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RESUMO

O residuo alimentar, importante fracdo dos residuos soélidos urbanos (RSU) ¢ considerado
uma fonte renovavel de energia, com potencial para geracdo de metano. Este trabalho
investigou, em uma primeira etapa, os efeitos do aumento da carga organica aplicada a um
digestor anaerdbio (de 18,8 m?) tratando residuo alimentar sobre a composicdo e diversidade
da comunidade microbiana. O digestor foi operado em trés fases operacionais de acordo com
a taxa de carga organica volumétrica (COV) aplicada: fase I (1,2 a 1,7 kg SV L' d); fase II
(1,0a2,4kgde SV L' d"); e fase I1I (1,0 a 1,7 kg SV L™ d). Ao longo destas fases, foram
monitorados parametros fisico-quimicos (pH, relacdo AI/AP, volume de metano produzido e
as concentracoes de solidos), bem como microbioldgicos como a diversidade da comunidade
de bactérias e arquuéias através do sequenciamento de nova geracdo. Na segunda etapa, este
trabalho avaliou (em frascos-reatores de 0,6 L) o efeito da adigao de diferentes concentracdes
de elementos trago (Co, Mo, Fe e Ni), em separado e em conjunto, sobre a digestdo anaerdbia
dos residuos alimentares. Foram avaliados os efeitos da adi¢ao dos elementos traco ¢ das
razdes substrato: inoculo (S/I) de 0,5 e 1,5, sobre o potencial de producdo de metano bem
como sobre a composi¢cdo e diversidade da comunidade microbiana. Os resultados de
monitoramento do biodigestor mostraram estabilidade no desempenho quanto ao rendimento
de metano com COV variando de 1,0 a 2,4 kg SV L™ d”! (fases I e II), comparado com a fase
I (1,0-1,5 kg SV L' d") quando o residuo alimentar apresentou maior acidez. Os resultados
do sequenciamento revelaram alteragdes na composi¢ao da comunidade microbiana em cada
fase operacional. Os filos Firmicutes e Bacteriodetes foram favorecidos, enquanto a
abundancia de Proteobacteria e Chloroflexi diminuiu com maior COV indicando que as
bactérias fermentadoras/ hidroliticas foram selecionadas nessa condigdo. A composi¢do da
comunidade metanogénica sofreu alteragcdes em resposta as mudangas na COV. Methanosaeta
e Methanospirillum dominaram em condi¢des de baixa COV indicando a importancia das
metanogénicas hidrogenotréficas e acetoclasticas para a produgdo de metano nessa condigdo.
Methanosaeta quase desapareceu em condigdes de elevada COV, enquanto Methanoculleus
foi favorecido. As bactérias sintroficas estavam em alta abundancia (> 9%) indicando que
foram importantes para a produgdo de metano. As interagdes sintroficas entre bactérias
produtoras de hidrogénio (Syntrophomonas e Desulfosporosinus) € metanogénicas
hidrogenotroéficas foram evidenciadas com elevada COV. Na segunda etapa, os resultados
mostraram que a adi¢ao de ferro (5,0 mg/L), e niquel (1.0mg/L) em separado e a adicao da
combina¢do de Co, Fe, e Ni (1,0, 5,0 e 0,5 mg/L) tiveram efeito positivo resultando no
incremento da producdo de metano a partir da degradagdo do residuo alimentar. Os resultados
do sequenciamento mostraram que a adi¢do dos elementos traco aumentou a abundancia das
metanogénicas, tanto  acetocldsticas = Methanosaeta,  quanto  hidrogenotroficas
Methanospirillaceae, quando o reator foi operado com a relagdo substrato:indculo (S/I) de
1,5. Para a razao S/I (0,5), a adicdo de elementos trago ndo alterou a abundancia relativa da
maioria dos filos detectados Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Euryarchaeota. Este
trabalho demonstrou o efeito positivo da adi¢do de elementos trago sobre a digestdo
anaerobia, mas o tipo de metal adicionado e as concentragdes foram importantes. Cobalto,
ferro e niquel nas maiores concentragdes tiveram efeito combinado e negativo sobre a
comunidade de metanogénicas. Mas, a adi¢cdo de ferro e cobalto teve efeito positivo sobre a
comunidade de bactérias. A adi¢ao de molibdénio teve efeito significativo superior (51 a 69%,
S/T 1,5) a produgdo de metano em combinacdo com ferro e niquel, comparado com a
combinagdo de cobalto, ferro e niquel (7,5 a 64%, S/I 1,5). Portanto, a adi¢ao dos elementos
traco influenciou no desempenho do digestor alterando a composicdo e estrutura da
comunidade de bactérias e arqueias e, consequentemente, na producao de metano.

Palavras-Chave: arqueias metanogénicas, bactérias sintréficas, sequenciamento de nova
geracdo e biogas.



ABSTRACT

Food waste, a significant fraction of urban solid waste (MSW), is considered a renewable
source of energy with potential for methane generation. This work investigated, in a first
stage, the effects of the increase of the organic load applied to an anaerobic digester (of 18.8
™3) treating food residue on the composition and diversity of the microbial community. The
digester was operated in three operational phases according to the volumetric organic loading
rate (OLR): phase I (1.2 to 1.7 kg VS L' day™); phase II (1.0 to 2.4 kg of VS L™ day™); and
phase IIT (1.0 to 1.7 kg VS L™ day™). Throughout these phases, physico-chemical parameters
Physical-chemical parameters (pH, Al /AP relation and solids) and the new generation
sequencing of the microbial community were monitored as well as microbiological diversity
of the bacterial and archaea community through new generation sequencing. In the second
step, this work evaluated (in 0.6 L flasks) the effect of the addition of different concentrations
of trace elements (Co, Mo, Fe and Ni), separately and together, on the anaerobic digestion of
residues food. The effects of the addition of the trace elements and substrate: inoculum (S/I)
ratios of 0.5 and 1.5 on the potential of methane production as well as on the composition and
diversity of the microbial community were evaluated. The results of the monitoring of the
biodigester showed a stability in the performance of methane yield with OLR ranging from
1.0 to 2.4 kg VS L™ day ' (phases I and II), compared to phase III (1.0 -1.5 kg VS L day™)
when the food residue presented higher acidity. Sequencing results revealed changes in
microbial community composition at each operational stage. Firmicutes and Bacteriodetes
were favored, while the abundance of Proteobacteria and Chloroflexi decreased with higher
OLR indicating that the fermenting / hydrolytic bacteria were selected in this condition. The
composition of the methanogenic community underwent changes in response to changes in
OLR. Methanosaeta and Methanospirillum dominated under conditions of low OLR
indicating the importance of the methanogenic hydrogenotrophic and acetoclastic for the
production of methane in this condition. Methanosaeta almost disappeared under high OLR
conditions, while Methanoculleus was favored. Synthetic bacteria were in high abundance (>
9%) indicating that they were important for methane production. The syntrophic interactions
between hydrogen producing bacteria (Syntrophomonas and Desulfosporosinus) and
hydrogenotrophic methanogens were evidenced with high OLR. In the second step, the results
showed that the addition of iron (5.0mg /L) and nickel (1.0mg /L) separately and the
combination of Co, Fe, and Ni (1.0, 5.0 and 0.5 mg /L) had a positive effect resulting in
increased methane production from the degradation of feed residue. The results of the
sequencing showed that the addition of trace elements increased the abundance of the
methanogenic, both acetoclastic Methanosaeta, and hydrogenotrophic Methanospirillaceae,
when the reactor was operated with the ratio substrate: inoculum (S/I) of 1.5. For the S/I ratio
(0.5), the addition of trace elements did not alter the relative abundance of most of the
detected phyla, Bacteroidetes, Proteobacteria and Euryarchaeota. This work demonstrated
the positive effect of the addition of trace elements on anaerobic digestion, but the type of
metal added and the concentrations were significant. Cobalt, iron and nickel in the highest
concentrations had a combined and negative effect on the methanogenic community. But, the
addition of iron and cobalt had a positive effect on the bacterial community. The addition of
molybdenum had a significant higher effect (51 at 69%, S/I 1.5) of the production of methane
in combination with iron and nickel, compared to the combination of cobalt, iron and nickel
(7.5 to 64%, S/I 1.5). Therefore, the addition of trace elements influenced the performance of
the digester by altering the composition and structure of the community of bacteria and arches
and, consequently, the production of methane.

Key-words: methanogenic arqueas, syntrophic bacteria, new generation sequencing and
biogas.
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1 INTRODUCAO

A elevada densidade populacional, juntamente com a evolucdo tecnologica e industrial, tém
sido responsaveis pelo aumento na geracdo de residuos solidos urbanos (RSU). Em nivel
mundial, as cidades t€ém gerado cerca de 1,3 bilhdo de toneladas de RSU por ano e ¢ esperada

sua duplicacao até 2025 (GARDNER, 2012).

Na Europa, os municipios produzem mais de 258 milhdes de toneladas de RSU por ano (YU
et al., 2014). Na América Latina sdo gerados 135 milhdes de toneladas de residuos por ano
(ICLEIL 2015). No Brasil, a geracao estimada de RSU ¢ de 73,4 milhdes por ano, sendo
gerados per capita em torno de 1,2 kg por habitante ao dia (ABRELPE, 2012).

Nos paises em desenvolvimento a fracdo organica dos RSU (FORSU) pode variar de 40 a
85% dos RSU gerados (LOZANO et al., 2009; WORLBANKE, 2012). No Brasil a FORSU
corresponde a 51%; os materiais reciclaveis tais como: vidro, papeldo e aluminio
correspondem a 32%; a categoria ‘outros’ inclui rejeitos de trapos, grampos, clipes
correspondem a 17% (IBGE, 2010). O marco regulatorio para gestdo de RSU no Brasil foi
instituido pela Politica Nacional de Residuos Solidos (PNRS), por meio da Lei n°
12.305/2010 que estabelece desafios da gestdo integrada para o gerenciamento dos RSU nos

municipios.

O tratamento ¢ a eliminacdo dos RSU tém sido um desafio em todo o mundo devido a sua
variada composic¢ao. O processo de digestdo anaerdbia tem sido utilizado para tratar o residuo
organico, a exemplo do residuo alimentar constituido de proteinas, lipidios, carboidratos e
gorduras; além de aproveitar os produtos gerados. Esse processo ocorre por meio de um
consorcio microbiano que converte compostos complexos em moléculas menores e simples

(KHALIL e al., 2012).

Em nivel internacional existe uma tendéncia para recuperagdo do contetido energético a partir
de residuos orgénicos utilizando a digestdo anaerdbia. Assim, substituem os aterros sanitarios
com elevado risco de comprometimento de bacias hidrograficas e lengois freaticos, além da

reducdo na produgdo de gases de efeito estufa.

A digestdo anaerobia de residuos organicos tem atraido forte interesse, por conter elevada
biodegradabilidade e potencial de producdo de metano. A tecnologia tornou-se uma

alternativa com seus duplos beneficios de estabilizagdo do material organico e recuperagdo do



conteudo de energia (NIU et al.,, 2013; LI et al., 2016). Entretanto, estudos retratam que o
residuo organico ¢ o principal limitante, para a operagdo estavel em diferentes cargas
organicas de sistemas com produc¢do de biogas e de mistura completa, decorrente da variada
composi¢ao (ZHANG et al., 2017). Diante das implicagdes, em muitos estudos, estdo
incluindo como estratégia, a adicdo de elementos traco conhecidos como cofatores

enzimaticos para micro-organismos, € consequentemente estabilidade do processo (BANKS

etal.,, 2012; FACCHIN et al., 2013; YRONG et al., 2015).

A degradagdo anaerdbia da matéria organica a dioxido de carbono e metano ¢ realizado por
micro-organismos que atuam em sintrofia, entre bactérias e arqueias metanogénicas
(ZEDNDER et al., 1982). Por isso, o estudo da comunidade microbiana ¢ fundamental para
entender e compreeder, o processo de digestdo anaerobia em diferentes condi¢cdes ambientais,

tais como a elevada taxa de carregamento organico e o acimulo de inibidores intermediarios.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aplicagdo da Digestio Anaerobia no Mundo

A transformacgdo de residuos em energia e outros produtos tém sido considerados uma
prioridade social e cientifica em decorréncia das alteracdes climaticas, esgotamento de
combustiveis fosseis e gas natural e falta de espago geografico, com consequente acimulo de

residuos (GOBERNA et al., 2010; PALATSI et al., 2010; BERNSTAD e JANSEN, 2011).

Os numeros referentes ao potencial de producdo do biogas e, consequente reducdo dos
residuos em sistemas de digestdo anaerdbia tem demonstrado serem vantajosos e competitivos
no mercado europeu no campo de energia renovavel (LOZANO et al., 2009; BERGMANN et
al., 2010; GOBERNA et al., 2010; LEE et al., 2014). Sob o ponto de vista tecnoldégico, os
paises europeus atingiram significativa maturidade em relacdo ao tratamento de residuos
solidos, com a implantagao de plantas com elevada capacidade instalada e complexidade

operacional.

Até o ano de 2013, a Europa contabilizava um total de 244 plantas, com capacidade para
tratar quase 8 milhdes de toneladas de residuos orgéinicos, via digestio anaerdbia (DE
BAERE, 2015). Os paises com maior capacidade instalada sdo: Alemanha, com 2 milhdes de
toneladas por ano e Espanha, com 1,6 milhdes de toneladas por ano, ajustados ao numero de
pessoas, com 290 k/tonelada de produ¢do de biogas em 2012; a Holanda e a Suica, com
capacidade anual de 52.400 e 49.000 toneladas, respectivamente, por milhdo de pessoas.
Holanda € o pais com maior produ¢do de biogas com 297 k/tonelada (Tabela 2-1). Durante os
trés ultimos anos, os Paises Baixos tém implementado estratégias com intuito de promover a
digestdo anaerdbia da fracdo organica de RSU, em virtude do esgotamento dos pocos de gés
no Mar do Norte. A intencdo ¢ produzir grande quantidade de biometano e substituir de 15 a

20% o gas natural até 2030 (DE BAERE, 2015).

A Suécia tem sido um exemplo, pelo fato de aterrar cerca de apenas 1% dos residuos gerados.
A participagdo da populacdo ¢ fundamental para o sucesso do programa. As empresas
(fabricantes) sdo responsaveis pela coleta domiciliar, destinagdo e segregacao dos residuos. A
segregacdo ocorre nos domicilios em duas fragdes: utilizam-se saco preto para o material
organico, que sdo transportados para sistemas de digestdo anaerdbia; e sacos branco para o
material seco, tais como os plasticos, vidros, metais, papéis, nos quais sdo transportados para

a incineragdao (NETTO, 2014).



Tabela 2-1. Produgédo de biogas por meio da digestdo anaerobia de paises europeus

Localidade Producio de Biogas em k/tonelada
2008 2010 2012

Alemanha 3,05 4,235 6,416

Italia 410 507 1,178
Espanha 206 277 290
Holanda 225 293 297
Suécia 102 111 126
Dinamarca 93 104 104

Fonte: Eubia (2016).

A usina de biogas na cidade de Sobacken processa em digestores anaerdbios, somente a
fragdo organica biodegradédvel dos residuos domiciliares e industriais, gerando o biogés. Este
biogas ¢ utilizado como combustivel veicular ¢ o composto organico gerado substitui o
fertilizante quimico nas plantagdes rurais. Outro exemplo Sueco ¢ no municipio de Boras,
com aproximadamente 100 mil habitantes, no qual a digestdo anaerdbia também foi adotada.
Neste, todos os caminhdes de coleta de ‘lixo’ e os veiculos de transporte publico sdo movidos
pelo biogas produzido, que contém originalmente cerca de 60 a 70% de metano.
Alternativamente, o biogas pode ser empregado também para a geracao de energia elétrica,

utilizando-se um motor estacionario (NETTO, 2014).

De acordo com a Agéncia Internacional de Energia (“International Energy Agency”-IEA), até
o ano de 2012 nado houve instalagdo de sistemas de digestdo anaerdbia para o aproveitamento
de energia e outros produtos, a partir de residuos urbanos na América Latina, incluindo o
Brasil. No Brasil, acredita-se que a planta de metanizagdo (pMethar), instalada no campus da
UFMG, seja o primeiro digestor anaerdbio para tratamento de residuo alimentar. A
capacidade ¢ para tratar de 500 a 800 kg/dia de residuo alimentar, com producao de 55 a 70%
de metano (CHy). Atualmente no Brasil, encontra-se em fase final de construco a primeira planta
industrial para a metaniza¢do da fragdo organica de RSU utilizando a tecnologia de tiineis de
metanizagdo de bateladas sequenciais (TMBS). O projeto tem sido desenvolvido pela UFMG em
parceria com a empresa Methanum Residuo e Energia e a Companhia Municipal de Limpeza
Urbana (COMLURB) no Rio de janeiro, com financiamento do BNDES. Trata-se de uma planta
piloto com capacidade inicial para tratar 25 toneladas/dia de RSU gerados no municipio do Rio de
janeiro. Os resultados deverdo possibilitar no escalonamento da planta para pequenos, médios e

grandes municipios brasileiros. Serao recolhidos pela COMLURB cerca de 8.800 toneladas por

4



dia de residuo, representando potencial de geragcdo de 500 a 800 kg de composto organico por

tonelada de residuo tratado (Methanum).

2.2 Importincia da Digestido Anaerobia no Tratamento dos Residuos Orgdnicos e na

Producdo de Metano

O residuo organico tem sido utilizado como fonte alternativa na producdo de biogas para
geracdo de energia e calor, decorrente da rapida biodegradabilidade e por conter fragdo volatil
de 90% de sdlidos totais (KIM et al., 2008; GUO et al., 2014; LEE et al., 2014). Este possui
menos poluentes quando comparado aos combustiveis fosseis, tais como petroleo, carvao
mineral e o gis natural (NAGAO et al., 2012; FORSTER-CARNEIRO et al., 2017). Para o
residuo alimentar foi registrado uma DQO da ordem de 152 a 328g/L, sendo essencial o
tratamento como medida profilatica na formagio do chorume no ambiente (NAGAO et al.,

2012; CHO et al., 2013).

O biogés formado a partir da biodegradabilidade de residuo ¢ geralmente composto por 48 a
65% de metano (CHy), 36 a 41% de didxido de carbono (CO,), 17% de nitrogénio, < 1% de
oxigénio, 32 a 169 ppm de sulfeto de hidrogénio e vestigios de gases. O CHs um dos
principais gases de efeito estufa (GEE) com potencial contribui¢do para o aquecimento global
¢ 28 vezes superior ao gas carbonico (IPCC, 2007; LIU e WHITMAN, 2008). Entretanto, o
metano (CH4) pode ser reaproveitado e reutilizado como fonte de energia ou comercializado
por meio de linhas de crédito de carbono, diminuindo a emissdo no meio ambiente. Se o
metano nao for aproveitado, o produto deve ser queimado para reducdo do CH4 a CO, antes

de ser liberado para a atmosfera.

A produgdo e o rendimento de metano podem ser usados para avaliar o processo de digestao
anaerdbia da fragdo organica (DE BAERE, 2015). Pesquisas mostram diferengas substanciais
observadas no rendimento de metano, com relagdo a cinética de diferentes tipologias de

residuo orgénico tratado, conforme sumarizados na tabela 2-2.



Tabela 2-2. Rendimento de metano gerado a partir de residuos orgénicos

Substrato Rendimento de metano | Unidade/SV Referéncias
Residuos de frutas e vegetais 420 L/kg Bouallagui et al. (2005)
Residuo organico 530 L/kg Forster-Carneiro et al. (2007)
Residuo alimentar 294 L/kg Behera et al. (2010)
Residuo alimentar 396 L/kg Zhang et al. (2011)
Residuo alimentar 413 mL/kg Lisboa et al. (2013)
Residuo Alimentar 370 a 700 mL/kg Yietal. (2014)
Residuo organico 275 a 348 mL/kg Ortner et al. (2015
Residuo alimentar 480 mL/kg Zamanzadeh et al. (2016)

2.3 Digestdo Anaerobia de Residuos Organicos

A digestdo anaerdbia ¢ um complexo processo de mineralizag@o e bioestabilizacdo da matéria
organica, que envolve diversos grupos de micro-organismos com reciproca interagdo por
trocas de substratos, e cada grupo com capacidades fisiologicas distintas (ANGELIDAKI, et
al., 2002; ANGENENT et al., 2002; YU et al., 2005; CHERNICHARO, 2007; TEIXEIRA et
al., 2008; LOZANO et al., 2009; BERGMANN et al., 2010; LI et al., 2011). O processo de

degradacdo da matéria organica ocorre em cinco fases:

1. hidrdlise: bactérias fermentativas hidroliticas convertem, por meio da acdo de exoenzimas,
materiais complexos como polimeros (proteinas, lipidios, carboidratos) em compostos
soluveis simples, em mondmeros. As proteinas sdo convertidas em aminoacidos, lipidios
soluveis em acidos graxos volateis e os carboidratos em acucares simples (Figura 2-1). Nesta
fase, qualquer alteracdo do meio (pH, temperatura) pode inviabilizar a velocidade do processo
e interromper a atividade dos micro-organismos envolvidos. Autores tém sugerido micro-

organismos especificos para cada tipo de substrato, conforme explicitado no quadro 2-1.

