coagulante solubiliza Fe (lI), que pode ser usado
diretamente como coagulante. Alternativamente, o Fe (I1) pode ser oxidado para Fe (I11)
por meio de aeracdo das amostras filtradas com ar (aeragéo de 270 L/h).

Foi avaliada a eficiéncia de coagulacdo com os seguintes coagulantes em
solucdo: Fe (I1) recuperado adicionado diretamente em contato com a agua residuaria
bruta, Fe (I1) convertido em Fe (Il1l) por meio da aeracdo por 10 minutos antes da
coagulacdo e o Fe (Il) convertido em Fe (Il1) por aeracdo no momento da coagulacéo,
realizado em Jar Test. Como controle foram utilizados o FeCl; na concentracdo de 60
mg/L e a agua residuaria bruta. Nestes ensaios ndo ocorreu reducdo da turbidez da
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amostra (Figura 57). Nos ensaios com Fe (Il) direto e Fe (I11) oxidado os valores de

turbidez foram superiores aos valores de turbidez da 4gua residuéria bruta.

Figura 57 — Ensaio de coagulacdo utilizando as diferentes formas férricas do ferro reciclado.
As formas férricas testadas foram FeCl; (sal), Fe (I1) direto (reciclado), Fe (1)
oxidado (reciclado), Fe (lll) oxidado na coagulacdo (reciclado) e a amostra de
agua residuaria bruta (Bruto). Utilizou 60 mg/L de Fe.
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Fonte: ORTIZ, 2018.

Avaliou-se também a forma insoluvel do ferro remobilizado, secando as
amostras em estufa a 100°C, antes e ap0s a oxidacdo. O ferro remobilizado antes da
oxidacdo (Fe Il) foi descartado devido as condi¢Bes que apresentou pegajoso, dificil de
remocao do cadinho. J& o ferro remobilizado e em seguida seco (p0) reduziu a turbidez
da agua residuaria do CRUSP em 85%, e em 98% para o coagulante FeCl; (novo),
ambos na concentracdo de 400 mg/L de Fe (Figura 58). Esta diferenca foi
estatisticamente relevante (p<0,05).
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Figura 58 — Avaliacdo da capacidade de coagulacao do ferro recuperado e do coagulante novo
em reduzir a turbidez da agua residudria do CRUSP, na concentracdo de 400
mg/L de Fe. Realizado em triplicata.

250 -+

200 -
=)
g 150 -
N
(]
T
£ 100 -
>
[

50 -

0 - . _ . ———
Agua residuéria bruta Apds precipitacdo com Fe Com coagulante
recuperado

Fonte: ORTIZ, 2018.

4.4 DISCUSSAO

4.4.1 Remobilizacéo bioldgica do coagulante a base de Fe

A literatura que trata da recuperacdo do coagulante de lodos originados no
tratamento de esgoto contém somente relatos de procedimentos quimicos ou fisicos para
realizar tal recuperacdo. Neste ponto, este trabalho é inovador ao realizar a recuperacao
do coagulante que foi utilizado no tratamento de &gua residudaria através de processo
biotecnoldgico. Ivanov e colaboradores (2009) relatam o emprego de bactérias redutoras
de ferro para mobilizar o ferro soltvel a partir de minério de ferro, para entdo utiliza-lo
como coagulante no tratamento de &guas residuarias.

Em comparagdo com a recuperacdo de coagulantes utilizando compostos
quimicos, a recuperacdo microbiana, obtida neste trabalho, se mostrou mais eficaz por
ndo depender da acidificacdo do meio para que o ferro coagulado seja remobilizado
pelas bactérias. Por exemplo, a recuperacdo &cida de coagulantes em lodos contendo
hidroxido de ferro [Fe(OH)s], segundo Pigeon e colaboradores (1978), além de
apresentar uma eficiéncia de aproximadamente 50%, é mais complexa: € necessario

baixar o pH (em torno de pH =2) e reduzir o Fe (1l1) para Fe (Il), aumentando assim a
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solubilidade e, consequentemente, facilitando a recuperacéo do ferro presente no lodo.
Em seguida, utilizam-se oxidantes para obter novamente o Fe (l11).