Quadro 2-1. Bactérias atuantes na hidrélise de polimeros detectadas em digestores
anaerobios metanogénicos

Micro-organismos Substrato Género
Celulose Clostridium, Petrotoga
. Clostridium, Actinomyces,
Hemicelulose
Thermomonospora
Proteiniphilum, Petrimonas,
Hidroliticos Proteinas Paludibacter,  Tepidimicrobium,
Anaerobaculum,
Coprothermobacter Proteolyticus
o Anaerovibrio, Butyrivibrio,
Lipidios s .o .
Clostridium, Propioniobacterium

Fonte: Del Rio et al. (2014)



2. acidogénese: bactérias acidogénicas assimilam, metabolizam e convertem os compostos
gerados na hidrdlise, principalmente, os acidos graxos volateis (AGV’s) como, propionato,
acetato e butirato; e em menores quantidades sdo gerados alcoois, acido latico, gas carbonico,

hidrogénio, amonia, sulfeto, dioxido de carbono e novas células bacterianas.

3. acetogénese: bactérias acetogénicas convertem os produtos gerados na acidogénese,
principalmente, os acidos organicos propionato e butirato, convertidos em acetato, didoxido de
carbono ¢ hidrogénio. Sabe-se que a formagdo de acetato resulta na produgdo de grande

quantidade de H; a partir dos acidos organicos.

4. metanogénese: as arqueias metanogénicas convertem os compostos organicos gerados na
acetogénese em biogas, principalmente metano (CHy) e didxido de carbono (CO;). O metano
¢ produzido pelas arqueias, por duas vias metabolicas principais: (a) arqueias
hidrogenototréficas, utilizam o hidrogénio (H,) como doador de elétrons e o dioxido de
carbono (CO,) como aceptor de elétrons para a producdo de metano (CHy); (b) arqueias
acetoclasticas: transformam o acetato em metano (CHs) e em didxido de carbono (CO;). Em
digestores anaerobios, cerca de 70% do metano produzido advém da degradacdo do acetato

durante o metabolismo das metanogénicas acetoclasticas (AQUINO et al., 2007).

As arqueias também sdo conhecidas devido a sua capacidade e necessidade de interagir com
bactérias acetogénicas por meio da especifica relagdo metabodlica sintréfica. Por exemplo, a
degradagdo do butirato e do acetato pelas bactérias acetogénicas ¢ possivel porque as arqueias
metanogénicas mantém uma reducdo na pressao parcial de H, por meio do consumo. Esta

relacdo sintrofica permite que ocorra a acetogénese € a metanogénese.

5. sulfetogénese: as bactérias reduzem os sulfatos e outros compostos sulfurados em sulfetos.
Este grupo de micro-organismos utiliza diversos substratos orginicos como doadores de
elétrons, podendo competir com as demais bactérias e arqueias. Esta fase pode ocorrer ou ndo,
dependera da disponibilidade de sulfato no meio. Neste caso, a produ¢do de metano tende a
diminuir e a de gas sulfidrico aumentar, tornando indesejavel do ponto de vista do balango

energético e do aproveitamento do biogas.
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Fonte: Angelidaki et al. (2002); Madigan et al. (2010).

Figura 2-1. Fluxograma anaerodbia das fases de degradac&o da matéria orgénica

2.4 Bioquimica da Metanogénese

A produgdo de metano ¢ realizada pelo grupo de arqueias anaerobias estritas, denominadas
metanogénicas. A producao do metano ocorre de forma bioldgica por meio de uma série de
reagdes envolvendo uma complexidade de coenzimas. As coenzimas-chave na metanogénese
podem ser agrupadas em duas classes: aquelas envolvidas no transporte da unidade carreador
C, do substrato inicial, CO,, ao produto final, CHy4; e aquelas que participam de reagdo redox,

fornecendo os elétrons necessarios a redu¢ao de CO2 a CH4,

A coenzima metanofurano participa da primeira etapa da metanogénese. O metanofurano
contém um anel furano de cinco membros e um atomo de nitrogénio na forma amino, que se

liga ao CO, (Figura 2-2 (a)).
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Figura 2-2 (a) - Coenzima Metanofurano

A metanopterina, coenzima metanogénica se assemelha a vitamina acida f6lico, que ¢

carreadora de C1 nas etapas intermedidrias da reducdo de CO2 a CH4 (Figura 2-2 (b).
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Figura 2-2 (b) - Coenzima Metanopterina

A coenzima M (CoM) ¢ uma molécula pequena envolvida na etapa terminal da
metanogénese, a conversao de um grupo metil (CH;) em CHy (Figura 2-2 (c)). Embora a
coenzima F439 um tetrapirrol contendo niquel, ndo atue como carreador C; também envolvida

na etapa final da metanogénese, como parte do complexo enzimatico metil redutase (Figura 2-

2 (d)).
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Figura 2-2 (c) - Coenzima M (CoM) e (d) Coenzima F43



2.5 Micro-organismos Envolvidos no Processo de Degradacdo Anaerobia da

Matéria Orgdnica
2.5.1 Dominio Bacteria

A partir da andlise comparativa de sequéncias de genes do RNAr 16S (RNA ribossomico),
linhagens celulares, distintas filogeneticamente foram classificadas em trés dominios,

Bacteria, Archaea e Eukarya (eucariotos).

O Dominio Bacteria ¢ representado por um grupo diversificado de bactérias, que sdo
diferenciados pela morfologia (tamanho e forma), fisiologia, mecanismos de divisdo celular,
patogenicidade, adaptagdo aos extremos ambientais, a filogenia entre outros (MADIGAN et
al., 2010). O gene RNAr 16S ¢ utilizado em estudos de filogenia como marcador molecular,

classificando as bactérias em mais de oitenta filos, dentre os principais destacam-se:

Actinobactéria: sdo bactérias gram-positivas de alto indice de G + C. Muitas dessas bactérias

sdo altamente polimorficas. Os géneros Corynebacterium e Gardnerella, por exemplo, e
diversos géneros, como o Streptomyces, desenvolvem-se somente com filamentos estendidos
e ramificados. Os géneros patogénicos importantes encontrados entre as Actinobacteria, como
as espécies de Mycobacterium causadora de tuberculose e lepra. Embora esse género seja
normalmente visto microscopicamente como bacilo tipico em forma de bastdo, seu nome ¢
derivado do fato de ocasionalmente se observarem crescimentos como filamentos parecidos
com fungos. Alguns actinomicetos assemelham-se mais aos fungos, pois possuem esporos

assexuados carregados externamente e que sao usados para reprodugao.

Bacteriodetes: bactérias do género Bacteroides vivem no trato intestinal humano, atingindo
nimeros proximos a 1 bilhdo por grama de fezes. Esses micro-organismos sao méveis € nao
formadores de esporos, proteoliticos e metabolizam aminoacidos para produzir acidos, como

acetato, propionato e succinato (RIVIERE et al., 2009).

Chlamydiae: os membros deste filo sdo agrupados com outras bactérias geneticamente
semelhantes e que ndo contém peptideoglicana em sua parede celular. Chlamydia possuem
um ciclo unico de desenvolvimento, caracteristica diferenciada. Sao bactérias do tipo cocoide

gram-negativas.

Chlorobi e Chloroflexi: sdao bactéria fotossintéticas verdes sulfurosas (Chlorobi) e nao

sulfurosas (Chloroflexi), anoxigénicas, gram-negativas. Essas bactérias realizam a fotossintese
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para a producao de carboidratos (CH,0O). A fotossintese realizada por esses micro-
organismos, diferente da forma que ocorre pelas plantas, ndo produz oxigénio. As plantas, as
algas e as cianobactérias produzem oxigénio (O,) a partir da agua (H,O) enquanto realizam a
fotossintese. As bactérias verdes sulfurosas utilizam compostos reduzidos de enxofre, como o
sulfeto de hidrogénio (H,S), ao invés de 4gua, e produzem granulos de enxofre elementar (S°)

ao invés de oxigénio.

Firmicutes: essas bactérias sao gram-positivas de baixo indice de G + C; incluem bactérias
formadoras de endosporos importantes, como os géneros Clostridium e Bacillus. Os géneros
Staphylococcus, Enterococcus e Streptococcus também s3o de extrema importancia na
microbiologia médica. Na microbiologia industrial, ¢ conhecido o género Lactobacillus, que
produz o acido lactico. Essas bactérias sdo acetogénicas e sintroficas, atuam na degradagdo de

acidos organicos, principalmente, o butirato.

Fusobactéria: sdo bactérias anaerobias do tipo fusiforme, pleomorficas, podem ter a forma de
fuso. Os membros do género Fusobacterium sao compridos e delgados, com as extremidades
afiladas, ao invés de arredondadas. Em humanos, podem ser encontradas na fenda gengival

ocasionando abcessos dentarios.

Proteobactéria, alphaproteobactéria: incluem a maioria das proteobactérias que sdo capazes

de crescer com niveis de nutrientes baixos. Algumas possuem morfologia incomum, incluindo
protuberancias como pedunculos ou brotos conhecidos como prostecas. Também estdo
incluidas bactérias agricolas importantes capazes de induzir a fixacdo de nitrogénio na

simbiose com plantas, além dos patogenos de plantas e humanos.

Proteobactéria, betaproteobactéria: frequentemente utilizam nutrientes que se difundem das

areas de decomposi¢do anaerdbia da matéria organica, como o gas hidrogénio, amoénia e

metano. Diversas bactérias patogénicas importantes sdo encontradas nesse grupo.

Proteobactéria, gamaproteobacteria: Constituem o maior subgrupo das proteobactérias e

incluem uma variedade de tipos fisiologicos.

Proteobactéria, deltaproteobacteria: sao distintas, pois incluem bactérias que sdo predadoras

de outras. Os membros desse grupo sdo importantes contribuintes no ciclo do enxofre.
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Proteobactéria epsilonproteobactéria: sao bastonetes gram-negativos delgados que tem forma

helicoidal ou vibridide. Vibridide ¢ um termo usado para bactérias helicoidais que ndo tém

uma tor¢ao completa.

Spirochaetes: essas bactérias sao morfologicamente espiraladas, como um espiral metalico,
algumas mais compactas que as outras. A caracteristica peculiar desse grupo ¢ o seu método
de motilidade, que faz uso de dois ou mais filamentos axiais (ou endoflagelos), encerrados
com espago entre a bainha externa e o corpo da célula. Uma extremidade de cada filamento
axial estd fixada proxima a um dos polos da célula. Pela rotagdo do seu filamento axial, a
célula faz a rotacdo na dire¢do oposta, como um saca-rolha, eficiente para mover organismos
em ambientes liquidos. No quadro 2-2 estdo expostos os principais grupos de bactérias

registrados em sistemas anaerdbios.

12



Quadro 2-2. Principais grupos taxonémicos bacterianos envolvidos em processos de digestdo anaerdbia metanogénica
Filo Classe Ordem Familia Género
Actinobacteria (Gram +) Actinobacteria Actinomycetales Actinomycetaceae Actinomyces
o ) Brooklawnia,
Propionibacteriaceae Propionibacterium
Thermomonosporaceae Themormonospora
Coriobacteriales Coriobacteriaceae Olsenella
Bacteriodetes (Gram -) Bacteroidia Bacteriodales Porphyromonadaceae Paludzbacte.r,.Pefrzmonas,
Proteiniphilum
Prolixibacter
Proteobacteria (Gram -) Alfaproteobacteria Rhodospirillales Acetobacteraceae Acetobacter
Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia
Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophaceae Smithella, Syntrophus
Syntrophobacteraceae Syntrophobacter
Gamaproteobacteria Alteromonadales Shewanellaceae Shewanella
Spirochaetes (Gram -) Spirochaetes Spirochaetales Spirochaetaceae Treponema
Synergistetes (Gram -) Synergistia Synergistales Synergistaceae Anaerobaculum
Thermotogae (Gram +) Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae Petrotoga
Fibrobacteres (Gram -) Fibrobacteria Fibrobacteriales Fibrobacteraceae Fibrobacter
Firmicutes (Gram +) Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium, Tepidimicrobium
Eubacteriaceae Acetobacterium, Eubacterium
Lachnospiraceae Butyrivibrio
Peptococcaceae Pelotomaculum
Ruminococcaceae Ruminococcus
Syntrophomonadaceae Syntrophomonas,
Thermosyntropha
Symbiobacterium
Thermoanaerobacterales Thermoanaerobacteraceae Moorella, Tepidanaerobacter,
Thermacetogenium,
Thermoanaerobacter
Thermodesulfobiaceae Coprothermobacter
Syntrophaceticus
Negativicutes Selenomonadales Veillonellaceae Anaerovibrio, Sporomusa
15 de outubro de 2016

Disponivel em: http://www.bacterio.net/-classifphyla.html#bacteria. Acesso em:
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2.5.2 Dominio Archaea

O Dominio Archaea esta inserido no grupo Euryarchaeota, foram os primeiros identificados a

partir de analises filogenética de genes RNAr 16S. O grupo apresenta espécies de micro-

organismos com diferentes formas celulares e filogenia distinta dos procariontes tipicos

(RASKIN et al., 1995; VAZOLLER et al., 1999). Os principais representantes de arqueias

metanogénicas envolvidas em sistemas anaerdbios estdo expostos no quadro 2-3.

Quadro 2-3. Principais representantes de arqueias envolvidas na metanogénese

Classe

Ordem

Familia

Género

Methanobacteria

Methanococci
Methanothermea

Methanomicrobia

Methanopyri

Methanobacteriales

Methanococcales

Methanocellales
Methanomicrobiales

Methanosarcinales

Nao classificados
Methanopyrales

Methanobacteriaceae

Methanothermaceae

Methanocaldococcaceae

Methanococcaceae

Methanocellaceae

Methanocorpusculaceae

Methanoregulaceae

Methanospirillaceae
Ndo classificados

Methanosaetaceae (*)

Methanosarcinaceae

Methermicoccaceae

Methanopyraceae

Methanobacterium
Methanobrevibacter
Methanosphaera
Methanothermobacter

Methanocaldococcus
Methanotorris
Methanococcus
Methanothermococcus
Methanocella
Methanocorpusculum
Methanoculleus
Methanofollis
Methanogenium
Methanolacinia
Methanomicrobium
Methanoplanus
Methanolinea
Methanoregula
Methanosphaerula
Methanospirillum
Methanocalculus
Methanosaeta
Methanothrix
Halomethanococcus
Methanimicrococcus
Methanococcoides
Methanohalobium
Methanohalophilus
Methanolobus
Methanomethylororans
Methanosalsum
Methanosarcina
Methermicoccus
Methanomassillicoccus
Methanopyrus

Fonte: Del Rios ef al. (2014)
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As arqueias metanogénicas sao micro-organismos com metabolismo quimiorganotrofico ou
autotrofico, anaerdbios obrigatorios e altamente redutoras, existindo em ambientes com
potencial reduzido de oxido-redu¢do na ordem de -300 mV. Desenvolvem-se bem em
ambientes com pH entre 6,8 ¢ 7,5 (APPELS et al., 2008). Apesar de requerem condigdes
fastidiosas para o crescimento, estdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser
encontradas em diversos ambientes, tais como: sedimentos aquaticos, pantanos, géisers, trato
digestivo de ruminantes e de animais endotérmicos, digestores anaerobios de tratamento de

residuos, aterros sanitarios e efluentes (VAZOLLER et al., 1999).

As caracteristicas mais evidentes das arqueias, estdo relacionadas com a especificidade por
substratos para crescimento e producdo de metano. Possuem coenzimas e cofatores
especificos, que degradam apenas um numero limitado de substratos com baixo niimero de
carbonos. Estes incluem os substratos do tipo CO, metil e, principalmente, acetato

(VAZOLLER et al., 1999; MADIGAN et al., 2010).

(1). Os substratos do tipo CO, incluem naturalmente, o proprio diéxido de carbono (CO,), o
qual ¢ reduzido a metano (CHy) utilizando o H, como doador de elétrons. Outros substratos
incluem formiato que corresponde a CO, + H; na forma organica; e mondxido de carbono

(CO).

(i1). Os substratos do tipo metilados utilizam o metanol (CH;OH) modelo contendo metil. A
forma¢do de metano (CH4) pode ocorrer de duas formas: (1) via hidrogenotrofica na qual o
metanol (CH3;OH) pode ser reduzido utilizando um doador de elétrons externo, como o
hidrogénio (H,); (2) na auséncia de H,, parte do CH3OH pode ser oxidado a CO,, produzindo

elétrons necessarios a redu¢ao de outras moléculas de CH;0H a CHy.

(111). O final do processo metanogénico corresponde a clivagem de acetato em CO, mais CHy,

via acetotrofica.

Esses micro-organismos tém grande importincia em digestores anaerdbios. E de
conhecimento que cerca de 70% do metano produzido nestes sistemas ¢ resultante da
degradagdo de acetato. As metanogénicas sao conhecidas por contribuirem com a capacidade
metabolica de bactérias através da interacao microbiana (YU et al., 2005; CHERNICHARO,
2007). Methanobacterium, Methanobrevibacter, —Methanoculleus, —Methanospirillum,
Methanosaeta sao comumente registradas em digestores anaerobios (JANSSEN e KIRS,
2008).
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2.6 Interacgdo Sintrdfica entre Bactérias e Arqueias

A sintrofia € uma situagdo nutricional na qual dois ou mais organismos combinam suas
capacidades metabodlicas para degradar um substrato, que ndo poderia ser degradado por
nenhum dos dois organismos de forma individual. Por isso, sdo chamados de sintréficos
obrigatorios. Exemplo: Syntrophomonas wolfei degradam butirato; Syntrophobacter
fumaroxidans e Pelotomaculum termopropionicum degradam proprionato (MUYZER e

STAMS, 2008).

Em ambientes de agua doce, que apresentam baixas concentragdes de sulfato, bactérias
redutoras de sulfato (BRS) tém importante papel na fermentacdo e na oxidacdo anaerdbia de
compostos organicos. Muitas espécies de Desulfovibrio e Desulfomicrobium crescem por
fermentagdo do piruvato para formar acetato, dioxido de carbono e hidrogénio como produtos.
Elas também sdo capazes de oxidar lactato e etanol em acetato, mas somente quando o
hidrogénio ¢ eficientemente removido por metanogénicas que consomem o hidrogénio. Esse
crescimento de redutoras de sulfato com metanogénicas foi demonstrado pela primeira vez
por Bryant e colaboradores (BRYANT ef al., 1977). Além disso, os redutores de sulfato eram
a bactéria acetogénica dominante em um reator metanogénico usado para tratar soro de leite

(CHARTRAIN e ZEIKUS, 1986).

A maioria das reagdes sintréficas ocorre em fermentagdes secundarias. A sintrofia ¢ uma
chave para o catabolismo anoxico que leva a producdo de metano. O metabolismo consiste de
vias degradativas, catabolicas e biossintetizantes e, anabodlicas. O catabolismo ¢ a fase
degradativa do metabolismo, nela as moléculas orgéanicas, carboidratos, lipidios e proteinas
provenientes do meio ambiente ou dos reservatdrios de nutrientes da propria célula sdao
degradados por reacdes consecutivas em produtos finais menores e mais simples, como por
exemplo, &cido latico, CO, e amodnia. O catabolismo ¢ acompanhado pela liberagdo da energia
livre inerente a estrutura complexa das grandes moléculas organicas. Em certos passos de uma
dada via catabdlica a maior parte de energia livre ¢ conservada na forma da molécula

transportadora através do acoplamento de reagdes enzimaticas (NELSON e COX, 2011).

O anabolismo ¢ também chamado de biossintese, fase sintetizante ou construtiva do
metabolismo. Nele, as pequenas moléculas precursoras, ou unidades fundamentais, sao
reunidas para formar as macromoléculas componentes das células, como as proteinas e os
acidos nucleicos. A biossintese resulta em tamanho e complexidade de estrutura aumentada,

requerendo o fornecimento de energia livre, pela quebra de trifosfato de adenosina (ATP) em
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adenosina de difosfato (ADP) e fosfato. A biossintese de alguns componentes celulares
também requer atomos de hidrogénio ricos em energia, fornecidos pela nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), coenzima utilizada como aceptor de elétrons nas reagdes das
vias das pentoses-fosfato. O catabolismo € o anabolismo ocorrem simultaneamente nas

células e a velocidade de cada um ¢ regulada independentemente (NELSON e COX, 2011).

2.6.1 Consumo de Hidrogénio em Reagdes Sintréficas

O aspecto central da maioria das reacdes sintroficas envolve a producdo de H, por um dos
membros, associada ao consumo de H; pelo outro. O consumidor de H; pode ser qualquer um
de varios organismos filogeneticamente distintos: bactérias desnitrificantes, redutoras de ferro
férrico (ferro III/Fe’), redutoras de sulfato, acetogénicas, metanogénicas ou mesmo
fototréficas anoxigénicas (exemplo, bactérias verdes e purpuras). Esses tipos de reagdes
sintroficas receberam a denominagdo de transferéncia de H, interespécies para destacar o fato

do metabolismo de H; ser a chave de todo o processo (Figura 2-3).

Desfavorivel 2Etancls 2H,0— 00 | Acoiato+ He #12H, | AG> = +19%ureacBo |

Transferencia de H,

p === == A consumidorn de My humpecﬂlu AGE 1125) rEﬂ‘;ED

» tandgeno
Favorivel CO,+ 4H,H'—.c|-|‘ + 2H0 AGY= -131kyreacio|
Subs tratos Produtos
Acidos graxos de 4-8 #omos C (propionato, > Acstato
butirato, palmitato); Alcool (etanol) Hidrogénio
Compostos aromaticos (benzoatol Dicxido de Carbono
Substratos Reacgiio Energia Livre

Propionato CHLHALOD +#3HLO—» CcH;c00 +3H:+ HCOs. + H AG = +76 kl/reaciio

Butirato CHLHAH:c00 +3H0 . 2cqc00 + 2H, tHY AG®= +48 klireaciio

]
-

Palmitato CHaCH )11 COO + 14H: 0 —* BCH:COO- *+  14H: +TH" AG™ = +402 K)/reagio

Fonte: Del Rio et al., 2014
Figura 2-3. Caracteristicas e atividades de bactérias oxidantes de acidos graxos e alcool e

sua reagao sintrofica com arqueias metanogénicas hidrogenotroficas

As bactérias oxidantes de acidos graxos, produtoras de H; e fermentadores secundarios
possuem uma atividade chave na biometanizagdo, metabolismo fermentativo (B oxidagao),
sintrofos obrigatorios (Syntrophomonas e Syntrophobacter), anaerdbios estritos de

crescimento muito lento (Quadro 2-4).
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Considerando a sintrofia envolvendo a fermentacao de etanol em acetato, com a eventual
producdo de metano, o organismo fermentador de etanol realiza uma reagdo que apresenta
uma variagdo de energia livre padrdo (AG®’) desfavoravel, isto €, positiva. Contudo, o H;
produzido pelo fermentador de etanol pode ser utilizado como um doador de elétrons para um
organismo metanogénico, na metanogénese. Quando as duas reagdes sao somadas, a reagao
global ¢ exergdnica (Figura 2-3) e fornece a energia necessaria ao crescimento de ambos os
membros da mistura sintréfica. Outro exemplo de sintrofia ¢ a oxidag@o de butirato a acetato e

H,, pelo organismo sintréfico oxidante de acido graxo, Syntrophomonas (Equagao 1).

Butirato”+ 2 H,O — 2 acetato + H' + 2 H, AG =+ 48,2 kJ

Equacao 1

A variacdo de energia livre dessa reagdo ¢ altamente desfavoravel e, quando em cultura pura,
Syntrophomonas ¢ incapaz de crescer a partir de butirato. No entanto, se o H, consumido por
um organismo parceiro, Syntrophomonas passa a crescer a partir do butirato, quando em uma

cocultura (técnicas de cultivo) com o consumidor de Hy.

Quadro 2-4. Principais bactérias oxidantes de acidos graxos encontradas no processo de
digestdo anaerobia

Substrato Filo — Classe - Familia Espécies
Firmicutes, Clostridia, Syntrophomonas  sapovorans, S.
Acidos graxos de cadeia  Syntrophomonadaceae saponavida, S. curvata, S. zehnderi,
longa S.  palmitatica,  Thermosyntropha
lipolytica
Proteobacteria,  Deltaproteobacteria, Syntrophus aciditrophicus
Syntrophaceae
Proteobacteria,  Deltaproteobacteria, Syntrophus aciditrophicus
Butirato Syntrophobacteraceae
Propionato Firmicutes, Clostridia, Peptococcaceae  Pelotomaculum thermopropionicum,
P. schinkii
Proteobacteria,  Deltaproteobacteria, Smithella propionica
Syntrophaceae
Firmicutes, Clostridia, Tepidanaerobacter
Lactato Thermoanaerobacteraceae
Firmicutes, Clostridia, Clostridiaceae Clostridium ultunense
Firmicutes, Clostridia, Tepidanaerobacter  acetatoxydans,
Acético Thermoanaerobacteraceae Thermacetogenium phaeum
Firmicutes, Clostridia (Ordem  Syntrophaceticus schinkii

Thermoanaerobacterales)

Fonte adaptada: Amani et al., 2010; Ahmad ef al., 2011; Muller ef al., 2013.
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2.6.2 Energética da Transferéncia de H,

Na relacao sintréfica, a remog¢ao de H, por um organismo parceira afeta a energética da
reacdo. Deve ser levado em consideracdo, os célculos da energética dos baixos niveis de H,
consumido. Por se tratar de um potente doador de elétrons na respiracdo anaerdbia, o H; ¢
rapidamente consumido em haébitats andxicos. Esse processo permite que o H; seja mantido

abaixo de 107 atm.

Por conveniéncia, o AG°’de uma reacao ¢ calculado com base na condi¢ao padrao de produtos
e reagentes na concentracao de 1 molar. Ao contrario, o termo relacionado AG ¢ utilizado para
calcular as variagdes de energia livre com base nas concentracdes reais de produtos e
reagentes presentes. Em concentragdes muito baixas de H,, uma reagdo endergdnica na
condi¢do padrio, torna-se exergdnica. Por exemplo, se a concentragdo de H, for mantida
extremamente baixa por meio das atividades do organismo parceiro consumidor, o AG da

oxidacao do butirato por Syntrophomonas gera cerca de -18 kJ/mol (Tabela 2-3).

Tabela 2-3. Tipos de reagbes dos substratos e a variagdo de energia livre

Troca de

. ~ " energia livre

Tipo de Reacio Reacio (kJ/reaciio)
AG™?
Fermentagdo de glicose a acetato, H, e CO, Clicose + 4H,0 —acetato”+ 2HCO; + 4H" + 4H, -207
Fermentagdo de glicose a butirato, CO, ¢ H, Glicose + 2H,0 — butirato” + 2HCO; + 2H, + 3H" -135
Fermentagdo de butirato a acetato e H, Butirato + 2H,0 — 2 acetato’+ H' + 2H, +48,2
Fermentacdo de propionato a acetato, CO, e H, Propionato + 3H,0O — acetato + HCO; + H'+H, +76,2
Fermentagdo de etanol a acetato e H, 2 etanol + 2H,0 — 2 acetato” + 4H, + 2H" +19,4

Benzoato” + 7H,0 — 3 acetato” + 3H" + HCO; +
Fermentagdo de benzoato a acetato, CO, e H, 3H, +70,1
Metanogénese a partir de H, + CO, 4H,+ HCO; + H" —CH, + 3H,0 -136
Metanogénese a partir de acetato Acetato” + H,O —CH, + HCO;y -31

Acetogénese a partir de H, + CO, 4H, + 2HCO; + H" — acetato” + 4H,0 -105

CNTP: solutos, 1 M; gases, 1 atm, 25°C. Adaptados de Zinder, S. 1984.

2.7 Fatores que Influenciam o Processo de Digestio Anaerobia

O sucesso da digestdo anaerdbia nos digestores estd relacionado a fatores ambientais e
operacionais, tais como: tipo de residuo a ser tratado, temperatura, concentragdo de acidos
graxos volateis (AGV’s), pH, alcalinidade, nivel de amdnia, origem e quantidade do indculo

(micro-organismos), tempo de detengdo hidraulica, tempo de retencdo dos residuos, taxa de
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carregamento organico (gSV/d"'), rendimento de metano (mLSVg') e reducio de solidos

volateis (SV %) (ANGELIDAKI e AHRINHG, 1994; AHRING et al., 1995).

Os micro-organismos envolvidos na digestao anaerobia diferem amplamente com relacao a
velocidade de crescimento, e a taxa de utilizacdo de substratos. As arqueias crescem
lentamente e sdo consideradas sensiveis a mudangas ambientais, quando comparadas as
bactérias acidogénicas. Para producdo de metano, as arqueias exigem pH otimo entre 6,8 e
7,2. Valores menores que esses propiciam no desenvolvimento de bactérias acidogénicas,

produtoras de acidos e consequentemente, acumulo no sistema (AHRING et al., 1995).

O tratamento anaerdbio do residuo depende do objetivo e do tipo de residuo. Podem ser
aplicados nas temperaturas mesofilica, que varia de 30 a 40°C, ou termofilica podendo variar
de 50 a 55 °C. Digestores mesofilicos sdo mais estaveis e requerem menor gasto energético
para o aquecimento (GALLERT e WINTER, 1997). Geralmente, sio menos afetados por
efeitos inibitorios de amoénia durante a mineralizacdo de proteinas (ANGELIDAKI e
AHRING, 1994; HANSEN et al., 1998) e por acidos volateis de cadeia longa (FIELDS,
2001). Digestores termofilicos permitem menor tempo de retencdo, além de oferecer maior
eficiéncia na degradacdo da matéria organica quando comparados aos digestores com
temperatura mesofilica (SANCHES et al., 2000; ZABRANSKA et al., 2000). Dentre as
variacoes das condigdes ambientais, o pH € o parametro mais sensivel na DA dos residuos. O
pH do efluente liquido a partir dos digestores indica a estabilidade do sistema e sua variacao
também depende da capacidade de tamponamento do mesmo (MATA-ALVAREZ et al.,
2008).

Os solidos volateis (SV) representam a porcdo organica do material sélido que pode ser
digerido, os solidos remanescentes sdo considerados fixos. A porcdo fixa dos sdélidos
representa a fracdo de so6lidos ndo biodegradaveis. A taxa de carregamento efetiva depende
dos tipos de residuos inseridos no digestor. O residuo alimentar, facilmente degraddvel, com
elevado contetido de matéria organica solivel e elevado contetido energético por massa seca,
possibilita no excesso de amodnia e acimulo de acidos graxos volateis. Isso ¢ considerado
comum de ocorrer na DA com elevada concentragdo de solidos no residuo alimentar. A co-
digestao de residuos alimentares com biomassa lignoceluldsica e/ou a operacao em duas fases
tem sido adotada como uma solugdo para resolver este problema (MATA-ALVAREZ et al.,
2000).
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A DA de residuos organicos ¢ susceptivel a falhas e instabilidades em condi¢des com elevada
taxa de carregamento organico, decorrente do acumulo de uma variedade de substratos

intermedidrios e inibitérios, tais como amonia e acidos graxos volateis (GUO et al., 2014).

Zhang et al. (2007) reporta que a DA de residuo alimentar atingiu rendimento médio de
metano de 435mL/gSV apos 28 dias de digestdo a 50 °C. Cerca de 80% do rendimento de

metano foi obtido apos os 10 primeiros dias representando 348 mLCH./gSV.

Babaee ¢ Shayegan (2011) utilizaram reator de 70 L com taxa de carregamento de 1,4 kg
SV/m’/dia e reportaram desempenho estavel do digestor com alto rendimento de biogas (0,4
m’ biogas/kgSV) e de metano (0,25 m® CHy/kgSV) e redugdo de SV de 88%. Conforme a taxa
de carregamento organico foi aumentada, a degradacdo de SV e a produgdo de biogas

diminuiram.

Zhang et al. (2013) reportaram que a co-digestdo de residuos alimentares com outros residuos
em um mesmo digestor tem se tornado muito popular com a vantagem de ajustar a relagdo
C/N. Nao obstante, Demirel e Scherer (2008) reportaram que a DA de susbstratos organicos
prontamente biodegradavel, pode resultar em falha no processo. Na auséncia de um agente de
tamponamento, para ajuste do pH e da adicdo externa de quantidades apropriadas de
nutrientes, geralmente tem adicionado metais como Fe, Ni, Co e Mo, em concentracdes traco.
Nesse sentido, a co-fermentacdo de diferentes substratos pode ser benéfica uma vez que pode
diluir os compostos toxicos, aumentar o equilibrio de nutrientes, e o efeito sinérgico dos

micro-organismos (RAZAVIARANI e BUCHANAN, 2014).

2.7.1 Acimulo de Acidos Organicos

A fase de hidrolise em sistemas anaerobios, na maioria das vezes tem uma tendéncia a
condi¢des ineficientes. O processo ocorre primariamente, através da atividade extracelular das
enzimas secretadas por bactérias hidroliticas, ligado a substratos poliméricos (STRAUBER e¢
al., 2012). Consequentemente, os mesmos organismos executam a rota acidogénica até

adquirir os produtos oriundos do processo de fermentacdo da hidrolise.

O produto formado durante a fermentacdo primaria compreende a vdarios acidos graxos
volateis (AGV’s), alcoois, hidrogénio e didxido de carbono. No entanto, as proporcdes dos
respectivos componentes podem diferir significativamente, dependendo das condig¢des do

processo, tais como: o tempo de retencao hidraulica, carga organica, desequilibrios,
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sobrecarga, concentragdo de substrato, temperatura e pH, acompanhados por acido
propionico. Geralmente, a concentracdo do acido propidnico deve ser mantido abaixo de 1,5
g/L, e a relacdo acido propidnico/acético foi sugerido ser um indicador de falhas em
digestores. No entanto, em casos raros o acido propionico ndo ¢ considerado um indicador
confiavel de desequilibrio dos processos. Sabe-se que a taxa de produgdo do etanol e do acido
butirico sdo acompanhados pela produ¢do de hidrogénio, relativamente maior que a produgao
do dacido propidnico. Logo, o 4acido propidnico é considerado um metabolito inferior
(STRAUBER et al., 2012). Ha uma correlacao elevada na pressdo parcial de hidrogénio com
o aumento na producgdo de acido propidnico. Supde-se que a pressao de hidrogénio regula as
reacdes metabdlicas, como o teor de hidrogénio determina a propor¢do em relagdo ao NAD
oxidado para o NADH reduzido dentro das células bacterianas. Entretanto, a producgdo de
acido propidnico nem sempre foi encontrada para ser relacionada com a elevada pressao

parcial de hidrogénio, mas este efeito parece ser dependente do valor de pH (STRAUBER et
al.,2012).

O actmulo de 4cidos organicos ocorre em estadgios intermedidrios no processo de digestdo
anaerobia, na acetogénese ¢ na metanogénese. Na acetogénese ocorre a formacdo de
propionato e butirato pelas bactérias degradadoras, e na metanogénese nas quais estdo inter-
relacionadas em sintrofia. O propionato e o butirato sdo importantes intermediarios sintroficos
nas reacdes, na termodindmica e na degradacdo, considerados limitantes nas etapas da
digestao anaerdbia (KIDA et al., 1993; LIU et al., 2010). O acamulo de AGVs tem sido a
principal causa de desequilibrio entre a taxa de produ¢do de metano e o consumo do mesmo

(AHRING et al., 1995).

Lee et al. (2015) reportaram que o acido acético € conhecido como importante intermediario
para o processo de digestdao anaerdbia, uma vez que esta relacionado com os produtos finais, o
metano e o didxido de carbono; e o acido propidnico ¢ importante para o fluxo de
abastecimento de elétrons. Os autores notaram que a degradagdo completa do acido
propionico ocorreu em baixa concentracao de acido acético (< 100 mg/L), mas quando houve
elevada concentracdo de acido acético (4.700 mg/L) a degradagdao do éacido propidnico foi

inibida.

Komemoto et al. (2009), relata que a producdo de acidos graxos volateis difere entre as
diversas condi¢des da temperatura. O acido latico apresenta a maior concentra¢do de todo o

AGYV produzido a partir do inicio de operagdo do digestor tratando residuo. O teste com acido
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acético foi produzido no inicio do periodo experimental com continua formag¢do. Em
contraste, o acido butirico foi produzido tardiamente e o 4cido propionico foi observado com

concentragdes abaixo de 1000 mg/L.

A concentragdo de acido acético foi relativamente elevada de 1000 a 2000 mg/L, sob
condigdes mesofilicas de 35 °C e 45 °C, com consequente diminuigdo apos 4 a 6 dias. A
rapida diminui¢do nas concentragdes dos acidos latico e acético coincidiu com a produgdo de
biogas, sugerindo que estes foram convertidos. As concentracdes do acido butirico atingiu o
maximo de 6195 mg/L apds sete dias, indicando ndo ser susceptivel em contribuir com a

produgdo do biogas (KOMEMOTO et al., 2009).

2.7.2 Inibigao por Amodnia

A inibicdo do processo de digestdo anaerdbia por amdnia ¢ uma ocorréncia comum durante a
digestdo anaerdbia, principalmente em substratos ricos em proteina, a exemplo de residuo

alimentar (ANGELIDAKI e AHRING, 1993).

Estudos tém relatado que para a metanogénese ocorrer ¢ necessaria a metade da concentracao
maxima inibitdria, no qual o nitrogénio amoniacal varia de 4,0 a 12,8 g NH4-N/L (GALERIA
WINTER, 1997; SUNG e LIU, 2003). Hendriksen e Ahring (1991) determinaram que os
niveis da concentragdo inibitdria para a metanogénese foi de 6 g NH4-N/L, e a inibigdo

completa foi observada com 9,0 g NH4-N/L.

As concentragdes de amonia livre (NH3) tém sido responséaveis pela inibicdo de amdnia nos
sistemas de tratamentos (ANGELIDAKI e AHRING, 1993). Essa concentragdao indica ser
dependente de trés parametros: da concentracao de amonia total, pH e temperatura (HANSEN
et al., 1998). Para uma concentracdo completa de amoénia, hd um aumento de amonia livre,
com consequente aumento do pH. A medida que a temperatura de um sistema aumenta a

fragdo do amoniaco total, a forma livre de amodnia também aumenta (HANSEN et al., 1998).

A tendéncia do acimulo de amonia ¢ de ocasionar mudangas na via de produ¢do do metano,
dominada nao pelas arqueias acetoclésticas devido a inibi¢do, e sim pela associagdo sintrofica
entre as hidrogenotroficas e as bactérias acetogénicas, consideradas tolerantes a fatores
inibitérios (AHRING et al.,1995). Estudos reportam que elevadas concentragdes de amonia
(>7 g/Kg/d™") tendem a elevar o acimulo de AGVs, em digestores mesofilicos com tratamento

de residuo alimentar (ZHANG et al., 2010).
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A degradacao anaerdbia de substratos ricos em proteinas (devida a alta quantidade de ion
amonio em equilibrio com amoénia) ¢ frequentemente associada com a instabilidade do
processo, indicado pela reduzida produgdo de biogés e/ou conteudo de metano, flutuagcdes no
pH e alcalinidade, e acimulo de AGVs (RAJAGOPAL et al., 2013). Algumas solugdes vém
sendo sugeridas para se gerenciar as complicagdes associadas aos materiais ricos em
nitrogénio, incluindo dilui¢do do substrato, air-stripping, recuperagdo da amonia através da
integracao de células microbianas de dessalinizacdo e inclusdo de material com capacidade de
troca i0nica ou fibra de carbono (RAJAGOPAL et al., 2013). Além disso, a importancia da
adaptacao microbiana a altas concentragdes de amonia tem sido enfatizada na literatura
(RAJAGOPAL et al., 2013), indicando a necessidade de permitir a aclimatacdo dos micro-

organismos a condigdes prevalecentes para obter sucesso na operagao.

A resposta do digestor a concentra¢do do ion amonio depende da comunidade microbiana, ou
seja, influenciada pelo tipo de indculo, pelas caracteristicas do substrato e parametros
operacionais. As concentragdes de amonia total e livre, juntamente com a temperatura, t€ém
sido identificadas como os principais fatores que influenciam e determinam a estrutura da

comunidade microbiana em digestores anaerobios em escala plena (DE VRIEZE et al., 2015).

Os efeitos inibitorios de amonia sobre o consorcio microbiano também sdo considerados em
ter um impacto significativo nos estagios finais da degradacdo, envolvendo a atividade das
metanogénicas utilizadoras de hidrogénio/formiato (hidrogenotroficas) ou metanogénicas
utilizadoras de acetato (acetoclésticas), onde as acetoclasticas (como Methanosaeta sp. e
algumas espécies de Methanosarcina sp.) sdo consideradas mais sensiveis a amonia

(RAJAGOPAL et al., 2013).

A producdo de biogés através da degradagdo anaerobia dos compostos organicos demanda
comunidades microbianas complexas, com estreita cooperagdo interespécies. A atividade
metanogénica reduzida, subsequentemente influencia rotas de reagdes nos niveis mais altos da
cadeia de degradacdo. As condi¢des resultam na inibicdo da comunidade de metanogénicas
que utilizam altas concentracdes de amonia, podendo resultar no aparecimento de
competidores microbianos pelo acetato. Estudos tém sugerido que, estas condigdes promovem
o desenvolvimento das bactérias sintroficas oxidadoras de acetato (WESTERHOLM et al.,
2015). A etapa inicial da reacdo de oxidagdo sintréfica envolve a oxidagdo de acetato a
hidrogénio e dioxido de carbono, e formiato pelas bactérias sintroficas oxidadoras de acetato,

seguida do consumo destes produtos pelas metanogénicas hidrogenotroficas para a geragao de
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metano. As bactérias capazes de realizar a oxidacdo sintrofica do acetato sdo as bactérias
termofilicas (Thermacetogenium phaeum e Pseudothermotoga lettingae), termotolerante
(Tepidanaerobacter  acetatoxydans) e as mesofilicas (Clostridum  ultunense e

Syntrophaceticus schinkii) (WESTERHOLM et al., 2016).

As bactérias sintroficas oxidadoras de acetato sdo consideradas de crescimento lento
(HATORI, 2008), podendo ser uma desvantagem na competi¢do pelo acetato com as
metanogénicas acetoclasticas. Nao obstante, as metanogénicas hidrogenotroficas e a maioria
das sintroficas oxidadoras de acetato possuem alta tolerdncia a amoénia (WESTERHOLM et
al., 2016), uma caracteristica que provavelmente as tornam eficientes competidoras em

sistemas submetidos as perturbagdes com elevada concentracdo de amonia.