Outro aspecto no qual a recuperacdo microbiana do coagulante se mostrou mais
eficiente foi a baixa remobilizacdo de metais pesados. Estes metais s&o comumente
solubilizados quando realizada a recuperacdo de coagulantes utilizando compostos
quimicos (XU et al., 2009; AWWA, 1987). A remobilizacdo &cida, por exemplo,
solubiliza tanto o elemento de interesse como também metais considerados toxicos a
salde humana e ao meio ambiente, como chumbo, manganés e cromo (XU et al., 2009).
A concentracdo de metais presentes no efluente ird depender de cada amostra, do seu
local e da caracteristica do lodo (ANDREOLLI et al., 2001). A regulamentagdo quanto as
concentragfes maximas de chumbo permitidas ira depender da legislacdo de cada pais
ou estado. Por exemplo, na Alemanha a concentracdo maxima permitida é de 0,04
mg/L. No estado do Arizona (EUA), sdo permitidos 0,02 mg/L de chumbo. No Brasil, a
concentracdo permitida depende da origem da agua: 0,03 mg/L para a agua doce e 0,01
mg/L para a 4gua salobra (MELO et al., 2004).

Nesta pesquisa ndo foram levantados os dados de reducdo do volume do lodo
apos a recuperacdo do coagulante. Xu e colaboradores (2009) constataram uma reducgéo
de 35,5% do lodo descartado ao realizarem a remobilizacdo &cida, um indicativo de
como a remobilizacdo microbiana, assim como a &cida, pode reduzir os gastos com
transporte e descarte do lodo em aterros sanitarios.

Um fator adicional que contribui para a diminuicdo da quantidade de lodo apds a
remobilizacdo microbiana de coagulantes com bactérias redutoras de ferro € o consumo
de matéria organica no processo. Nesta pesquisa,foi constatada redugdo de 50% dos
compostos organicos da fracdo coagulada presentes na agua residuaria. Segundo De
Morais e colaboradores (2017) é possivel reduzir entre 70% e 90% da matéria organica
no processo de biodigestdo anaerdbia, gerando também fertilizante organico de 6tima
gualidade e metano.

Visando uma melhoria na eficdcia da remobilizacdo do coagulante pelas
bactérias, e tomando por base que outros trabalhos adicionaram fontes de carbono ao
tratar da reducdo do ferro por bactérias, esta pesquisa avaliou as seguintes fontes e seu
comportamento com o grupo microbiano presente nas amostras de agua residuaria do
CRUSP: glicose, sacarose, glicerol e acetato. Logo num primeiro momento, ap0s 0s
primeiros ensaios, descartaram-se a sacarose e 0 acetato por terem apresentado menor

eficacia em termos de producéo de ferro.
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A glicose é uma fonte de carbono muito rica em energia e que muitos
microrganismos utilizam como doador de elétrons, o que a tornaria a fonte ideal. No
entanto, verificou-se que ela foi rapidamente degradada, provavelmente devido a uma
competicdo entre os diversos microrganismos por esta fonte de carbono, e
consequentemente as bactérias redutoras de ferro ndo aumentaram a reducdo de Fe.

Assim, o glicerol se mostrou a melhor fonte de carbono para melhorar a atuacéo
das bactérias redutoras de ferro, pois para ser degradado ele exige determinadas enzimas
que ndo estdo presentes em todos 0s microrganismos, o que diminui a competicdo por
esta fonte. Segundo Amaral e colaboradores (2009) as enzimas necessarias para utilizar
o glicerol como fonte de energia ou como precursores de moléculas sdo: glicerol

quinase e frutose-1,6-bifosfatase, apresentadas na figura 59.

Figura59 — Enzimas necessarias para utilizar o glicerol como fonte de energia ou como
precursos de moléculas. A - glicerol quinase. B - frutose-1,6-bisfosfatase
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. Fonte: Amaral et al., 2009; Syldatk e Wagner, 1987.