2.8 Importincia da Comunidade Microbiana nos Sistemas de Tratamento

Anaerobio de Residuos

A identificagdo, analise e monitoramento da comunidade microbiana de bactérias e arqueias ¢
fundamental para prever processos de estabilidade, instabilidade e explicar o desempenho do
sistema. O desequilibrio de um nivel troéfico pode afetar toda a comunidade microbiana,
resultando em desequilibrios ou falhas no processo. Portanto, a caracterizacdo da composi¢ao
e estrutura da comunidade microbiana ¢ critica para analisar e melhorar a eficiéncia da
digestao anaerébia (VANDEVIVERE ef al., 2002; WANG et al., 2013; LUO et al., 2013;
QIAOYING et al., 2013).

E reconhecido que apenas uma pequena parcela da diversidade microbiana pode ser estudada
por meio de métodos de cultivo. A limitacdo para o cultivo estd associada a diversos fatores,
tais como: desconhecimento das necessidades nutricionais; caracteristicas peculiares do
habitat, que ndo sdo mantidas; e interagdes com o meio bidtico, com outros micro-organismos
e condicdes abioticas, fatores fisicos e quimicos (XU, 2006). Entretanto, ferramentas de
biologia molecular tém sido utilizadas com base nas variagdes e andlise da sequéncia de
nucleotideos presentes no gene RNAr 16S, por conter regides conservadas e variadas
(exclusivas de uma unica espécie por exemplo), e contribuir para a caracterizacdo da

diversidade microbiana (MANDIGAN et al., 2010).

Com base no rapido desenvolvimento tecnoldgico, tem-se desenvolvido plataformas para
sequenciamento de nova geracdo (NGS). A metagendmica torna possivel o estudo
aprofundado da diversidade e abundancia da comunidade microbiana, uma vez que podem ser
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geradas milhares de sequéncias a partir de uma tnica amostra, sendo possivel detectar aqueles
micro-organismos que estdo em baixa abundancia ou que sejam raros na amostra. Portanto,
podem fornecer informagdes detalhadas e significativas da composicdo e estrutura da

comunidade em reatores anaerobios (CHO et al., 2013).

Virios estudos revelaram a importancia de investigar ¢ monitorar a comunidade microbiana

em digestores anaerobios, por meio de plataformas, conforme quadro 2-5.
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Quadro 2-5. Estudos que investigaram a comunidade microbiana de digestores anaerdbios de tratamento de residuos orgéanicos

Substrato

Reator (escala)

Temperatura

Ferramentas utilizadas

Grupos de Micro-organismos

Referéncia

Lodo de planta de
tratamento municipal de
RSU (Suécia)

Laboratorial (45 L e
451L1)

Mesofilico e termofilico

Sequenciamento,
ARDRA

Mesofilico (Bacteriodetes (34%), Chloroflexi
(27%), Firmicutes, Clostridia (5%), Firmicutes
Bacilli (4%), Spirochaetes (5%), Thermotogae
(4%), Actinobacteria (4%), delta Proteobactéria
(4%)); Termofilico (Thermotogae (61%),
Firmicutes  Clostridia (19%), Bacteroidetes
(10%), Firmicutes Bacilli (5%)); Mesofilico
(Methanospirillum  (55%),  Methanoculleus
(18%), Methanosarcina (18%), Crenarchaeota
(3%), Thermoplasma (3%),
Methanomethylovorans ~ (3%);  Termofilico
(Methanosarcina  (58%), Methanobacterium
(32%), Methanoculleus (10%)

Levén et al. (2007)

Residuo alimentar e
lodo de esgoto (China)

Laboratorial (20 L)

Mesofilico

Pirosequenciamento-
454

Inéculos sem aquecimento: Lodo de esgoto
[Proteobacteria (65,4%), Actinobacteria
(11,0%), Bacteroidetes (11,0%), Firmicutes
(6,3%) e Fusobacteria (3,3%)]; Residuo
alimentar [Firmicutes (66,2%), Cyanobacteria
(21,2%) e Proteobacteria (12,4%); Indculos
aquecidos (mistura de reiduo alimentar e lodo de
esesgoto) [Proteobacteria (54,2%),
Bacteriodetes (24,7%), Firmicutes (4,8%) e TM7
(3.4%). Operacao 0 horas [Proteobacteria 50%
(Betaproteobacteria 34% e
Gammaproteobacteria  11%),  Bacteroidetes
(25%) e Firmicutes (3,7%);

Po6s 6 horas [as sequéncias que pertencem a
outros grupos diminuiram drasticamente, exceto
Firmicutes (97%)]

Wan et al. (2012)

Residuo alimentar de
restaurante (Coréia)

Laboratorial (60 L)

Mesofilico

Pirosequenciamento-
454

Metanogénicas espécies somente
Methanosphaera (57%), Ferroglobus (16%),
Methanomicrobium (10,1%), Methanosalsum
(5,6%), Methanolinea (4,1%), Ferroplasma
(2,6%) e Methanosphaerula (1,7%)

Cho et al. (2013)
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Residuo alimentar de
cafeteria (China)

Laboratorial (60 L)

Mesofilico e
termofilico

Pirosequenciamento-
454

Mesofilico [Chloroflexi (8,93%), Actinobacteria
(4,49%), Spirochaetes (11,28%)];

Termofilico [Chloroflexi (0,66%),
Actinobacteria (1,38%), Sprirochaetes (0,18%).

Guo et al. (2014)

Residuo alimentar
(China)

Laboratorial
R1 (60 L-5%ST),
R2 (60 L-15%ST) e
R3 (60 L-20%ST)

Mesofilico

Pirosequenciamento-
454

ST 5%: Bacteriodetes (Barnesiella 2,83%,
Bacteroides  0,54%, Bacteroidales  0,43%,
Marinilabiaceae 0,37%,; Chloroflexi
(Anaerolineaceae 64,99%, Erysipelotrichaceae
7,17%, Clostridiales 1,73%, Christensenellaceae
0,30%, Anaerobranca 0,11%); Firmicutes
(Ruminococcaceae 1,11%,  Gelria  0,85%,
Fastidiosipila 0,30%, Lachnospiraceae 0,13%,
Lutispora 0,09%); Proteobacteria
(Novosphingobium 0,21%, Rhizobiales 0,07%);
Spirochaetes (Spirochaeta 0,28%, Spirochaetes
0,46%); Tenericutes (Acholeplasma 0,40%)
Methanosarcina  (84,4%),  Methanoculleus
(7,63%); ST 15%: Bacteriodetes (Barnesiella
0,08%, Bacteroides 0,27%, Bacteroidales
0,40%, Marinilabiaceae 0,22%,
Parabacteroides 0,06%); Chloroflexi
(Anaerolineaceae 58,03%, Erysipelotrichaceae
1,85%, Clostridiales 4,00%, Christensenellaceae
0,14%, Anaerobranca 0,36%); Firmicutes
(Ruminococcaceae 0,75%, Gelria  0,85%,
Fastidiosipila 0,79%, Lachnospiraceae 0,72%,
Lutispora 0,06%); Proteobacteria
(Novosphingobium 0,14%, Rhizobiales 0,07%);
Spirochaetes (Spirochaeta 0,28%, Spirochaetes
0,06%); Tenericutes (Acholeplasma 1,12%),
Methanosarcina (89,5%); ST 20%:
Bacteriodetes (Barnesiella 0,00%, Bacteroides
0,82%, Bacteroidales 1,54%, Marinilabiaceae
0,61%, Parabacteroides 0,34%); Chloroflexi
(Anaerolineaceae 31,37%, Erysipelotrichaceae
2,41%, Clostridiales 3,88%, Christensenellaceae
0,18%, Anaerobranca 1,43%); Firmicutes
(Ruminococcaceae  0,86%, Gelria 0,45%,
Fastidiosipila 1,09%, Lachnospiraceae 0,39%,

Yi et al. (2014)
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Lutispora 0,36%); Proteobacteria
(Novosphingobium 0,77%, Rhizobiales 0,36%);
Spirochaetes (Spirochaeta 0,73%, Spirochaetes
6,98%); Tenericutes (Acholeplasma  6,75%),
Methanosarcina (90,9%), Methanoculleus
(2,91%)

Tratamento residuos
organicos doméstico
(Brasil)

Escala laboratorial
Dois reatores
continuos de 20 L
40% (w/v) residuos
de frutas e farelos; e
60% (v/v) lodo de
ETE

Mesofilico

Sequenciador
MegaBace 1000
capilaridade

Inéculo LC (Firmicutes 58,2%, Bacteriodetes
32,0%, Proteobacteria 4,7% e Thermotogae
1,2%); Residuo organico doméstico (Firmicutes
60,0%, Bacteriodetes 6,7%, Proteobacteria
30,7% e Cyanobacteria 2,7%); 44 dias de
operacio OT44 (Firmicutes 33%, Bacteriodetes
2,5%, Proteobacteria 57,5%, Actinobacteria
3,8% e Synergistetes 2,5%); 90 dias de
operaciao OT90 (Firmicutes 68%, Bacteriodetes
6,5%, Proteobacteria 23,5% e Deinococcus
Thermus 2,0%)

Cardinali-Rezende et
al. (2009)

Residuo alimentar
(Coréia)

Escala laboratorial (6
L) — uinico estagio

Mesofilico

Pirosequenciamento-
454

Fase I: Chloroflexi (63,95%), Thermotogae
(5,56%), Proteobacteria (3,63%), Bacteroidetes
(3,22%), Synergistetes (2,63%), Firmicutes
(2,41%) e Actinobacteria (0,77%). Alteracdes
nesta fase: Chloroflexi (19,38%), Bacteroidetes
(13,37%), Firmicutes (8,27%), Synergistetes
(6,31%) e Actinobacteria (2,04%). Fase II:
Chloroflexi (7,13%), Bacteroidetes (35,38%),
Firmicutes (15,947%), Synergistetes (27,88%) e
Actinobacteria (4,95%)

Jang et al. (2014)

Fracio organica de RSU
(Espanha)

Escala plena*

Mesofilico

Pirosequenciamento-
454

Antes do__ Start-up: Firmicutes 40,2%:
Clostridiales  29,1%, Clostridiaceae_incertae
sedis X1 21,5%, Peptostreptococcaceae 3,19%,
Ruminococcaceae 1,32%, Lactobacillales
8,37%: Enterococcaceae 3,65%,
Lactobacillaceae  1,89%,  Leuconostocaceae
1,44%, Carnobacteriaceae 0,64%,
Streptococcaceae 0,41%, Bacillales 1,88%:
Bacillaceae 0,67%, Bacillaceae 1 0,36% e
Planococcaceae  0,46%,  Erysipelotrichales
0,79%. Erysipelotrichales 0,79%; Bacteriodetes
55,09%: Bacteriodales 55%;

Cardinali-Rezende et
al. (2016)
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Porphyromonadaceae 54,67%; Actinobacteria

3,43%: Actinomycetales 3,33%,
Actinomycetaceae 2,86%; Proteobacteria
1,08%: Pseudomonadales 0,51%,;

Pseudomonadaceae 0,46%; Desulfobacterales
0,26%: Desulfobulbaceae 0,26%; Chloroflexi
0,09%: Anaerolineales 0,08%: Anaerolineaceae
0,08%; Durante operacao do biodigestor:

Firmicutes 78,76%: Clostridiales 69,3%:
Ruminococcaceae 46,5%,
Clostridiaceae_incertae  sedis X1  10,13%,

Incertae sedis X1 3.51%, Eubacteriaceae 2,64%,
Peptostreptococcaceae 0,98% e
Lachnospiraceae 1,56%. Lactobacillales 5,43%:
Incertae sedis XII 0,55%; Lactobacillaceae
1,38%, Leuconostocaceae 0,77%,
Enterococcaceae  0,92%;  Streptococcaceae
0,63%, Aerococcaceae 1,18% e
Carnobacteriaceae 0,54%, Erysipelotrichales
2,79: Erysipelotrichaceae 2,79%. Bacteroides
18,65%: Bacteroidales 13,55%:
Porphyromonadaceae 13,10%, Flavobacteriales
5,06%: Cryomorphaceae 4,76%; Actinobacteria
2,09%: Actinomycetales 1,99%,
Actinomycetaceae 1,84%.

Firmicutes maximo de 80%; Sporanaerobacter
34%; Bacteriodetes 25%; Anaerolinaceae 10%;

Residuo alimentar Escala laboratoério (2 Actinobacteria 10%; Tenericutes 15%;
(Massachusetts - EUA) L) Mesofilico Roche 454 Synergistetes  5%;  Peptococcaceae  5%;| Dang et al. (2016)
Methanosaeta 80%, Methanosarcina 66%,
Methanobacteriales 20%, Methanomicrobiales
25%, Methanomassiliicoccales 6%.
Bacteriodetes 21 + 28%, Firmicutes 27 + 41%,
Residuo alimentar Escala laboratorio - Pirosequenciamento- Chloroﬂ exi 18,5 ﬂ; 1%, Sp z.r ochaetae 7,5 Oi 1%, .
(China) G0 L) Mesofilico 454 Synergzstete.6 + 4% e Tenericutes -13.,3 + 1%, Li et al. (2016)
Methanothrix 46,97%, Methanospirillum 35,35%
e Methanoculleus 9,89%
Residuo alimentar Escala de - . . Firmicutes 30-40%, Proteobacteria 10-20%, .
(Brasil) demonstracao (18,8 Mesofilico Miseq/Ilumina Chloroflexi 15%, Bacteriodetes 8%, Martins et al. (2016)
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Synergistetes 7%, Ruminococcaceae 31,7%,
Lachinospiraceae e Mogibacteriaceae 6,8%,
Peptococcaceae 4-7%, Syntrophomonadaceae 2-
4%, Syntrophus 3-7,2%. Maior que 1%:
Methanobacterium, Methanobrevibacter,
Methanosaeta e Methanospirillum

Residuo alimentar
(Noruega)

Escala laboratorio
4 reatores 10 L

2 reatores mesofilico
2 reatores termofilicos

MiSeq/Ilumina

Mesofilico: Firmicutes 25 + 75%, Chloroflexi 6
+ 54%, Bacteroidetes 7 + 16%, Actinobacteria 2
+ 3%, Clostridiaceaea 65%; Methanosaeta 65%,
Methanobacterium 32%; Termofilico:
Firmicutes 35%, Thermotoga 40%,
Coprothermobacter 49%, Thermacetogenium
28%, Syntrophomonas 12 + 40%
Caldicoprobacter 25%, Tepidimicrobium
23%, Synergistetes 7 + 11%,
Methanothermobacter 96 + 97%,
Methanosarcina 1%.

Zamanzadeh et al.
(2016)

Palha de arroz (China)

Escala de bancada
(0,5 L) com volume
de trabalho de 0,2 L

Mesofilico

MiSeq/Ilumina

Firmicutes (Ni - 3,3% e 1,3%), Proteobacteria
(Ni — 3,5% e 9,2%); Proteobacteria (Fe — 3,4%,
Mo-6,6%); Methanosaeta (Fe 8,51%, Mo 10,9%,
Ni  4,9%); Methanosaeta (Ni — 9,4%);
Methanobacterium (Ni — houve decrescimento de
60,9 para 53,7%)

Cai et al. (2017)

Residuo alimentar
(Franca)

Escala de bancada
(frascos de 520 mL)

Mesofilico

Ion Torrent/Life

Ria 1: Firmicutes 96%, Proteobacteria 4%,
Bacteriodetes 0,1%. Ria 2: Proteobacteria 58%,
Firmicutes 30%, Bacteriodetes 6%, Spirochaetes
1%. Veg 1: Firmicutes 66%, Proteobacteria 38%,
Bacteriodetes 4%. Veg 2: Firmicutes 43%,
Proteobacteria 50%, Bacteriodetes 6%. Bio 1:
Firmicutes 55%, Proteobacteria 34%,
Bacteriodetes 8%. Bio 2: Proteobacteria 58%,
Firmicutes 22%, Bacteriodetes 17% e
Actinobacteria 2%.

Figastiva et al.
(2017)

Em negrito destaca-se os trabalhos que usaram digestor anaerdbio para tratar residuo alimentar e técnica de sequenciamento massivo para estudar a comunidade microbiana.

*volume do reator nao foi informado, somente altura (12m).




2.9 Metais Essenciais: Macro e Micronutrientes

Os metais de transicao sdo conhecidos por terem fungdes essenciais de nutrientes nos micro-
organismos, tais como: Ca, Co, Cu, Fe, K, Mg, Mn, Mo, Na, Ni, V, W e¢ Zn. Os metais de
transi¢do sao assim classificados por terem capacidade de transitar entre diferentes estados de
oxidacdo, com estabilidade significativa. Possuem orbitais incompletos e tém a capacidade de

formar ligagdes coordenadas (MAIER et al., 2009).

Os nutrientes ‘metalicos’ podem ser classificados com base na sua concentragao intracelular:
macronutrientes, cations (K, Mg, Ca) e micronutrientes (Mn, Fe, Co, Cu, Mo, Ni, Se, W). As
concentracdes de metais nas células podem variar de 10~ a 10”'M para os macronutrientes ou
cations, e de 10°®a 10" para os micronutrientes. Essas concentra¢des podem diferenciar de

um para o outro (WILLIAMS e SILVA, 2000; MADIGAN, 2004).

Em geral, os metais essenciais sdo requeridos para a catalise enzimadtica, transporte de
moléculas, estrutura protéica, neutralizacdo de carga e controle de pressdo osmotica. Os
micro-organismos possuem mecanismos de captura de elementos traco, quando sdo
requeridos para suprir suas demandas funcionais. Um elemento pode ser capturado por meio
de cofatores enzimaticos, inclusdo de corpos internos, transporte de membranas, assim como,
desempenhar o papel de doadores ou aceptores de elétrons; bem como passar por processo de
redugdo e biometilacdo. Quando necessitam expulsar quaisquer elementos, estes ocorrem por
precipitacdo extracelular e/ou extrusdo para expulsdo de elementos em excesso ou prejudicial

(MAIER et al., 2009; PAULO et al., 2015) (Figura 2-4).

Uptake
Specific/Unspecific
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e ¥ precipitation/
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Biomethylation Y A
9 ~s AA
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co-factor .
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Electron chain
.. ° carriers
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Non-specific binding/
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Fonte: Paulo et al. (2015)
Figura 2-4. Esquema de interacao entre células e metais
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A biometilagdo de Hg, Pb, Tl, Pd, Pt, Au, Sn, Cr, As e Se foi observada como um mecanismo
de desintoxica¢do em células microbianas (OLESZIEWICZ ¢ SHARMA, 1990). Os micro-
organismos também sdo capazes de capturar metais por meio de inclusdo de corpos internos,
enquanto, outros sao capazes de reduzir para um estado de oxidacdo menos toxico, como por
exemplo, Penicillum chrysogenum que pode reduzir a prata (HAFERBURG e KOTHE,
2007).

2.9.1 Fungoes dos Elementos Trago no Processo Biologico de Digestdo Anaerdbia

A suplementacdo de elementos tracos tem sido utilizada em sistemas de digestdo anaerobia,
como medida para aumentar o metabolismo microbiano e consequentemente, maior produgao
no teor de metano, devido as propriedades funcionais (Quadro 2-6). Os elementos trago sdo
requeridos em quantidades suficientes para suportar o crescimento microbiano e, portanto,
garantir a eficiéncia no desempenho do processo de tratamento. A exemplo, do ferro (Fe),
niquel (Ni) e cobalto (Co), seus efeitos tém sido extensivamente reportados na literatura
(OLESZKIEWICZ e¢ SHARMA, 1990; POBEHEIM et al., 2011; QIANG et al., 2012;
GUSTAVSSON et al., 2012; FACCHIN et al., 2013).

A importancia do Fe depende de sua propriedade redox e do envolvimento no metabolismo
energético (TAKASHIMA e SPEECE, 1989). O Fe ¢ utilizado no sistema de transporte dos
micro-organismos para a conversao de CO, em CO4, podendo atuar como doador de elétrons
(VINTILOIU et al., 2013). O Fe também tem sido utilizado com frequéncia em reatores
anaerobios como suplementacdo, por demonstrar atuagdo ativa na precipitacao de sulfeto,

além de controlar os niveis de hidrogénio no biogas (GUSTAVSSON et al., 2014).

Um corrinodide, como a vitamina B12 contendo o ion Co, pode ligar-se a coenzima metilase
que catalisa a formag¢do de metano em ambas as vias da metanogénese acetoclastica e
hidrogenotrofica (SCHONHEIT et al., 1979; KIDA et al., 2001). Embora o Ni tenha sido
considerado como ndo essencial para o crescimento microbiano, uma coenzima com baixo
peso molecular, a Fg3, foi descoberta em extratos com Methanobacterium
thermoautotrophicum, nessa situagdo foi encontrada quantidades essenciais de niquel

(FRIEDMANN et al., 1990).

O manganés (Mn) atua como receptor de elétrons nos processos de respiracdo anaerdbia
(LANGENHOFF et al., 1997), enquanto o zinco (Zn) participa na funcdo de enzimas
envolvidas na metanogénese, como a coenzima M metiltransferase (SAUER e TAUER,

2000). Zinco (Zn), cobre (Cu) e niquel (Ni) foram encontrados em uma tUnica hidrogenase
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(JARREL e KALMOKOFF, 1988). Ha pouca informagdo disponivel na literatura sobre os
efeitos positivos do Zn e do Cu sobre as metanogénicas. O Zn foi encontrado em
concentragdes notavelmente elevadas de 50 a 630 ppm em 10 metanogénicas, enquanto que o

Cu estava presente em apenas algumas espécies (SCHERER et al., 1983).

Outros metais tracos como W e Mo também sdo encontrados em enzimas, como a formidase
dehidrogenase (FDH), que catalisa a produgdao de formiato por oxidantes de propionato
(BANKS et al., 2012). Algumas metanogénicas contém enzimas W ¢ Mo para o mesmo
proposito (NIES, 1999), Methanobacterium thermoautotrophicum contém duas iso-enzimas,

formilmetanofurano desidrogenase, uma contendo W e o outra contendo Mo.

A enzima Mo ¢ sintetizada apenas quando Mo esta presente no meio de crescimento,
enquanto a enzima W ¢ sintetizada quando W ou Mo esta disponivel, se no meio de
crescimento contém Mo, a enzima W contera Mo em vez de W (HOCHHEIMER et al.,
1995). Todas as enzimas contendo W foram encontradas em bactérias e arqueias

principalmente, aquelas com metabolismo anaerobio (NIES, 1995).

Embora, o Se ndo seja estritamente um metal trago, sua importdncia como nutriente para
sistemas de digestdo anaerdbia tem sido discutida na literatura. Jones e Stadtman (1977)
reportaram uma relacao direta entre o efeito estimulatorio do selénio no crescimento, € niveis
aumentados da atividade da formato dehidrogenase em Methanococcus vannielli, anaerdbio
estrito. A deficiéncia de Se no processo de tratamento anaerobio pode resultar em limitagdes
de crescimento para algumas metanogénicas, diminuicao da atividade microbiana e, em
ultima analise, falha do processo (LEBUHN et al., 2008; WORM et al., 2009). Banks et al.
(2012) concluiram que o Se e o Co sdo elementos essenciais para a estabilidade do processo, e

estdo presentes em quantidade insuficientes no residuo alimentar.

Gustavsson et al. (2011) abordaram os efeitos da suplementacdo de elementos trago durante o
processo de digestio de residuos de bio-etanol contendo elevados niveis de sulfeto.
Concluiram que a suplementagdo diaria com Co (8,5 uM), Ni (3,4 uM) e Fe (9 mM) foram
requeridos para a manutencao da estabilidade do processo de digestdo para producdo de

biogés, com taxa de carregamento organico de 4,0 g/L'd™" de s6lidos volateis.
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Quadro 2-6. Elementos trago e suas fungdes nos micro-organismos

Elementos Traco

Funcio Geral nos Micro-organismos

Fungéo na
Metanogéneses

Referéncias

Cobalto (Co)

Ferro (Fe)

Molibdénio (Mo)

Niquel (Ni)

Selénio (Se)

Manganés (Mn)

Tungsténio (W)

Zinco (Zn)

- Vitamina By,; transcarboxilase (bactérias
que metabolizam acido propidnico);

- Presente em corrindides; ativador
enzimatico metalico; ativador carboxil
peptidase; requerido para a sintese de
vitamina Bj, (cyanocbalamin); CODH,;
pode inibir o metabolismo.

- Aceptor de elétrons em citocromos
(Fe;); sintese da catalase, peroxidase e
acotinase; essencial em hidrogenase
ferrodoxina, em CODH e FDH;
propriedade redox.

- Enzimas contendo flavina; nitrogenase,
nitrato redutase, sulfito oxidase e algumas
formiato dehidrogenases,

- Presente no FDH; inibidor de bactérias
sulfato redutoras; cofator de varias
enzimas.

- Maioria das hidrogenases; coenzima de
F40 de metanogénicas; mondxido de
carbono dehidrogenase; cofator de uréase.
- Enzima metil- CoM redutase, depende do
cofator Fy3p no ultimo passo da formagdo
de metano.

- Formato
hidrogenases.

dehidrogenase;  algumas

- Atividade isocitrica dehidrogenase e
enzima malica de bactéria; frequente
ligagdo com o magnésio em reagdes de
quinase; estabilizagdo da metil transferase
na producdo de metano; reagdo redox;
cofator de vérias enzimas.

Alguns formiato desidrogenases.
-Anidrase carbOnica;
dehidrogenase;

- Ativador de enzimas metalicas, atividade
carbonica de ativador metalico da enzima
anidrase carbonica.

- Estimula o crescimento das células com
cofator RNA e DNA polimerase; efeito
toxico exacerbado com outros metais e
consequente, inibi¢do do metabolismo;
produgdo de metano por hidrogenases,

alcool

Metil transferase

CODH, ACS;
hidrogenases

Formiato
desidrogenase

CODH; metil CoM
redutase; hidrogenases.

Formiato
desidrogenase

Madigan et al. (2004)
Shataure et al. (2011)

Madigan et al. (2004)
Shataure et al. (2011)

Madigan et al. (2004)
Shataure et al. (2011)

Madigan et al. (2004)
Shataure et al. (2011)

Madigan et al. (2004)

Madigan et al. (2004)
Shataure et al. (2011)

Madigan et al. (2004)

Madigan et al.(2004)
Shataure et al. (2011)

2.9.2 Efeitos da Adicao de Elementos Trago nos Sistemas de Tratamento Anaerdbio

Os elementos tragos desempenham papeis essenciais no metabolismo e crescimento

microbiano. Atuam como cofatores de enzimas envolvidas na bioquimica de formacdo do
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metano (a exemplo do Fe importante para a enzima hidrogenase, presente nas bactérias
produtoras de hidrogénio, e do Ni, presente no Cofator F439 das metanogénicas), por isso, t€ém
sido considerados necessarios para o equilibrio do processo anaerébio (POBEHEIM et al.,

2010; FACCHIN et al., 2013).

O acumulo dos inibidores de amoénia e AGV’s estdo intrinsicamente, relacionados as
deficiéncias principalmente, dos elementos tracos, tais como: ferro (Fe), molibdénio (Mo),
selénio (Se), cobalto (Co), niquel (Ni), tungsténio (W) (ZHANG et al., 2010). Os residuos
organicos geralmente contém baixas concentracdes desses elementos, conduzindo a falhas no

processo de digestao anaerobia (FACCHIN et al., 2013) (Tabela 2-4).

Tabela 2-4. Concentracdes de elementos tracos registrados em residuos alimentares

Elementos traco Cobalto Cromo Ferro Molibdénio Niquel Selénio Zinco Tungsténio

no residuo (Co) (Cr) (Fe) (Mo) (Ni) (Se)  (Zn) (w)  Unidade
Zhang etal. 2011) - 017 3,17 - 017 - 8,27 - ma/L
Banks et al. (2012) 0,083 1737 029 20 005 811 18,5 mg/L
Qiang eral. (2012) 0,08 - 349 ; ND ; 14,0 ; mg/L
Lo et al. (2012) 017 403 73683 051 ND - 3L ND  mgke!
Zhangetal (2012) ND 040 00074 0058 044 - 19,19 ND mg/L
Facchin et al
ot 0.2 ; ; 1,0 20 10 ; 1,0 mg/keST
Zhang etal. 2013) - - 1000 ; ; - 1600 ; mg/L
Yirong et al mg kg
ot 0.1 ; 89 037 - 017 ; 92 i

ND: Nio detectado

A selecao de elementos tragos ¢ importante para o desenvolvimento dos micro-organismos €
consequentemente, adicdo desses para producdo de maiores concentragdes de metano (CHy)
principalmente, porque ha deficiéncia de ferro, dentre outros, nos residuos alimentares

(Tabela 2-4).

Trabalhos descritos nas tabelas 2-4 e 2-5 relatam a respeito da importancia, e necessidade da
adicdo de elementos tragos, como medida para aumentar a produtividade de metano.
Entretanto, ¢ preciso uma investigacdo sobre os elementos de maiores interesses nos
processos metabodlicos relatados na metanogénese. Os elementos de interesse tais como, o
cobalto, ferro, molibdénio e niquel sdo abundantes e presentes em diferentes enzimas
envolvidas na decomposi¢do de compostos organicos, € na formag¢ao de pequenas moléculas

(ex.: celulases, peptinases, carboxilases dehidrogenases entre outras).

Pode-se verificar a partir dos dados da Tabela 2-5, que a concentracdo dos elementos tracos

presentes nos residuos alimentares variam muito de estudo para estudo. Assim, existe uma
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necessidade de verificar, se a adicdo de alguns elementos no reator tratando residuo alimentar,
aumentaria a producdo de metano, e de quanto seria este incremento, pois nao existe um

consenso na literatura do elementos determinantes ¢ suas concentragoes.

Tabela 2-5. Quantidade de elementos tragos requeridos/adicionados em algumas

referéncias
Elementos Tracos Cobalto Cromo Ferro Molibdénio Niquel Selénio Zinco Tungsténio Unidade
Requeridos (Co) (Cr) (Fe) (Mo) (Ni) (Se) (Zn) (W)

Feng et al. 2010 0,60 - 0,5° 1,35 1,00 0,08 - 0,18 mgL™’!
Zhang et al. (2011) 0,18 0,26 149,86 0,634 0,69 - 234,15 - mgL!
Banks et al. (2012) 1,0 5,0 0,2 1,0 0,2 0,2 0,2 mg L'

Jiang et al. (2012) 4,034 - 35,5 0,184 2,825 0,219 20,833 0,18 gL’
Zhang et al. (2012) <30 165,0 3012,9 23,9 180,8 - 7858,2 <30 ng/L
Facchin et al. (2013) 10 - - 6 10 1 1 (rggT/;fg

-1
Yirong et al. (2015) 1,0 - 10,0 0,1 1,0 0,1 1,0 0.1 m]é ]I:_l a

* As quantidades de elementos tragos adicionados foram calculados baseado nos SV contido na fragéo organica,
b 8
(g L.

Viarios estudos tém investigado a adi¢do de elementos tracos em sistemas de digestdo
anaerobia de tratamento de residuo organico, com o objetivo de estimular a comunidade
microbiana envolvida no processo e, consequentemente, incremento na produgao de metano.

A seguir sao listados os estudos mais relevantes conforme tabela 2-6.

Pobeheim et al. (2010) compararam seis unidades de biogas na Austria, tratando biomassa
com o lodo de digestor anaerdbio em batelada, e adi¢do de elementos tracos (cobalto,
molibdénio e niquel). As unidades foram alimentadas com 100% de silagem de milho; o
reator em batelada foi alimentado com substrato de silagem de milho em variagdes de 65 a
90%, adicionalmente com esterco, silagem de capim, residuos de aves, de estrume e de
esterco ou combinagdes desses substratos. O trabalho mostrou a influéncia da adi¢cao dos
elementos traco na produ¢ao de metano com aumento de 30%. Quando houve a eliminacao da
adi¢do de niquel no experimento, houve uma reducdo de metano de 18%, além de ter sido
detectado instabilidade do processo de fermenta¢do. Nao houve estudo da comunidade

microbiana.
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Tabela 2-6. Estudos com adi¢cdo de elementos tragos para o aumento na producao de

metano

Incremento na Producao

Digestor (escala)  Residuo Organico Adicao elementos de Metano Referéncia
Laboratorial (3L)  Residuos de frutas Fe, Nie Co 12% Demirel e
Scherer (2011)
Laboratorial (5L) Residuo alimentar *Co, Fe, Mo, Ni, Se 58% Banks et al.
eZn (2012)
Dois digestores  Residuo orgénico,  Co [0,5 mg/L], Fe[500 64 % Karlsson et al.
laboratoriais (5L) gordura de alimento mg/L] (2012)
industrial Ap0s 43 dias Ni [0,25 67%
mg/L]
Laboratorial e real ~ Residuo orgénico de ~ *Co, Mn, Mo, Ni, Se, 22% Lindorf et al.
milho e alimentar WeZn (2012)
Laboratorial (8,5L) Residuo alimentar ¢ Co [0,5 mg/L] 8% Moestedt et al.
de matadouro Ni [0,5 mg/L] 35% (2015)
Laboratorial (4L) Residuo alimentar *Fe, Co, Ni e Mo 35,5% Zhang et al.
(2015)
Laboratorial (0,5L) Palha de arroz Mo [10,0 mg/L] 140,8% Cai et al. (2016)
Se [0,05 mg/L] 137,55
Mn [0,5 mg/L] 144%
Co [ 10,0 mg/L] 23%

*Adigdo da combinagdo de elementos trago. Banks et al. (2012) Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Mo [0,2 mg/L], Ni [1,0
mg/L], Se [0,2 mg/L] e Zn [0,2 mg/L]. Lindorf et al. (2012): Co [0,01 mg/L], Mn [0,07 mg/L], Mo [0,01 mg/L], Ni [0,03
mg/L], Se [<0,01 mg/L], W [00,1 mg/L] e Zn [0,83 mg/L]; Zhang et al. (2015) Fe, Co [1,0 mg/L], Ni [5,0 mg/L] e Mo [5,0
mg/L].

Demirel e Scherer (2011) relataram que a influéncia de ferro, niquel e cobalto na producao de
biogas em digestor mesofilico em escala laboratério (3 L) tratando residuos de frutas, apos
adicdo de 4 kg/m’ de FeCls, o teor de AGV’s aumentou de 220 para 490 dm’kg™', enquanto o
rendimento de metano teve um aumento significativo de 48 a 50 para 62%. Os elementos

traco desempenharam papel significativo sobre a produ¢do do biogas em digestores operados

com biomassa agricola. Nao houve estudo da comunidade microbiana

Banks et al. (2012) constataram em digestores mesofilicos de escala laboratorial, tratando
residuo alimentar que quando aumentada a taxa de carregamento organico de 2,0 para 3,0
kgSV.L"'.d", teve-se um declinio na producio de biogas seguido do aumento de carga; e
quando adicionada a suplementacdo composta de elementos tragos (cobalto, selénio,
tungsténio, molibdénio, niquel e ferro) a producdo volumétrica de biogas aumentou de 1,5

para 3,75 m*/d', com o maior carregamento de 5 kgSVL'd'.

Karlsson et al. (2012) relataram estudo em dois reatores anaerobios, semi-continuo de 5 L. Os

reatores foram alimentados com mistura de residuo de matadouro (51%), estrume (38%),
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residuo solido urbano (6%), gordura (3%) e outros residuos de alimento industrial (2%). O
objetivo foi investigar o efeito da adi¢do dos elementos traco (Fe, Co e Ni) em sistema de
operacao de biogds com oxidagdo sintrofica de acetato, como via principal para a formagdo de
metano, a partir do acetato. Durante todo o periodo experimental, a média de concentragcdo do
metano (CH4) no biogés foi de 64 e 67% para ambos os reatores. A adicdo de elementos traco

aumentou a producgdo de metano.

Lindorf et al. (2012) em digestor trabalhando exclusivamente com culturas energéticas de
milho, com capacidade plena de 2000 kW e carga organica de 12,0 kgSV/m’/d, verificou que
a capacidade da produgdo de metano foi abaixo de 80%. O aumento na produ¢do de biogas
ndo foi possivel devido a rapida producdo de AGV’s apds a alimentacdo com o residuo. Apods
aplicacdo de elementos tracos (Fe, Co, Mn, Mo, Ni, Se, W e Zn), a alimentacao pdde ser
aumentada de forma continua e plena capacidade foi alcangcada em 23 dias, com aumento no

rendimento de metano de 98 a 120 m*/toneladas, representando aumento de 22%.

Moestedt et al. (2015) estudaram dois reatores anaerobios mesofilicos escala laboratorial,
ambos com 8,5 L tratando a fra¢do organica de residuos so6lidos urbanos e residuos de
matadouro. O principal objetivo foi aumentar o entendimento sobre a relacdo da adicdo de
elementos trago sobre a producdo de biogés, mas também o seu papel com possiveis efeitos
sobre a viscosidade de liquidos no reator e a dinamica da estrutura da comunidade
microbiana. Foi utilizado uma solu¢do mistura dos elementos tracos (Ni [0,4-0,5 mg/L], Co
[0,5 mg/L] e Fe [300 mg/L]). Quando houve o consumo dos AGV’s, a producdo de metano
foi elevada com adicdo de Co em mais de 8%; e quando adicionado o niquel, teve um
aumento significativo de 35% de metano. A adi¢do combinada dos elementos trago (Co e Ni)

foi benéfica com produgdo mais acelerada de biogés, quando comparado a mistura do Ni e Fe.

39



3 JUSTIFICATIVA

Na gestao sustentavel dos residuos solidos urbanos (RSU), a separagdo do residuo organico e
sua posterior conversdo em biogas (energia) fornece solucdo para valorizagao do residuo,
além de solu¢do ambiental. A degradacdo da fracdo organica dos RSU gera lixiviados, e
quando ndo dispostos de forma adequada contaminam o meio ambiente. A digestdo anaerdbia
¢ uma solugdo vidvel e sustentdvel para a valorizagdo dos diferentes tipos de residuos
organicos, pois tem a possibilidade de converter o residuo em energia. O residuo alimentar ¢
caracterizado pela elevada biodegradabilidade e conteudo de nutrientes, portanto adequado

para o tratamento anaerébio (ZHANG et al., 2011).

O processo de digestdo anaerobia converte o residuo alimentar em energia, com vantagens de
baixo custo e baixa produgdo residual (MORERO et al., 2015). O biogas gerado a partir de
residuo alimentar pode ser valorizado em vdrios tipos de uso de energia, tais como:
eletricidade, gés para fins domésticos e combustivel veicular (LIN et al., 2013; WOON et al.,
2016). O potencial bioquimico de metano de residuo alimentar ¢ de aproximadamente 0,44 a

0,5 L CH,/gSV (ZHANG et al., 2011).

Contudo, reatores anaerdbios sdo frequentemente encontrados com aciimulo de acidos graxos
volateis, baixos niveis de pH e instabilidade operacional. Esses fatores podem ocasionar em
falhas no processo, decorrentes dos elevados indices de carboidrato e gorduras contidos no
substrato. A suplementacdo de elementos traco (Co, Ni, Fe e Mo) pode evitar ou diminuir o
acimulo de 4cidos graxos volateis (AGV’s), estimulando a atividade da comunidade
microbiana, durante as fases do processo anaerdbio de hidrélise, acidogénese e metanogénese
(PATIDAR e TARE 2004; PATIDAR e TARE 2006; FENG et al., 2010). Por isso, ¢
fundamental o estudo da comunidade microbiana de bactérias e arqueias, responsaveis pelo
processo anaerobio, para posteriormente adequar a otimizacdo de operagdo do biodigestor

anaerdbio, associado ao incremento na produgao de metano.
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4 PREMISSAS, HIPOTESES E OBJETIVOS

4.1 PREMISSAS

1. A eficiéncia de um digestor depende do equilibrio metabdlico entre distintos grupos troficos
de bactérias e arqueias. Os resultados reportados na literatura especializada, ndo sao
conclusivos em relagdo ao efeito das variagdes de carga organica volumétrica (COV) aplicada

a digestao anaerobia de residuos alimentares, sobre a comunidade microbiana.

ii. Digestores anaerobios de residuos alimentares operados com variagcdes de COV aplicadas,

afetam diretamente a composi¢ao e a estrutura da comunidade microbiana.

iii. A adicdo de elementos trago em sistemas anaerdbios de residuos favorece o
desenvolvimento e a manutengdo da complexa comunidade microbiana, principalmente as
arqueias metanogénicas, e, consequentemente, maior producdo de metano e melhorias no
desempenho do digestor. Entretanto, uma diversidade de elementos traco sdo testados de
forma aleatoria, a maior parte dos estudos (BANKS et al., 2012; QIANG et al, 2012;
ZHANG et al., 2012; FACCHIN et al., 2013; YRONG et al., 2015), indicam que cobalto,
ferro, niquel, molibdénio e outros, sdo elementos fundamentais para o desenvolvimento
celular. Existem poucos estudos que combinam diferentes elementos traco com diferentes
concentragdes, principalmente para tratar residuo alimentar. Todavia, a literatura ndo ¢
conclusiva em relagdo aos principais elementos traco, as combinagdes € as concentragdes

mais importantes que poderiam ser adotadas no processo.

4.2 HIPOTESES

1. Em digestores anaerdbios de residuos alimentares com elevadas variagdes de COV,
predominam arqueias metanogénicas hidrogenotroficas, e em sistemas submetidos a baixas
variagoes de COV, predominam arqueias acetotroficas, uma vez que estas sdo mais sensiveis
as variacdes de pH do meio e, portanto, ao acimulo de AGV. Para avaliar esta hipotese, um
digestor anaerdbio em escala de demonstracdo foi operado e monitorado sob condigdes de
cargas organicas variaveis: fase I, de 1,2 a 1,7; fase I, de 1,0 a 2,4; e fase III, de 1,2 a 1,7

kgSV.m>.d™", esta wiltima com pré acidificacdo do afluente.
g p

ii. A disponibilidade de combinacdes de elementos trago ¢ requerida diretamente pela
comunidade microbiana. As combinagdes de Co [1,0 e 10 mg/L], Fe [5,0 e 50 mg/L] e Ni [0,5
e 5,0 mg/L] favorece o desempenho da comunidade microbiana e, consequentemente,
aumenta a eficiéncia do processo. As combinag¢des de Mo [0,5 e 5,0 mg/L], Fe [5,0 e 50
mg/L] e Ni [0,5 e 5,0 mg/L] sdo requeridos pela comunidade microbiana, com aumento no
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desenvolvimento dos micro-organismos, favorecendo de forma acelerada na performance e
eficiéncia do processo anaerobio, contribuindo com maior incremento na produgdo de metano.
Para avaliar esta hipotese varios ensaios em reatores batelada (de 0,6 L) foram realizados com
a adicao dos elementos trago (cobalto, ferro, niquel e molibdénio), em separado e em mistura,
em diferentes concentragdoes, € o potencial de producdo de metano, a partir do residuo

alimentar foi determinado (estes resultados sdo apresentados no item 7.3).
4.3 OBJETIVOS

Geral

Investigar a comunidade microbiana de digestor anaerdbio de residuo alimentar e verificar o
efeito das cargas orgénicas aplicadas e da adi¢do de elementos trago sobre a composicao da

comunidade microbiana.