Outro motivo que reforca a escolha do glicerol é o fato de que sua

disponibilidade vem aumentando no mercado brasileiro de biocombustivel (TABOSA et
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al., 2009; CARNEIRO, 2015), o que o torna uma boa opc¢do em termos de economia.
Segundo Amaral e colaboradores (2009), durante a producdo de biodiesel nacional, o
glicerol é um dos produtos gerados que até entdo ndo possuia aplicagdo e preocupava a
salde ambiental, devido ao descarte do excesso deste produto altamente poluidor. A
cada 10 quilos de biodiesel produzido, é gerado 1 quilo de glicerol (AMARAL et al.,
2009). Cabe ressaltar, no entanto, que este glicerol possui impurezas, como
triglicerideos ndo convertidos, metanol ndo convertido, sabonetes e outros
contaminantes (MEHER et al., 2006).

As origens do glicerol podem ser tanto de gordura animal, quanto 6leos vegetais
(TAMPANES et al., 2013). Seu custo médio no mercado € de 10 reais por litrode
glicerol puro (Casa da Quimica Maringa), enquanto que o custo da glicose é de 35 reais
o quilo (Shop Medclean). Quando comparado o valor por quilo de glicerol e glicose,
conclui-se que o glicerol € mais barato. Em ensaios futuros, recomenda-se avaliar o
guanto de glicerol e glicose foram consumidos para comparar o rendimento de cada
fonte de carbono durante a utilizacdo pelos microrganismos.

As bactérias redutoras de ferro também foram capazes de remobilizar o Fe em
40% na auséncia de fontes de carbono externas e 58% na presenca de glicerol: uma
diferenca de 18%. Isto significa que, mesmo sem a otimizacdo da remobilizagédo
realizada com a adi¢éo de fontes de carbono, o processo de remobilizagéo do coagulante
¢ promissor. Neste caso, ndo haveria aumento de custo no processo, e as bactérias
poderiam utilizar a propria matéria organica da agua residuaria.

Apo6s o enriquecimento de bactérias redutoras de ferro constatou-se que néo
houve alteragbes entre o grupo bacteriano enriquecido e 0 ndo enriquecido. Portanto
neste trabalho, bactérias da propria amostra, recém-coletadas de adgua residuaria, podem

ser utilizadas diretamente nos ensaios de remobilizacdo do coagulante.
4.4.2 Analise do sal de FeCl3 utilizado como coagulante

Entre os diferentes coagulantes a base de ferro avaliados, o melhor resultado foi
obtido com FeCls, na concentracdo de 60 mg/L de Fe. Estas analises foram feitas em
agua residuaria do CRUSP, para a qual o FeCls apresentou uma alta remocéo da
turbidez, sem haver alteracdo na coloracdo do sobrenadante.

Em primeiro lugar, é importante levar em conta os valores de turbidez para a
escolha do coagulante. Um segundo critério utilizado para a escolha do coagulante foi o

seu possivel uso em CEPT (Chemical Enhanced Primary Treatment). Isto porque, com
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o surgimento de CEPT, os coagulantes passaram a ser adotados no primeiro momento
do tratamento da agua residudria. Atualmente, os coagulantes mais utilizados em
tratamento de aguas residuarias sdao Aly(SQy)s, FeCls e polimeros organicos (SILVA,
2009; XU et al., 2009; LEE et al, 2014; BRATBY, 2016).

De fato, ainda séo poucos os trabalhos publicados que utilizaram FeCl; como
coagulante em tratamento CEPT. Um deles foi descrito por Olive (2002), que destaca a
importancia da adogédo do tratamento CEPT em cidades litoraneas no Brasil. Na cidade
analisada por ele, Riveira de Sdo Lourenco, a populacdo de aproximadamente 20 mil
habitantes, chega a alcancar 80 mil ou mais durante o verdo. Gracas a adogdo da CEPT,
a planta possui capacidade de atender um fluxo médio de 8,400m* por dia, 0 que
ocasiona na reducdo de 85% de solidos suspensos totais e de 60% da DQO. A
concentracdo de FeCls utilizada era de 50 mg/L e 0,5 mg/L de um polimero anidnico
sintético, e apds o tratamento o efluente era lancado no mar. Lin e colaboradores (2017)
também utilizaram FeCl; (20 mg de Fe/L) como coagulante em CEPT, removendo
75,6% de poluentes organicos e 99,3% de fosfato.