Especificos

i. Determinar a composi¢ao e estrutura da comunidade microbiana de um digestor anaerobio
de residuo alimentar escala demonstragdo, submetido a variagdo de carga organica

volumétrica (COV).

i1. Avaliar o efeito da adi¢dao de elementos traco sobre o potencial de producao de metano e a
implicagdo na diversidade e composi¢ao da comunidade microbiana de reatores em escala de

laboratorio tratando residuo alimentar.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Primeira Etapa — Reator Escala Demonstragdo

5.1.1 Tratamento de Residuo Alimentar em Planta de metanizagdo (pMethar)

A primeira etapa do estudo foi realizada na Plataforma de Metanizagdao de Residuos
Organicos (pMethar) instalada no Campus Pampulha da Universidade Federal de Minas

Gerais, Belo Horizonte.

Os residuos organicos foram coletados do restaurante universitario setorial 1 do Campus
Pampulha, Belo Horizonte-MG. No préprio restaurante ocorre a segregacdo da fragdo
organica. O sistema que recebe os residuos organicos ¢ constituido de uma unidade de triagem
e trituragdo, um tanque de alimentacdo de substrato, um reator de metanizacdo, um tanque de
extracdo do material digerido, uma unidade de separagdo soélido-liquido, um sistema de
condicionamento e de acumulag¢do de biogas, um sistema de cogeracdao de energia e calor, a

partir do biogas (Figura 5-1).

Central de Triagem e
Laboratério de
Monitoramento

| &8 = Sistema de Metanizacdo
. = S ,_,f

Tratamento do

Sistemas de Tratamento do
Biogas e Cogeragio de Energia

Fonte: Methanum

Figura 5-1. Plataforma de metanizagéo de residuos organicos (pMethar)

5.1.2 Operacao do Reator de Metanizacdo pMethar

O aparato experimental ¢ constituido de polimero reforcado com fibra de vidro (PRFV), com
altura til de 2,65 m, volume util de 18,8 m® e didmetro nominal de 3,00 m (Figura 5-2). O
reator de metanizacao foi inoculado com 16 m?* de lodo anaerdbio mesofilico, proveniente de
um reator UASB em escala plena, tratando esgoto doméstico e 2,5 m*® de ramen bovino
proveniente de um abatedouro. Os indculos foram adicionados no reator e a comunidade

microbiana foi aclimatada por 50 dias antes do start-up. O reator de metanizagdo foi operado
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em um unico estagio de digestdo anaerdbia, sob a via umida de tratamento (~5%), mistura
completa em batelada com a alimentagdo de residuo alimentar triturado e bombeado para o
reator. A mistura do sistema foi realizada por recirculagdo interna da biomassa através de
bombeamento. E o aquecimento do sistema realizado pela recirculacdo de dgua quente, por
meio de uma serpentina instalada na parte interna do reator. A adgua constantemente, aquecida

por um sistema a vacuo de aquecimento solar.

Figura 5-2. Digestor escala demonstracao localizado na pMethar UFMG

5.2 Segunda Etapa - Potencial Bioquimico de Metano (BMP)

5.2.1 Experimentos com Adi¢ao de Elementos Trago em Reatores em Batelada

Para a obtencdo do incremento de metanoa, a partir do residuo alimentar, com e sem adi¢ao
de elementos trago, foram realizado testes no equipamento ‘Sistema Automatico para Teste de
Potencial de Metano - AMPTS II’. Os testes consistiram em diferentes relagdes
substrato/indculo (com e sem adi¢do de elementos traco), bem como foram testadas distintas
concentragdes de elementos traco, em separado e em combinacdo (conforme Quadro 5-1
abaixo). Todos os testes foram realizados em triplicatas com temperatura mesofilica a 30 °C,
contendo um branco (contendo somente o lodo de indculo sem adi¢do do substrato) e um
controle (substrato + indculo sem adi¢ao de elemento trago). Entao, cada teste foi constituido

por 15 ensaios, ou seja, 15 frascos reatores.
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Quadro 5-1. Resumo dos ensaios de BMP realizados

Razéo Adicao de
Testes Objetivo elementos
(S/T)
traco
- Determinar o incremento de metano, a partir da adi¢ao Sim em
1 de diferentes concentragdes de cloreto férrico (5,0; 25,0; 0,5 ’ d
250; 2500 mg/L). separado
- Determinar o incremento de metano, a partir da adigao Sim, em
2 de diferentes concentragdes de cloreto de cobalto (1,0; 0,5 separado
5,0; 10,0 mg/L)
- Determinar o incremento de metano, a partir da adi¢ao Sim, em
3 de diferentes concentracdes de molibdato de amonio 0,5 separado
(0,5;5,0;15,0 € 50,0 mg/L)
- Determinar o incremento de metano, a partir da adigdo Sim em
4 de diferentes concentragdes de cloreto de niquel (0,5 e 0,5 ’
separado
5,0 mg/LO
- Determinar o incremento de metano, a partir da adi¢ao Sim, em
5 de diferentes concentragdes de metais (em combinacio: 0.5 combinacao
cobalto+ ferro+ niquel): Co (1,0 e 10,0 mg/L); Fe (5,0 e ’ de 3 metais
50,0 mg/L); Ni (0,5 ¢ 5,0 mg/L)
- Determinar o incremento de metano, a partir da adigao Sim, em
6 de diferentes concentragdes de metais (em combinacio: 15 combinacao
cobalto, ferro e niquel): Co (1,0 e 10,0 mg/L); Fe (5,0 e ’ de 3 metais
50,0 mg/L); Ni (0,5 ¢ 5,0 mg/L)
- Determinar o incremento de metano, a partir da adigao Sim, em
7 de diferentes concentracdes de metais (em combinacgio: 0.5 combinacao
molibdénio+ ferro+niquel): Mo (0,5 e 5,0 mg/L); Fe ’ de 3 metais
(5,0 € 50,0 mg/L); Ni (0,5 ¢ 5,0 mg/L)
- Determinar o incremento de metano, a partir da adigao Sim em
3 de diferentes concentragdes de metais (em combinacio: 15 combinacao
molibdénio+ ferro+niquel): Mo (0,5 e 5,0 mg/L); Fe ’ de 3 metais

(5,0 € 50,0 mg/L); Ni (0,5 ¢ 5,0 mg/L)

Os ensaios com diferentes razdes substrato/inoculo (S/I) foram preparados com base no teor
de solidos volateis (SV) do substrato (residuo alimentar) e do inoculo (lodo do digestor
anaerobio da pMethar). Apos as andlises de s6lidos das matrizes de inoculo e substrato foram
realizados os calculos para o alcance das razdes S/I desejadas. As quantidades incubadas de

indculo (lodo) e residuo alimentar foram determinadas conforme descrito a seguir:

¢ Primeiramente efetuou-se os célculos para o in6culo do lodo anaerdbio, que devido a menor
concentracdo de SV, resultou em maior volume de material em relagdo ao substrato;

e A massa da mistura lodo anaerobio + substrato (residuo) foi determinada de forma
arbitraria, e as massas do inoculo e do residuo foram calculadas mantendo-se as relacdes

substrato/indculo de 0,4 a 0,5 ¢ 1,4 ¢ 1,5 gSVsubstrato.gSVinoculo);
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o -1 . .

e A razdo entre a massa ¢ SV em g.mL"~ de cada material (substrato ou indculo) resultou no
volume de cada um a ser adicionado nos frascos;

e Com o volume e massa de substrato (residuos) fixados, pode-se calcular a massa e o volume

de indculo, mantendo-se as relagdes substrato/indculo definidas.

Realizados os calculos, os volumes estabelecidos para o substrato € o inoculo, estes foram
adicionados nos frascos reatores (Figura 5-3). Para cada frasco reator foi utilizado um volume
de trabalho fixo de 400 mL com 200 mL de /ead space. Quando necessario adicionava-se 0s
volumes de elementos traco. Apds mistura de todos os ‘elemento’ (indculo, residuo alimentar
e/ou metais), media-se o pH inicial em todas as amostras, ¢ quando necessario eram feitas as
correcdes com solucdo tampdo de cal hidrata (CaO) com ajuste a 7,2. Os frascos eram

fechados e fluxionados com nitrogénio por 2 minutos, para lavagem do ambiente e

manutengao da anaerobiose.

(a) (b)

Figura 5-3. Amostras de lodo/in6culo (a) e de substrato/residuo alimentar (b)

A determinagdo de metano foi realizada de forma online pelo software Bioprocess control
inserido no equipamento AMPTS II. Os resultados podem ser obtidos por quarto de hora, hora
e a cada vinte e quatro horas, no qual € necessario o procedimento de baixa-los no formato de
planilha (xIs). Apos a observacdo na estabilizacdo de producdo de metano, o teste era
finalizado e, em cada frasco reator medidos o pH final. As amostras apos estabilizagdo foram

preparadas e congeladas para posterior andlise. Esta etapa distribuiu-se em trés fases:

1) Indculo Digestor pMethar: lodo da estacdo de tratamento ETE Onga usado como indculo
no digestor da plataforma de metanizacao para o tratamento de residuo alimentar, se tornando

um indculo diferenciado, ou seja, com distinta caracteristica.
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2) Testes com diferentes relacoes substrato/ inéculo (S/I)

A relacdo de substrato/indculo adotada foi de 0,4 a 0,5, segundo recomendacdes de
Angelidaki et al., 2009; e S/ de 1,4 a 1,5 conforme, Chynoweth et al. (1993) que relataram
rendimentos maximos de metano com razdes S/I de 0,5 a 1,0 na digestdo anaerdbia em
batelada com matéria-prima de herbacea lenhosa e residuos organicos municipais. E
Hashimoto (1989) quando descobriu que os rendimentos de metano foram menores nas razdes
S/I superiores a 4,0 em um estudo sobre a influéncia da relagdo S/I no incremento de CHs em
palha de trigo, utilizando 20 diferentes razdes de S/I entre 0,03 a 10,91. Os testes com
diferentes razdes S/I estao descritos nas tabelas no apéndice.

3) Testes com diferentes concentracoes de metais e diferentes rela¢oes substrato/ inéculo
(S/D)

Para a realizacdo dos testes com as combina¢des dos elementos traco foram feitas solucdes
concentradas dos elementos especificos para CoCl,, FeCls, NiCl, e (NH4)6Mo. As solugdes
foram preparadas com elevadas concentracdes dos elementos em decorréncia da reduzida
massa para pesagem, para minimizacao da margem de erros (Tabela 5-1). Os elementos eram
pesados em balanga analitica de precisdo (Ay 220, Marte; 110 v). Posteriormente, a massa
pesa de cada elemento foi adicionada em baldes volumétricos de vidro, diluidas com adigao
de 4gua ultrapura (Milli-Q, Millipore, 110 v) e homogeneizadas em agitador magnético
(Oberflachen Temp Heizplate, Ikamag RCT, 110 v). Previamente ao preparo das solucdes,
realizava-se os célculos para as concentragdes das solugdes e o volume desejado. Na tabela 5-
2 indica as concentragdes selecionadas dos elementos trago e os volumes necessarios para as
referidas concentragdes. Na tabela 5-3 estd exposto de forma resumida as concentragdes dos

elementos traco, bem como as combinagdes e as razdes S/I utilizadas.

Tabela 5-1. Solugdes concentradas dos elementos traco

Solucbes de Metais

Cloreto de Cobalto Cloreto Férrico Cloreto de Niquel Molibato de Aménio
(CoCly) (FeCl;) (NiCl) ((NH4)6Mo)
Solugdo[ 100 mg/L] Solugdo [1000 mg/L] Solugdo [50 mg/L] Solugao de [100 mg/L]
0,4034 g de CoCL,6H,O0  0,0048 g de FeCl;6H,O em  0,2016 g de NiCl, 0,0128 g de (NHy)
em 1L de H,O 1L de H,O 6H,0 6Mo070,4 4H,0
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Tabela 5-2. Concentragdes de elementos traco e respectivos volumes adicionados nos
testes

Concentracoes de Metais e Volumes Adicionados

CoCl, Volume FeCl; Volume NiCl, Volume (NH )6Mo Volume
(mg/L) Adicionado (mg/L) Adicionado (mg/L) Adicionado (mg/L) Adicionado
(mL) (mL) (mL) (mL)
[1,0] 4 [5,0] 2 [0,25] 2 [0,5] 2
[5,0] 20 [25] 10 [0,5] 4 [5,0] 20
[10] 40 [50] 20 [1,0] 8 [15] 60
- - [250]* 10%* [5,0] 40 [50] 200
- - [25007* 100* - - - -

*Qs calculos das concentragdes [250 mg/L e 2500 mg/L] foram realizadas a parte para uma concentragdo final

de [2500 mg/L].

Tabela 5-3. Ensaios com diferentes combinacdes e concentracbes de metais adicionados
nos reatores

Teste  Ensaios Combinaciao dos metais S/1 S/1
7e8 A CoCl, [1,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] 0,48 1,47
T7e8 B CoCl, [10 mg/L], FeCl; [50 mg/L] e NiCl; [0,5 mg/L] 0,48 1,47
T7e8 C CoCl, [1,0 mg/L], FeCl; [50 mg/L] e NiCl, [5,0 mg/L] 0,48 1,47
7e8 D CoCl, [10 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] 0,48 1,47
9¢10 A (NH4)6Mo [0,5 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] 0,5 1,49
9¢10 B (NH4)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [50,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] 0,5 1,49
9e10 C I(Eg/{ﬁ? Mo [0,5 mg/L], FeCl; [50,0 mg/L] e NiCl, [5,0 0.5 1,49
9¢10 D (NH4)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] 0,5 1,49

5.3 Calculo Taxa Mdaxima de Producdo do Metano

A partir dos dados gerados em volume acumulado de metano pelo software Bioprocess
Control em planilhas semelhantes ao excel, foram obtidos os célculos da taxa maxima de
producao de metano. Para tal, considerou-se os dados de producao de metano ao longo do
tempo (dia), para obtencdo do coeficiente angular da reta e tracada no periodo de maxima
producdo. O valor da taxa maxima existente em cada frasco foi expresso em mL/d (Figura 5-
4). Os testes eram finalizados quando a produ¢do acumulada de metano estabilizava, ou seja,
quando a taxa maxima de producdo de metano (ponto méximo de inclinagdo na curva obtido
em grafico tipo volume acumulado de metano versus tempo de incubac¢do) era alcancada antes

que o teste fosse encerrado (AQUINO et al., 2007).
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Taxa maxima produgio CH, = dV/idt

Volume acumulado
de CHy(ml)

L J

Tempo incubacao (d)
Fonte: Aquino ef al. (2007)
Figura 5-4. Determinacéo grafica da taxa maxima de produc&o de metano

5.4 Calculo Rendimento de Metano

O rendimento de metano foi obitido a partir da quantidade de substrato organico adicionado
no reator. O volume acumulado do experimento dividido pela quantidade de material de
substrato organico adicionado no reator. Assim, no frasco de amostra experimental, também
havera residuos organicos presentes no ino6culo adicionado, que produzira certa quantidade de
biogas no processo anaerdbio, e sua fracdo volumétrica de biometano deve ser subtraida do
volume acumulado total de biometano para obter a verdadeira produgdo a partir do substrato.

Assim, o rendimento de CHy4 pode ser expresso de acordo com a equagao 1:

X vol, acumulado CH, amostra — X vol,acumulado CH, branco
SV substrato

Rendimento de CH, =

Equagdo 1
As amostras referentes ao branco (somente lodo) gerardo apenas a quantidade de biometano a
partir do indculo e podem continuar a ser normalizadas para a producdo de biometano por
unidade de peso de material organico seco no inoculo. A fracdo obtida deve ser multiplicada
com a quantidade de material organico seco do inoculum em cada frasco de amostra, a fim de
calcular a quantidade de biometano proveniente do indculo no reator da amostra.
Conforme observado na equagao, a relacdo entre a quantidade de material organico do in6culo
na amostra versus ao branco ¢ igual a relacdo entre a quantidade total do indculo na amostra e

no branco.

Realizados os célculos os volumes estabelecidos para o substrato e o inoculo, estes eram
adicionados nos frascos reatores (Figura 5-3). Para cada frasco reator foi utilizado um volume
de trabalho de 400 mL com 200 mL de head space. E quando pertinente, fazia-se a adi¢ao dos
volumes com as concentragcdes adotadas de elementos trago (Tabela 5-2). O pH inicial foi

medido em todas as amostras, e quando necessdrias feitas corregdes com solucdo tampao de
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cal hidrata (CaO) com ajuste a 7,2. Os frascos foram fechados e fluxionados com nitrogénio
para lavagem do ambiente para manutencdo anaerdbia da atmosfera. Os ensaios eram

incubados em triplicatas de mistura completa.

5.5 Métodos de Caracterizacdo da Comunidade Microbiana

A caracterizacdo da comunidade microbiana na etapa 1 e 2 foram realizadas por métodos de

sequenciamento massivo, conforme quadro 5-2.

Quadro 5-2. Resumo das amostras sequenciadas nas etapas 1 € 2

Amostras Digestor Técnicas
Lodo de UASB
Etapa 1 Ramen bc.)vino Extragdo .de DNA
Fase II - dia 146 Sequenciamento
Fase II - dia 220 MiSeq/Ilumina
Apos fase 111 - dia 287
Amostras Testes AMPTS Técnicas
Teste 1: FeCl; (S/10,5)
Teste 2: CoCl, (S/10,5)
Teste 3: (NH4)6Mo (S/1 0,5)
Etapa 2 Teste 4: NiCl, (S/10,5) Extragdo de DNA
Teste 5: CoCl, + FeCl; + NiCl, (S/10,5) Sequenciamento
Teste 6: CoCl, + FeCl; + NiCl, (S/1 1,5) Ton Torrent/Life
Teste 7: (NH4)6Mo + FeCl; + NiCl, (S/10,5)
Teste 8: (NH4)6Mo + FeCl; + NiCl, (S/1 1,5)

Nota: Sequenciamento lon Torrent somente testes 5 e 6.

5.5.1 Extracao de DNA

As amostras de biomassa coletadas foram centrifugadas a 4000 rpm por 20 minutos e lavadas
por trés vezes sucessivas com tampao fosfato-salino (PBS 1X, NaCl, Na,HPO,4, NaH,PO,4, pH
=17,2-7,4). As amostras foram alicotadas, pesadas e armazenadas a -20C°. Posteriormente, o
DNA gendmico foi extraido a partir de 0,5 g de todas as amostras com o kit de extragdo
PowerSoil DNA Isolation Kit (Mo Bio Laboratories, E. U. A.), de acordo com as instrugdes
do fabricante. Para a verificagdao do resultado da extracao, aliquotas de 2,0ul do DNA extraido
das amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,0% (75 volts, 35
minutos). O GeneRuler Express DNA Ladder (100-5000 pb, Thermo Scientific) foi utilizado
como marcador de peso molecular. Apos a eletroforese o gel foi observado em transluminador
de luz UV e as imagens obtidas por um sistema de captura de imagens. O DNA foi

quantificado em espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) e no Qubit (Life

Technologies).
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5.5.2 Sequenciamento Massivo de Nova Geragdo - Metagendmica

O sequenciamento de DNA de nova geracao — SNG, do inglés, Next Generation Sequencing
(NGS), sao processos de sequenciamento que permitem o processamento massivo de
fragmentos de DNA, possibilitando a leitura de milhares de fragmentos ao mesmo tempo.
Devido ao alto rendimento do sequenciamento, as plataformas de sequenciamento estdo em
constante aperfeicoamento e evolucao, tendo sido adaptadas para aplicagdes em larga escala,
e também na busca pela reducdo dos custos (LOMAN et al., 2012).

O SNG produz milhdes de sequéncias curtas, que podem variar em dezenas de pares de base
(pb) a por exemplo, 800 pb (LUO et al., 2012). Segundo DELFORNO (2014), a utilizagdo do
sequenciamento massivo para estudos de diversidade microbiana apresenta bons resultados
quando pardmetros como tamanho do fragmento, cobertura da amostragem (rendimento da
corrida), acuracia (precisdo na medi¢do) e custos sdo avaliados. A plataforma MiSeq ¢ a que
apresenta maior cobertura, entretanto, os fragmentos sdo menores, comparado ao Ion Torrent
(Tabela 5-4).