No mesmo estudo, feito com o objetivo de avaliar a degradacdo do lodo em
biodigestores apds o tratamento de CEPT (LIN et al., 2017), analisou-se a utilizagédo
tanto de PACI, como de FeCl; como coagulantes, e foi constatada degradacdo de uma
elevada quantidade de matéria organica com FeCls,mas ndo com PACI. Além disso,
neste trabalho, verificou-se a liberagcdo de fosfato, um fato importante, considerando a
possibilidade de uso deste composto como fertilizante. O FeCl; se liga no fosfato no
momento da coagulagdo, mas durante a biodigestdo do lodo, o fosfato que encontra-se
ligado no Fe é liberado novamente, apds reducgdo do Fe (111) pelas bactérias redutoras de
ferro.

O terceiro critério de escolha do FeCl; como coagulante foi a possibilidade de
recuperacdo do coagulante, descrita no topico anterior: o Fe (l11) pode ser remobilizado
na forma de Fe (ll), que posteriormente pode ser oxidado novamente para Fe (llI).
Existe a possibilidade de realizar o processo inverso, utilizando o Fe (IlI) como
coagulante e recuperando-o como Fe (llI), porém foi escolhido o Fe (II1) como
coagulante devido a maior eficiéncia de sais trivalentes na coagulacdo quando
comparado com sais divalentes, além de que sais de Fe (l1l) sdo mais efetivos do que
sais de aluminio. Segundo Katsiris e colaboradores (1987), isto se deve as cargas

negativas do lodo que necessitam de maior quantidade de coagulantes para
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desestabiliza-los. Ainda outro motivo norteou esta decisdo: a capacidade do Fe (I11) de
ser reduzido por microrganismos em condi¢des anaerobias.

Por ultimo, o FeCl; foi escolhido por uma questdo econdmica. Segundo Lin e
colaboradores (2017), o custo em CEPT, utilizando FeCl; é quase insignificante em
relacdo ao custo total do tratamento de agua residudria: o custo com FeCl; é de
aproximadamente HK$ 4,5/kg de Fe, o custo com CEPT é de $ 0,09/m® de esgoto e 0
custo total em uma ETE é de $ 2,5/m® de esgoto. Segundo o autor, o tratamento
utilizando CEPT € simples e facil de adotar, além de que o lodo gerado pode ser

fermentado e remobilizar o fosfato.
4.4.3 Producéo de metano

O processo de recuperacdo do coagulante Fe (II1) com bactérias redutoras de
ferro, além de regenerar o coagulante na forma de Fe (11), também produziu gas metano
(biogas). H& um interesse econémico neste fato, ja que a sua liberagdo no tratamento
anaerdbio de efluente doméstico produz uma fonte de energia. Além disso, desde que
haja uma destinacdo para este biogés, reduz-se o impacto ambiental, ao evitar que ele
seja liberado diretamente na atmosfera.

Peng e colaboradores (2018) verificaram que a adi¢do de magnetita em lodo de
ETE aumentava a producdo de metano e acelerava a degradacdo da matéria organica.
Isto ocorre porque, durante a digestdo anaerdbia, 6xidos de Fe (lII) promovem a
decomposicdo da matéria organica complexa por bactérias redutoras de ferro (BAEK et

al., 2015) e, portanto, favorecem a atividade de metanogénicas (Figura 60).

Figura 60 — Associacdo de bactérias redutoras de ferro com metanogénicas.
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Cruz Viggi e colaboradores (2014) também observaram um aumento na
producdo de metano na presenca de magnetita. Eles utilizaram propionato como fonte
de carbono e obtiveram um aumento de 33% na produgéo do gas.

Segundo AlSayed e colaboradores (2018), em uma estacdo de tratamento de
agua residuaria, dentre os gases gerados, 70% sdo de metano. AlSayed estimou que na
América do Norte sdo produzidos cerca de 3,90 bilhGes de metros cubicos de metano
por ano em ETE.

4.4.4 Aplicagdo do ferro remobilizado

A coagulacdo do lodo do tratamento de agua residuaria, feita por meio do ferro,
pode ser realizada utilizando as espécies de Fe (1) ou Fe (l11). Ao realizar esta pesquisa,
a conclusdo a que se chegou foi que a espécie mais eficaz foi o Fe (lll), e por este
motivo o Fe (Il) obtido ap6s a remobilizacdo bacteriana foi oxidado por meio de
aeracdo. Segundo Brady (2013), quando o Fe (Il) é oxidado por meio de aeracdo, a
forma encontrada de Fe (I11) é FeOOH, conforme equagédo: 2FeO + 2H,0 - 2FeOOH +
2H" + 2¢”.

O coagulante, remobilizado apds a primeira coagulacdo, permitiu remover85%
de turbidez utilizando uma concentracéo de 400 mg/L de ferro remobilizado, oxidado e
seco em estufa. A tentativa de realizar a mesma coagulagdo com o ferro remobilizado e
soluvel utilizando a concentracdo de 60 mg/L, tanto na espécie Fe (Il) como na espécie
Fe (111 — obtido apos a oxidacéo),ndo resultou em remocéo de turbidez, possivelmente
devido a formacéo de diferentes espécies de ferro durante a remobilizacdo bacteriana.
Segundo Manahan (2016), na presenca do ion hidrogénio e em um meio 4cido redutor, a
espécie predominante é do ion Fe (Il), comum em alguns tipos de aguas subterraneas.
Entretanto, na presenca de sulfato e carbonato, a solubilidade do Fe (Il) fica restrita
devido a precipitacdo do FeS ou FeCOs. Ja em ambientes contendo atividade alta do ion
hidrogénio e em meio acido oxidante, a espécie predominante é Fe (Ill). A espécie
Fe(OH); solido existe em meio oxidante de baixa acidez, e a espécie Fe(OH), ocorre em
meio redutor basico, com baixa atividade do ion hidrogénio e de elétrons. Como a agua
residudria possuia outros elementos quimicos, possivelmente boa parte da espécie de Fe
(I1) remobilizada pelas bactérias redutoras de ferro ja estava associada com outros
elementos, impossibilitando a atuacgdo total do ferro remobilizado como coagulante.
Portanto, para alcancar um resultado satisfatorio de coagulacdo com o ferro recuperado,

seriam necessarias concentracdes elevadas deste ferro.
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A forma como o ferro serd encontrado apds ser utilizado pelas bactérias
redutoras de ferro ira depender do valor do pH da &gua apos a adi¢do do coagulante.
Segundo Calijuri e Cunha (2013), assim que é adicionado a agua, o sal de ferro se
hidrolisa e forma uma série de produtos da hidrolise, como espécies ionizadas e
precipitados insoltiveis de hidroxido de ferro [Fe(OH)s], como mostra a figura 61.
Portanto, a alcalinidade natural da agua possui um papel fundamental no processo de
formacéo do precipitado de hidréxido e das espécies sollveis hidrolisadas de ferro.

Figura 61 — Diagrama de solubilidade do hidréxido de ferro em &gua.

log [Fe (Il)]

Fonte: Calijuri e Cunha (2013) adaptado de AWWA (2010).

4.45 Andlise da comunidade bacteriana

Utilizando a técnica de sequenciamento de nova geracdo foram identificados os
géneros presentes nas amostras que continham glicerol como fonte de carbono. Os
géneros ativos encontrados neste trabalho foram: Propionispira, Acinetobacter,
Desulfobulbaceae, Desulfovibrio, Pseudomonas, Rhodocyclaceae e Desulfobulbus.