Tabela 5-4. Comparacao e especificacdes das plataformas

Plataformas MiSeq/Ilumina Ion Torrent/Life Technology

Rendimento de sequéncia por 202 50 Mb com chip 314;

o q p 1,522,0 Gb 100 a 200 Mb com chip 316;
1 Gb com chip 318

Tempo de corrida 27 horas 2 horas

Acuracia reportada >Q30 Q20

Taxa de erro observada 0,80% 1,71%

Comprimento de leitura até 150 bases ~200 bases

Leituras emparelhadas sim Sim

Tamanho inserido até 700 bases até 250 bases

Requerimento de DNA tipico 50 a 1000 ng 100 a 1000 ng

O tamanho do fragmento pode afetar o estudo filogenético e limitar a identificagdo dos
microorganismos em niveis taxondmicos (LIU et al., 2012; DELFORNO, 2014). Uma vez
que nao ¢ possivel o sequenciamento completo do gene RNAr 16S através do sequenciamento
massivo, € necessario a escolha de regides desse gene, que apresenta 9 regides variaveis, V1-a
V9 (NEEFS et al., 1993). De acordo com LIU et al. (2007), citado por DELFORNO (2014), a
regido do 16S a ser estudada deve ser cuidadosamente selecionada para que permita a

identificacdao taxondmica e estudo da comunidade microbiana presente em um ambiente. As
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principais regides utilizadas para estudos filogenéticos do 16S sao a V2 e V4 (LIU et al.,

2007).
5.5.2.1 Plataforma MiSeq/Ilumina

O método de sequenciamento quimico da plataforma MiSeq (empresa Illumina) ¢
denominado sequenciamento por sintese. No lugar de se colocar o DNA em um gel, o
sequenciamento por sintese, requer que o DNA seja colocado em uma superficie dentro de
uma célula de fluxo. O instrumento MiSeq adiciona as bases e adquire a imagem de cada
ciclo. Um ciclo consiste na adi¢ao e na leitura de cada base. Os pontos coloridos para cada
ciclo formam os grupos que sao compostos de sequéncias curtas, ou seja, pequenas regides do
fragmento de DNA amplificado (LOMAN et al., 2012; LUO et al,, 2012). As informagdes
abaixo foram extraidas do site da empresa Illumina e descrevem o método realizado pela

plataforma MiSeq.

O sequenciamento quimico da plataforma MiSeq pode ser dividido em duas partes: A
primeira parte consiste na preparagao da amostra, onde as moléculas de DNA de fita simples
sdo aderidas aos adaptadores (pequenos fragmentos sintetizados de DNA). Logo em seguida,
as amostras sao colocadas na célula de fluxo do sistema MiSeq. A célula de fluxo ¢ coberta
com oligonucleotideos complementares, o qual permite a adesdo das amostras a célula de
fluxo. Dessa forma, as amostras de DNA se ligam aos oligonucleotideos complementares na
superficie da célula de fluxo numa etapa conhecida como hibrida¢do. Apos a hibridacdo, o
MiSeq amplifica muitas copias do modelo de DNA hibridado na célula de fluxo.
Posteriormente, da-se o alinhamento dos primers. Os primers do sequenciamento sao
adicionados (pequenos fragmentos de DNA complementares a sequéncia dos adaptadores) e
logo apds, os nucleotideos adenina, citosina, timina e guanina, sio marcados com corante
fluorescente diferente (Figura 5-5). Somente um nucleotideo ¢ adicionado por vez, permitindo
a detecgdo da fluorescéncia. A detec¢do de uma base, mediante a fluorescéncia, significa que
a cadeia de DNA tem o par de bases complementares nessa posi¢dao (por exemplo, se uma
citosina ¢ detectada, sabe-se que a cadeia de DNA da amostra tem uma guanina nessa
posicdo). Apos a incorporagdo da primeira base, adiciona-se mais nucleotideos marcados e,
em continuidade procede-se a leitura da sequéncia do DNA alvo. Ao final do processo, as
sequéncias lidas sdo alinhadas com um genoma de referéncia presente em uma biblioteca. O
alinhamento possibilita a determina¢do da localizagdo do DNA no genoma. Os resultados

finais podem ser visualizados na plataforma MiSeq.
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Figura 5-5. Sequenciamento MiSeq/llumina

5.5.2.2 Plataforma Ion Torrent/Thermo Fisher Scientific

O método lon Torrent utiliza uma saida de hidrogénio para ligacdo do nucleotideo. A
fragmentacao do DNA junto com os adaptadores se ligam as beads em PCR emulsao (Figura
5-6). Cada bead entra em uma unica goticula para cada poco e dentro ocorre a amplificacao.
Todos os pocinhos passam pelo processo de forma simultdnea. No lon Torrent ocorre
diferenca de potencial elétrico para liberagdo de proton (H'). Todas as vezes que ocorre essa

liberacao ¢ registrado no chip (318).
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Figura 5-6. Sequenciamento lon Torrent/Thermo Fisher Scientific
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6 ANALISE METANOGENICA E PERFORMANCE DE REATOR
ANAEROBIO MESOFILICO TRATANDO RESIDUO ALIMENTAR EM
VARIAS TAXAS DE CARREGAMENTO

Os resultados deste capitulo foram publicados em: Environmental Technologyics, v. 38, p. 1-
11,2016.
Objetivo Especifico 1

6.1 Resumo

O desempenho de um digestor anaerdbio em escala de demonstracdo tratando residuo
alimentar foi avaliado, com énfase na resposta microbiana com o aumento das taxas de carga
organica (COVs). O digestor exibiu um desempenho estavel em termos de rendimento de
metano com COV variando de 1,0 a 2,4 kg SV L' dia ! (fases I e II), comparado com 1,0-1,5
kg SV L dia ' (a fase III), quando o residuo alimentar apresentou maior acidez. A analise de
sequenciamento de nova geragdo, revelou mudangas na composi¢do microbiana em cada fase
operacional. Os filos Firmicutes e Bacteroidetes foram favorecidos, enquanto a abundancia de
Proteobactérias e Chloroflexi diminuiram com maiores COV, indicando que as bactérias
fermentativas, e hidroliticas (e acidogénicas) foram selecionadas sob esta condi¢do. Mudangas
foram observadas na composi¢do das metanogénicas, € ndo na abundéincia, em resposta a
alteragdo da COV. Methanosaeta e Methanospirillum dominaram com COV baixa, indicando
a importancia de ambas as metanogénicos acetoclasticas e hidrogenotréficas, para a produgao
de metano durante esta condi¢do. Methanosaeta quase desapareceu com elevada COV,
enquanto Methanoculleus foi favorecida. Os procariotos sintroficos apresentaram elevada
abundancia (> 9%), indicando importantes neste digestor na produgdo de metano. As
interacdes sintroficas entre o produtor de hidrogénio (Syntrophomonas e Desulfosporosinus) e
as metanogénicas hidrogenotroficas foram evidentes com elevada COV. Esses resultados
indicam que a metanogénese hidrogenotrdfica contribuiu significativamente para a producgao
de metano com COV elevadas, comparado com baixa COV no digestor.

Palavras-chave: metano, arqueias, bactérias, carga organica, sequenciamento massivo.

6.2 Abstract

The performance of a demonstration-scale anaerobic digester treating food waste was
evaluated with an emphasis on microbial response to increasing organic loading rates (OLRs).

The digester exhibited a stable performance in terms of methane yield at OLR ranging from
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1,0 to 2,4 kg VS L™ day™ (phases I and II), compared to that at phase III (OLR: 1,0-1,5 kg
VS L' day ") when the food waste exhibited greater acidity. Deep sequencing analysis
revealed shifts in the microbial composition at each operational phase. The phyla Firmicutes
and Bacteroidetes were favoured, whereas the abundance of Proteobacteria and Chloroflexi
decreased at higher OLRs, indicating that fermenting, hydrolytic (and acidogenic) bacteria
were selected under this condition. Changes were observed in the composition of
methanogens, and not the abundance, in response to a shift in OLR. Methanosaeta and
Methanospirillum dominated at low OLRs, indicating the importance of both acetoclastic and
hydrogenotrophic methanogens for methane production during this condition. Methanosaeta
almost disappeared at high OLRs, whereas Methanoculleus was favoured. Syntrophic
prokaryotes were in high abundance (>9%), indicating that syntrophic methane production
was important in this digester. Syntrophic interactions between hydrogen-producer
(Syntrophomonas and Desulfosporosinus) and hydrogenotrophic methanogens were more
evident at high OLR. These results indicate that hydrogenotrophic methanogenesis
contributed significantly to methane production at higher OLRs than when the digester was
operated at low OLR.

Keywords: methane, archaea, bacteria, organic load, massive sequencing,

6.3 Introducdo

O tratamento e a eliminagdo de residuos solidos urbanos (RSU) tem sido um desafio devido a
sua variada composi¢do. O desperdicio de alimentos, importante fragdo de RSU, tem sido
uma favoravel fonte de matéria-prima para a producdo de energia renovavel, como o biogas.
Viarios processos de digestdo anaerobica (DA), como mesofilicos e termofilicos foram
desenvolvidos para tratar residuo alimentar (FORSTER-CARNEIRO et al., 2007; NAGAO et
al., 2012). O residuo alimentar, geralmente contém maior propor¢do de matéria organica

biodegradavel, sob a forma de proteinas, carboidratos e lipidios ou gorduras.

DA de residuo alimentar apresenta elevada carga organica (CO), predispondo a falhas devido
ao actmulo de varios acidos intermediarios inibitérios, como acidos organicos volateis e
elevadas concentragdes amonia (FORSTER-CARNEIRO et al., 2007). Um dos problemas
operacionais comum em reatores anaerobios escala de demonstracdo, ¢ o acimulo de acidos
organicos que ocorre, principalmente, durante o start-up. Periodo em que a comunidade
microbiana permanece vulneravel, a mudancas na pressdo parcial de hidrogénio, ou em

eventos de sobrecarga organica. O acumulo de 4cidos inibe a atividade das metanogénicas,
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assim induzindo a um desequilibrio do processo ou a completa falha do processo anaerdbio
(DE VRIEZE et al., 2012). Portanto, o digestor deve ser monitorado e varios acidos
metabolicos devem ser investigados para detectar a instabilidade do processo, durante os
estagios iniciais. Além disso, a composi¢do ¢ o comportamento da comunidade microbiana
devem ser investigadas em relagdo aos problemas de sobrecarga organica, ¢ acumulo de
acidos em digestores escala real de mistura completa, a fim de aprimorar as condigdes

operacionais, em busca de um perfil adequado de gerenciamento do processo de DA.

Estudos utilizaram tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (SNG/NGS), como o
pyrosequenciamento 454 para investigar, a diversidade e a composi¢do microbiana na
digestdo anaerdbia de diferentes tipos de residuos (incluindo fragdo organica de RSU) em
digestores escala laboratorial e escala real (SUNDBERG et al., 2013; CARDINALI-
REZENDE et al., 2016). Entretanto, informacdes sobre a dindmica da comunidade

microbiana em DA de residuo alimentar sdo escassas.

Em nosso melhor conhecimento, apenas GUO et al. (2014) compararam as caracteristicas
microbianas, entre digestores anaerobios mesofilicos e termofilicos em escala laboratorial.
Portanto, no presente estudo, a estrutura da comunidade em digestor escala de demonstragao
tratando residuo alimentar foi investigado usando a plataforma MiSeq/Ilumina para

sequenciamento.

Os objetivos deste estudo foram avaliar o desempenho de um digestor anaerobio, operado ha
mais de um ano com aumento da COV e investigar a comunidade microbiana no reator, para
elucidar as interagdes sintroficas na DA de residuo alimentar e sua relacdo com as condi¢des
operacionais e producdo de biogas. Os resultados deste estudo podem ser utilizados para
otimizar as condi¢des operacionais e aumentar o conhecimento sobre a dindmica da

comunidade microbiana ocorrida durante a DA de residuo alimentar.

6.4 Material e Métodos

6.4.1 Operacao do Reator

O digestor de 2,65 m de altura, 3,0 m de didmetro, volume util de 18,8 m’ , foi operado sob
condigdes de unico estagio, de tratamento umido com aproximadamente 50 g ST/L™. Dois
tipos de inoculos foram adicionados no reator: 16 m3 de lodo de reator anaerdbio mesofilico
(UASB), que trata esgoto doméstico; e 2,5 m® de ramen bovino oriundo de um abatedouro

bovino.
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Os indculos foram carregados no reator, ¢ a comunidade microbiana foi aclimatada por um
periodo de 50 dias antes do start-up. O residuo alimentar foi periodicamente coletado do

restaurante estudantil da Universidade Federal de Minas Gerais (Belo Horizonte, Brasil).

Os seguintes parametros foram medidos durante o periodo de monitoramento para avaliar o
desempenho do reator e detectar acimulo de 4cidos organicos, tais como: série de soélidos
afluente e efluentes, pH, temperatura (APHA, 2012); e a relacdo entre a alcalinidade imparcial
(Al relacionada aos acidos organicos) e alcalinidades parcial (AP, equivalente a alcalinidade
do bircabonato) (RIPLEY et al., 1986). As caracteristicas dos indculos (lodo UASB ¢ rimen
bovino), residuo alimentar e amostras do digestor em diferentes fases de operagdo estdo
apresentadas na Tabela 6-1. A produ¢do de biogés foi medida usando um gasémetro Itrén G
2,5 (Itrén, Liberty Lakes, WA, EUA); o teor de metano foi analisado utilizando um analisador
portatil (GEM 5000, Landtec, Colton, CA, EUA) de tipologias de biogas.

Tabela 6-1. Caracteristicas das amostras dos inéculos (lodo de UASB e rumen bovino),

residuo alimentar e amostras das diferentes fases de operag¢ao do digestor

Parametros Lodo Rumen Residuo Fase I1- FaseII-  Antes fase
UASB bovino  alimentar dia 146 dia 220  III-dia 287¢
pH 7,02 6,34 3,11-6,50 7,27 7,10 7,65
Temperatura (°C) 29,2 28,4 252-27,1 27,3 25,7 31,7
ST (%) 4,2 2,5 9-20 17,2 20,53 -
SV (%) 2,5 1,8 8-18 11,3 14,26 -
SV/ST 0,59 0,72 0,92 0,66 0,69 -
Proteinas 0,35° 1,76° 1,86 0,78 0,88" 4,76°
Lipidios 0,14° 0,36 1,2° 0,17 0,25° Nd
Carboidratos nd 1,07° 2,14° nd nd Nd

Nota: valores minimos e maximos do residuo alimentar; nd=nio detectado; *valor expresso em g/100mL; "valor
expresso em g/100g; ‘as amostras de solidos ndo foram realizadas

6.4.2 Andlise de Sequenciamento MiSeq

A composi¢cdo e a estrutura microbiana presente no digestor anaerobio, foram analisadas
utilizando sequenciamento massivo pela Illumina (Illumina, San Diego, CA, USA). As
amostras de indculo (lodo UASB e rimen de bovino) e as trés amostras do digestor foram

recolhidas em diferentes dias de funcionamento do reator: 146 (inicio da fase II com baixa
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TCO de 1,2 a 1,7 kgSV.m™.d™"), 220 (foram analisados no final da fase II com elevada TCO,
variando de 1,0 a 2,4 kgSV.m'3 .d™"), e 287 (antes da fase 11I - periodo sem alimentacao).

A patir de cada amostra, o volume do DNA total foi extraido com o kit de isolamento de
ADN PowerSoil® (Mobio Laboratories, EUA) e quantificado (Qubit, Life Technologies). A
pureza do DNA foi medida em um espectrofotdmetro (Nanodrop 1000, Thermoscientific). As
amostras de DNA foram enviados para Macrogen Inc, para a construcdo da biblioteca e
sequenciamento na plataforma MiSeq (Illumina). Os iniciadores (primers) utilizados na
reacdo de amplificacio foram 515F (GTGNCAGCMGCCGCGGTAA) e 926R
(CCGYCAATTYMTTTRAGTTT), que delimitam as regides V4 e V5, a maior parte do gene
16S de RNAr para bactérias e arqueias (QUINCE et al., 2011). As sequéncias foram

analisadas no Centro de Bioinformatica (CEBIO), Instituto de Pesquisa René Rachou.

A analise de bioinformatica foi realizada com o pacote de software QIIME (Introspecgdes
Quantitativa de Ecologia Microbiana) para processar as bibliotecas utilizando uma estratégia
de agrupamento ao qual foi adicionado a classificacdo taxondmica (CAPORASO et al., 2010).
Primeiro, as sequéncias fastg foram demultiplexed, os barcodes e os primers foram
removidos. A qualidade da média minima do conjunto de Phred definida foi 20, UCHIME foi
utilizado para a correcdo de erros e verificagdo de quimeras. A identificagdo de genes 16S
RNAr foi realizada por uma unidade taxondmica operacional (OTU) com nova abordagem de
escolha, Sequéncias foram criadas via UCLUST (identidade de 97%). O pos-processamento

das OTUs foram realizada para as sequéncias mais representativas.

A atribuigdo taxonOmica foi realizada no banco de dados Greengenes (alinhamento de
referéncia core), A sub-amostragem de classificacdo taxondmica pelo menor ancestral comum
foi obtid utilizando MEGAN (HUSON et al., 2007). O indice de Simpson e diversidade de
Shannon-Weaver foram calculados. As distancias entre as amostras foram calculados com
base no indice ecoldgico de Bray-Curtis. A anélise de coordenadas principais (PcoA) e o
agrupamento hierarquico (arvore UPGMA) foram realizadas utilizando a distancia de
matrizes MEGAN (Figura 6.1). Os dados sequenciados foram depositados no servidor

metagendmico RAST (MG-RAST) sob o nimero de acesso 15595.
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Figura 6.1 - O grafico de PcoA descreve as diferengas na diversidade microbiana. As duas
primeiras coordenadas principais (PC1 e PC2) do indice de similaridade de PcoA de Bray-
Curtis sao plotadas para cada amostra. A porcentagem de variagao nos eixos 1 e 2 explicam

respectivamente, 25,98% e 25,61% da distribuigao

6.5 Resultados e Discussdo

6.5.1 Desempenho do Reator

O efeito de diferentes cargas organicas volumétricas (COV) aplicadas no digestor foi
determinado em trés fases: fase I (51 dias, COV aplicada de 1,2 a 1,7 kgSVm'3.d'1); fase 11
(periodo de 121 dias; COV com aumento de 1,0 para 2.4 kgSVm™.d™")), e fase III (periodo de
81 dias; COV variando de 1,0 a 1,7 kgSVm™.d") (Figura 6-12(a ¢ b)). A COV aplicada
durante a fase I (Figura 6-2a) estava em concordancia com os valores reportados para
digestores anaerobios de mistura completa (NAGAO et al., 2012). O rendimento de metano

obtido nesta fase variou de 119 a 434 m*CH,.tSV™' (Figura 6-2(a)).

O digestor ndo foi alimentado por 50 dias apds a fase I (periodo de recesso), quando o
restaurante universitario entrava em periodo de recesso. Entretanto, a fase II foi considerada o
segundo start-up do digestor. A COV inicial foi de 1,2 kgSVm™.d" (aplicada por uma
semana) subsequentemente, aumentada para 1,9 e 24 kgSVm’3.d'1 (Figura 6-2(a)). O

rendimento médio de metano variou de acordo com a COV aplicada de 233 a 700 m*CH4.tSV”
1
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Os primeiros sinais de desequilibrio no processo, ocorreram com a redu¢do do conteudo de
metano no biogas (<48,5%) e aumento na taxa da AI/AP >0,40, observado com uma COV de
2,4 kgSVm™.d", indicando um desequilibrio na metanogénese (MARTIN-GONZALEZ et al.,

2013). O reator foi submetido a outro periodo de recesso (sem alimentagdo), apos a fase II.

A fase 111, realizada com uma COV inicial de 1,7 kgSVm™.d" (superior aos valores usados
durante o periodo anterior ao start-up), foi considerado como o terceiro estart-up do digestor.
Nesta fase, o rendimento médio de metano foi de 150 m*CH4.tSV™' (Figura 6-2(a)) e a
diminui¢do no conteudo do metano foi observada (34,8%, nao mostrado), além do acimulo de
acidos organicos indicado pela relacdo entre a alcalinidade parcial e imparcial (AI/AP) (0,51)
(Figura 6-2(a e b). O digestor ndo foi alimentado por um periodo de 34 dias, para evitar o

completo fracasso do processo anaerobio.

O processo foi entdo reiniciado com uma COV de 1,0 kgSVm'3.d'1. Apesar disso, o
desequilibrio no sistema foi observado durante a fase III, conforme indicado pela elevada
relagdo AI/AP (0,35 a 0,54) (Figura 6-2 (b)). E importante salientar nesta fase, que o residuo
alimentar, ap6s a trituragdo foi armazenado em um tanque de alimentagdo por uma semana,
ocasionando na redu¢do do pH do substrato (3,11a 4,7) (Figura 6-2(b)). Sob estas condi¢des,
o tanque de alimentagdo serviu como unidade de acidificagdo. Estes resultados sugeriram que
o uso de residuo pré-acidificado se tornou nocivo para o processo anaerobio, quando

comparado a COV inicial aplicada na fase III (1,7 kgSVm™.d™).
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Figura 6.2 - Perfis de rendimento do metano e da COV durante a operagao do reator — (a);
perfis da COV e do rendimento de metano, fases |, Il e Il; (b) perfis do pH do residuo e da

amostra do digestor e Al/AP, fases |, Il e llI

6.5.2 Composicao e Diversidade da Comunidade Microbiana Analisada por Sequenciamento

Massivo

6.5.2.1 Composicdo Bacteriana

A andlise de sequenciamento massivo revelou 10 filos com abundancia relativa >1,0% em
pelo menos uma amostra. Em nivel de filo foram agrupados os micro-organismos abaixo de
1,0% (outros) (Figura 6-3). Os principais filos bacterianos detectados nas amostras dos
inéculos e do digestor foram Firmicutes (30 a 40%), Proteobacteria (10 a 20%), Chloroflexi
(15,0%), Bacteroidetes (8,0%) e Synergistetes (7,0%). Juntos, esses cinco filos representam
aproximadamente 75,0% da diversidade microbiana, além de terem sido observados em todas
as amostras (Figura 6-3). Resultados semelhantes foram relatados por estudos anteriores em

reatores e digestores anaerdbios (SUNDBERG ef al,, 2013; NELSON et al., 2011).
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Figura 6-3. Comunidade microbiana em nivel de filo. Abundéancia de UTO’s <1% (de cada
amostra) foi incluida no grupo ‘outros’. O nimero de cada amostra representa o dia
coletado, Fase Il — dia 146 (baixa COV — 1,2 kgSVm'3.d'1, fase Il — dia 220 (elevada COV —
2,4 kgSVm=.d™") e antes da fase Ill — dia 287 (periodo sem alimentacéo), Lodo de UASB e

rimen bovino foram os indculos.