A capacidade de reduzir o Fe (IlIl) ja foi descrita para alguns géneros
encontrados na amostra de agua residuaria do CRUSP ap0s a remobilizacdo do Fe
coagulado. O género Desulfobulbacea e possui habilidade de utilizar o sulfato e o Fe
(1) como aceptores de elétrons (HOLMES et al., 2004). Os géneros Desulfovibrio e
Desulfobulbus incluem bactérias redutoras de sulfato com capacidade de reduzir Fe

(111), as bacteérias descritas sdo Desulfobulbus propionicus e Desulfovibrio desulfuricans



109

(LOVLEY et al., 1993). O género Pseudomonas é capaz de reduzir o Fe (l1l) presente
em petroleo bruto (OBUEKWE et al., 1982). O género Rhodocyclaceae possui a
capacidade de utilizar ferridrita ou goetita como aceptor final de elétrons, utilizando
acetato como doador de elétrons (LI e PENG, 2011). O género Acinetobacter foi
descrito como redutor de ferro quando enriquecido com citrato férrico (PAN et al.,
2017). Até o momento, o género Propionispira apresentou maior representatividade com
68%, e ndo existem publicacbes que descrevam a capacidade de reduzir ferro. A
bactéria Propionispira arboris ja foi descrita como capaz de fixar nitrogénio em
anaerobiose (SCHINK et al., 1982).

Os géneros encontrados neste trabalho, que possuem a capacidade de reduzir Fe
durante a digestdo anaerdbia, sdo 0S responsaveis por quebrar a matéria organica
complexa e liberar compostos organicos menos complexos, favorecendo a atividade de
metanogénicas (LIN et al., 2017; BAEK et al., 2015).

45 CONCLUSAO

Bactérias redutoras de ferro sdo capazes de remobilizar o ferro coagulado,
utilizado no tratamento de &guas residuarias. Até o momento, o reindculo destas
bactérias ndo apresentou aumento na remobilizagdo. O consumo de carboidratos,
oriundos da prépria amostra, foi de 200 mg/L e a remobilizacdo foi de 29% de Fe. Os
maiores teores de remobilizacdo foram obtidos com diferentes fontes de carbono, entre
as quais o glicerol obteve maior destaque. Utilizando glicerol como fonte de carbono, a
recuperacdo do ferro foi de 58%. E importante destacar que a remobilizacdo bioldgica
ndo remobiliza metais pesados, diferente da recuperacdo &cida que solubiliza. Nao é
necessario alterar os valores de pH para obter melhores condicdes para as bactérias
redutoras de ferro, o que torna menor o custo de operacdo.Durante a remobilizacdo do
ferro houve a producéo do metano, gas de interesse econdémico.

N&o houve diferenca estatistica entre as concentracdes de 40 e 60 mg/L de Fe
para remocdo de solidos. A escolha da concentracdo foi determinada pela remocdo da
turbidez e o melhor coagulante para agua residuaria do CRUSP foi o FeCl; na

concentragdo de 60 mg/ L de Fe, removendo 99% da turbidez, 98% do fosfato, 85% dos
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carboidratos e 100% de proteinas presentes na agua residuaria. Porem, confirmou-se
que o FeCl; ndo possui agdo coagulante para o nitrogénio e a amonia.

O Fe remobilizado e mantido em solu¢do (60 mg/L) nédo apresentou boa
remocao da turbidez, ndo ultrapassando 8%. Ja o ferro remobilizado, oxidado e seco,
apresentou grande remocdo da turbidez (85%), quando utilizado com elevada
concentracdo (400 mg/L). Neste caso, apesar da concentracdo elevada, se trata de um
coagulante remobilizado e recuperado, ndo exigindo custo adicional. Além disso,
diminui a concentracdo do coagulante que sera descartado como lodo em aterro
sanitario. Portanto, a recuperacdo do coagulante é viavel utilizando microrganismos da
prépria amostra e com um custo menor na recuperacéo, quando comparado com o custo

dos reagentes quimicos utilizados na remobilizagdo &cida.
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