Em estudo prévio por CARDINALI-REZENDE et al. (2016), digestor operado em escala
plena, tratou a fracdo organica de RSU em Madri (Espanha). Neste, foram detectados
Bacteriodetes e Firmicutes que corresponderam a 55,1% e 40,2% (no start-up) e 18,7 e 78,7%

(na fase estaciondria) das sequéncias totais, respectivamente.

No presente estudo, os filos Firmicutes, Chloroflexi e Proteobacteria foram predominantes no
digestor, tanto no inicio com baixa COV (dia 146, 25%, 20% e 18%, respectivamente) e no
estado estacionario com elevada COV (dia 220, 45%, 10% e 7% das respectivas sequéncias
totais). Bacteriodetes (10%) foi outro filo importante observado no digestor com elevada
COV. A diferenga observada nesse estudo em relacdo ao estudo anterior (CARDINALI-
REZENDE et al., 2016), pode estar atribuida ao tipo de residuo adicionado no reator, uma vez
que a composicao da fragao organica do RSU doméstico, depende do local e da hora de coleta
em cada localidade (ALIBARDI et al., 2015). Além disso, o residuo de cafeterias e
restaurantes (fracdo de residuo alimentar usada nesse estudo podem ser classificados como
residuos separados na fonte), em geral podem ndo ser representativo da fracdo organica de

residuo s6lido municipal (FORSU) (ZHOU et al., 2013).
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Figura 6-4. Composicao taxondmica de Firmicutes (a) e Proteobacteria (b) em nivel de
familia de cada sequenciamento pelo MiSeq/ lllumina. Os niumeros das amostras sao
representados pelo dia de coleta, Fase Il dia 146 (baixa COV — 1,2 kgSVm=>.d™"), fase Il dia
220 (elevada COV — 2,4 kgSVm=>.d™)

Guo et al. (2014) tratou residuo alimentar em reator mesofilico escala laboratorial e reportou a
presenca de Bacteriodetes (40 a 55%), Firmicutes (10 a 30%), Termotogae (25% a elevada
COV) e Actinobacteria (10% a elevada COV) durante a operagdo do reator.

A diferenga observada entre o presente estudo e o anterior estd atribuida ao tipo de indculo
usado em cada trabalho; no estudo anterior foi aplicado lodo de digestor anaerdbio de
tratamento de aguas residuarias de suinocultura; enquanto neste estudo, foram aplicados lodo
de reator UASB tratando esgoto doméstico e rimen bovino. Bactérias do filo Firmicutes sao

capazes de fermentar vérios substratos organicos e formar esporos (LEVEN et al., 2007).
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Entretanto, este filo ¢ predominante em esgoto bruto, e seus membros estdo envolvidos na DA
de matéria organica (MA et al., 2013). Essas bactérias foram abundantes e dominantes em
todas as amostras coletadas do digestor, compreendendo 45% no total de sequéncias com
elevada COV (2,4 kgSVm™.d" no dia 220, fase II). Proteobactéria também foi um filo
comum em todas as amostras, com dominancia nas amostras dos indculos e do dia 146 (fase
II, baixa COV) (Figura 6-2). Em seguida, Chloroflexi esteve presente em todas as amostras,
especificamente nas amostras do digestor obtidas com baixa COV (1,3 kg SVm~dia™ no dia
146), e antes da fase III (dia 287, periodo sem alimentagdo). Bacteriodetes ¢ Synergistetes
foram observadas em todas as amostras, a abundancia relativa aumentou nas amostras do

digestor nos dias 220 e 287 (Figura 6-3).

Os dados do sequenciamento massivo foram separados em niveis filogenéticos, para explorar
a dinamica de grupos de bactérias dos filos Firmicutes e Proteobacteria em nivel de familia
(Figura 6-3 (a, b), respectivamente). Dentro do filo Firmicutes, 11 familias estiveram
presentes com abundancia relativa > 1,0% em uma das amostras. Outras familias foram
agrupadas em um grupo com abundancia relativa < 1,0% (Figura 6-3 (a)). Ruminococcaceae,
Clostridiaceae ¢ Syntrophomonadaceae eram presentes em todas as amostras, com

dominancia nas amostras dos in6culos de ramen bovino € no lodo de UASB.

Em geral, elevadas propor¢des de Ruminococcaceae foram observadas em todas as amostras,
representando um total de 31,7% das sequéncias, quando os valores de cada amostra foram
somados. Flevada abundancia relativa de Ruminococcaceae foi observada na amostra do
digestor, coletada no dia 220 (17,8%) com elevada COV, comparada com a amostra do
digestor coletada no dia 146 (4,6%) (Figura 6-3 (a). Indicando que houve um enriquecimento
dessas bactérias fermentativas, em decorréncia do acimulo e da degradagdao de complexos
substratos. De fato, membros de Ruminococcaceae sao micro-organismos fermentativos que
podem ser tolerantes a condi¢des hiperacidas, e podem usar os acidos isobutirico, isovalérico
e malico para crescimento (DE VOS et al., 2009). Essas bactérias encontradas em sistemas
anaerdbios com elevadas concentracdes de matéria organica, fermentam aminoacidos e
carboidratos (DE VOS et al., 2009). Membros de Ruminococcaceae compdem a microflora
indigena do trato intestinal de animais, s3o também encontradas em lodo de estagdes de
tratamento anaerobio de dguas residudrias municipais, € podem ser isoladas a partir de fezes
humanas (DEMIREL e SHERER, 2008). Ruminococcaceae também foi dominante (46,5%)
em reator escala real, quando tratou RSU (CARDINALI-REZENDE et al., 2016).
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Elevada abundancia relativa de Lachinospiraceae e Mogibacteriaceae (6,8%), seguido por
Ruminococcaceae (4,6%) foram observadas na amostra do biodigestor coletadas no dia 146
(Figura 6-3 (a)), comparado com amostra obtida no dia 220 (1%). Lachinospiraceae e
Ruminococcaceae sao bactérias altamente especializadas na degradagdo de materiais vegetais
complexos. Os produtos da fermentacdo sao convertidos em acidos graxos de cadeia curta,
especialmente acetato, propionato e butirato (BIDDLE et al, 2013). Membros de
Ruminococcaceae podem requerer da amonia fonte de nitrogénio. A amoénia ¢ produzida pela
degradacao biologica da matéria organica nitrogenada, presente na proteina da fragdo
organica de residuo alimentar ¢ de RSU (CARDINALI-REZENDE et al., 2016). Os grupos
anteriormente descritos parecem estar relacionados com Mogibacteriaceae; até a data,
caracteristicas funcionais de Mogibacteriacea s3ao escassas, mas ja foi reportado em
associacdo com Ruminococcaceae (de VOS et al., 2009). Outras familias dentro do filo
Firmicutes podem ter desempenhado importante papel na degradacdo da matéria organica em
digestores como Syntrophomonadaceae e Peptococcaceae (4,0 a 7,0% do total de sequéncias)
(Figure 6-3 (a)). Sequéncias de Syntrophomonadaceae (Syntrophomonas genus) foram
observadas em todas as amostras investigadas, amostras dos inoculos e do digestor, mas teve
aumento na abundancia (de 2,0 % para 4,0%) com a elevagdo da COV. Esses resultados
foram consistentes, com a elevada relacao da AI/AP (>0,40) (Figura 6-2 (b)) observado no dia
220, indicando que 4cidos organicos foram produzidos. Syntrophomonadaceae também foi
dominante (4,0% do total de sequéncias) dentro do filo Firmicutes no dia 287, quando o
digestor ndo foi alimentado. Membros desta familia sdo predominantemente encontrados em
ambientes metanogénicos, em associacdo sintréfica com arqueias metanogénicas. Podem
oxidar &cidos graxos, assim como acetato, propionato e butirato, em sintrofia com arqueias
metanogénicas, que utilizam o H, para manter as baixas concentragdes no meio, propiciando a
degradagdo de 4cidos graxos. De fato, a presenga predominante desse grupo no dia 286 e o
baixo valor da AI/AP (<1,0) confirma que os &cidos organicos foram produzidos e

subsequentemente, consumidos no digestor.

A familia Peptococcaceae foi observada no lodo de UASB e nas amostras do digestor no dia
220 (com elevada COV), com predominancia (7,5%) apds aumento da COV. Os membros
dessa familia s3o fermentativos ou quimiorganotréfico, redutores de sulfato com complexo
requerimento nutricional. Essas bactérias podem produzir energia através da fermentagdo de
acidos, purinas ou pirimidinas. Além disso, esses micro-organismos pertencem a um grupo de
bactérias que oxidam &cidos graxos em reatores anaerobios e podem usar o propionato como
substrato (FELCHNER-ZWIRELLO, 2013). Dentro de Peptococcaceae o género
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Desulfosporosinus (7,2%) foi o mais abundante, detectado no dia 220. Essas bactérias sdo

acidofilicas redutoras de sulfato.

Chloroflexi foi o segundo filo mais abundante observado nas amostras do digestor (10 a 21%
do total de sequéncias) (Figura 6-3. Chloroflexi, previamente identificada como bactérias
verdes ndo sulfurosas, relativamente pouca estudada, inclui bactérias com diversificado
metabolismo (HUG et al, 2013). Foram relatadas somente sequéncias anaerobias
obrigatorias, como a familia ndo fotossintética Anaerolineaceae (18,8% do total sequéncias).
Nesse filo as amostras foram obtidas no dia 287. Membros de Anaerolineaceae estao
envolvidas na degradacdo de sacarideos (YAMADA et al., 2006). Foram identificadas em
reator de escala laboratorial mesofilico tratando residuo alimentar com 8,9% do total de

sequéncia (GUO et al., 2014).

Proteobacteria foi o terceiro filo mais abundante observado nas amostras, ¢ todos foram
representados pela classe de Proteobacteria (Figura 6-4 (b)). Os mais abundantes foram
Deltaproteobacteria (4,0 a 8,0% dos totais de sequéncias), Betaproteobacteria (1,0 a 3,0%) ¢

Gammaproteobacteria (5,1%).

Syntrophaceae (género Syntrophus, 3,0 a 7,2%) e Syntrophobacteraceae (1,0 a 3,0%) foram
as familias mais abundantes dentro de Deltaproteobacteria, observadas em todas as amostras
investigadas. Membros de Syntrophaceae sdo bactérias anaerobias estritas que podem
metabolizar usando a respiragdo, crescer apenas na presenca de H, ou utilizar o formiato por
meio da parceria sintrofica (como as metanogénicas hidrogenotréficas). Esta € a unica familia
pertencente a Deltaproteobacterias que podem degradar acidos graxos de cadeia longa
(SOUSA et al., 2009). Com a elevacao da COV, a abundancia relativa de bactérias sintréficas

Syntrophaceae) foi reduzida (de 7,2% para 3,0%) nas amostras do digestor.
Ynirop p g

Bacteriodetes, foi o quarto filo mais abundante observado nas amostras, composto por
bactérias envolvidas nas etapas de hidrolises e acidogéneses da DA. O crescimento (de 3,1
para 16,2% do total de sequéncias) desse filo no digestor ocorreu com aumento da COV
(Figura 6-2). Estudo prévio associou positivamente, a porcentagem dessas bactérias na
atividade  hidrolitica em  digestores anaerobios (REGUEIRO et al, 2012).
Porphyromonadaceae foi uma das familias mais abundantes presentes nas amostras do
digestor (0,5% do total de sequéncias no dia 146 com baixa COV; 2,5% no dia 220 com
elevada COV e no dia 287, periodo sem alimentacdo). Membros deste grupo sdo anaerdbios

obrigatorios, heterotroficos, ndo formadores de esporos e sacaroliticos. Essas bactérias podem
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utilizar proteinas e outros substratos (KRIEG ef al., 2010). Porphyromonadaceae sao
bactérias envolvidas na degradacdo de proteinas, também registradas com alta abundancia
(54% do total de sequéncias) durante o estagio de start-up em reator anaerdbio tratando a
fracdo organica de RSU (CARDINALI-REZENDE et al., 2016). Chitinophagaceae (género
Flavisolibacter), teve limitada capacidade fermentativa (KRIEG et al., 2010). Foi a segunda
familia com maior abundancia (dentro de Bacteriodetes) detectada nas amostras,

especificamente no rimen bovino (2,5% do total de sequéncias).

6.5.2.2. Composi¢do das Arqueias Metanogénicas

O filo Euryarchaeota composto principalmente, por arqueia metanogénica, desempenhou
importante papel na DA de residuo alimentar, em todas as amostras (Figura 6-3). Entretanto,
as porcentagens de abundancias do digestor foram menores quando comparados com as
amostras dos inéculos. A distribuicao de sequéncias, em nivel de género do dominio Archaea

¢ apresentada na figura 6-5.
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Figure 6-5. Composi¢cao taxondmica de metanogénicas em nivel de género de cada

amostra coletada pelo sequenciamento MiSeq/Illumina

Cinco géneros de metanogénicas foram observados com abundéncia relativa >1,0%. Outros
géneros (<1,0%) foram agrupados em ‘outros’. Methanobacterium e Methanobrevibacter,
ambas metanogénicas hidrogenotréficas, foram dominantes nas amostras de lodo UASB e
ramen bovino, respectivamente. Além disso, niveis similares de Methanosaeta e
Methanospirillum também foram detectados (Figura 6-5). A operagdao do digestor ocasionou
na reducao da concentracdo de metanogénicas, alterando completamente a composi¢do desse

grupo. Methanobrevibacter nao foi detectada nas amostras do digestor, enquanto
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Methanospirillum foi observada em maior abundancia em duas amostras do digestor,

comparado com os indculos.

6.5.3 Composicao Microbiana das Amostras do Digestor e sua Relagao com a Elevagdo da

Cov

A andlise de sequenciamento massivo revelou que a elevagdo da COV, teve significativa
influéncia sobre as estruturas da comunidade microbiana, no digestor escala de demonstragao
tratando residuo alimentar. Firmicutes, Bacteroidetes e Chloroflexi foram os filos
predominantes observados com elevada COV (representando um total de 67% de sequéncias).
Enquanto FEuryarchaeota (metanogénicas) representou <4,0% do total das sequéncias.
Mudangas na abundancia do grupo bacteriano sintrofico foram observadas, com aumento da
COV; Syntrophaceae foi dominante com a menor COV, enquanto Syntrophomonas e

Desulfosporosinus predominaram com elevada COV (Tabela 6-1).

Foram observados também, alteragdes na comunidade metanogénica com aumento na COV
(Figura 6-5). A baixa COV (fase II, dia 146), Methanosaeta e Methanospirillum foram
observadas em ambudancias relativas comparaveis, indicando a importancia tanto das
metanogénicas acetoclasticas, quanto das hidrogenotroficas. Isso pode ter contribuido para o
estavel desempenho do digestor durante o periodo (AI/AP <0,1, Figura 6-2 (b)), do que
observado no final da fase II (dia 220, AI/AP >0,4). Com elevada TCO (dia 220),
Methanoculleus dominou e Methanosaeta desapareceu devido o aumento das condi¢des
acidas no meio, indicando que a producdo de metano foi realizada por metanogénicas
hidrogenotroficas. As metanogénicas hidrogenotréficas (como Methanoculleus) sao capazes
de tolerar condi¢des acidas, e de facil adaptacdo em ambientes desequilibrados (BAN et al.,
2013). Além disso, Methanoculleus pode utilizar o formiato e alcoois secundario, tais como o

propanol e o butanol como doadores de elétrons na rota da metanogénese.

O aumento na relacdo entre AI/AP (>0,40) com elevada COV aplicada no digestor (2,4 kgSV
m™.d™"), indicou formacio de 4cidos graxos volateis no sistema, e consequentemente, maior
producao e disponibilidade de hidrogénio. Esta condicdo € consistente com a composi¢ao
bacteriana, em que a abundancia na fermentacdo ocorreu por bactérias hidroliticas e
sintroficas oxidadoras de acidos graxos, como Syntrophomonadaceae e Desulfosporosinus
(WORM et al., 2014), observadas no dia 220 com a maior carga alimentar, comparada com a

amostra do dia 146 com menor carga alimentar (Tabela 6-2).
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A ocorréncia de Methanoculleus com bactérias sintroficas produtoras de hidrogénio
Syntrophomonas e Desulfosporosinus (WORM et al., 2016) na fase com elevada COV, pode
ser explicado pelo fato de que, Methanoculleus (e outros metanogénicos hidrogenotréficos)
interagem apenas com bactérias especificas para o fornecimento de H, (KATO et al., 2010). A
presenca de Methanoculleus (0,5%) e Syntrophomonas (2,0%) foi reportada em reator
mesofilico em escala laboratorial, com digestdo de substratos ricos em proteinas (estrume
bovino e silagem de peixe) na fase de start-up, demonstrando a resisténcia dessas arqueias

(SOLLI et al., 2014).

No geral, a abundancia de potenciais bactérias sintréficas observadas (>8,9% do total de
sequéncias), indica a importancia da sintrofia na produ¢do de metano no digestor de residuo

alimentar (Tabela 6-2).

Quando o digestor esteve em estdgio estacionario, sem alimentacao, antes da fase III, dia 286,
o ambiente foi favoravel para o desenvolvimento e crescimento das arqueias metanogénicas,
devido as condigdes estaveis induzidas pelo consumo dos acidos organicos (indicado pela
AI/AP<0,1) por bactérias que oxidam acidos graxos, como as Syntrophomonas (Figura 6-2
(b)). Portanto, a abundancia relativa das metanogénicas aumentou significativamente de 3,0%
para 13% do total das sequéncias (Tabela 6-2). A acetoclastica Methanosaeta foi a arqueia
metanogénica dominante durante este periodo. No entanto, metanogénicas hidrogenotroficas
como Methanospirillum e Methanobacterium também foram detectadas em abundancia,
indicando que ambas rotas de produgcdo de metano ocorreram durante este periodo.
Methanosarcina, metanogénica conhecida com metabolismo versatil, relatada como
dominante na DA (DEMIREL e SHERER, 2008), foi detectada com baixas abundancias nas
amostras dos inoculos (0,4%) e do digestor (<0,2%) (Figura 6-5).

Os primeiros sinais de desequilibrio do processo, foram observados com a reducao do teor de
metano no biogas (<48,5%) e o aumento na relacio AI/AP (> 0,40), com uma COV de 2,4
kgSVm’3.d'1 (final da fase II). A abundancia relativa de metanogénicas ndo alterou (~ 3% das
sequéncis totais), apesar da diminui¢do no rendimento de metano. Os resultados observados
nesse estudo diferiram do trabalho de Guo et al. (2014), que tratou residuo alimentar em
reator escala laboratorial a 35°C, com diferentes COV (1,0 a 2,5 kgSVm™.d"). Em Guo et al.
(2014), as Methanosarcinas dominaram a comunidade metanogénica, com baixa COV

(periodo de aclimatacdo), enquanto Methanosaeta foi favorecida com elevada COV.
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Tabela 6-2. Composicao taxonémica da comunidade microbiana em nivel de filo das

sequéncias obtidas a partir das amostras do digestor

Abundéancia Relativa (%) Dia 146 Dia 220 Dia 286
Firmicutes (bactérias fermentadoras) 25,5 45.4 25,5
Syntrophomonadaceae

(Syntrophomonas) 2,0 4,0 4,0
Peptococcaceae (Desulfosporosinus) 0,0 7,2 0,0
Clostridiaceae (Clostridium) 1,5 0,5 0,7
Chloroflexi 21,8 10,8 18,5
Proteobacteria 17,3 8,1 6,0
Syntrophaceae 7,2 2,5 3,7
Syntrophobacteraceae 0,0 0,5 0,5
Bacteroidetes (acidogénica/hidrolitica) 3,1 9,5 16,2
Phorphyromonadaceae 0,4 2,6 2,5
Synergistetes (degradadora de proteina) 4,6 6,7 8.8
Dethiosulfovibrionaceae 3,5 2.3 4,2
Synergistaceae 0,2 2,2 1,8
Euryarchaeota (metanogénica) 3,5 3,0 13
Metanogénica hidrogenotrofica 2,0 2,8 6,0
Metanogénica acetoclastica 1,5 0,2 7,0
Actinobacteria 6,0 1,7 2.3
Propionibacteriaceae 0,2 1,0 2,1
Bifidobacteriaceae 5,6 0,0 0,0
Planctomycetes 8,4 4.5 32
Phycisphaerae 8,2 1,5 2.8
Pirellulaceae 0,2 3,0 0,3
Grupos menores 0,7 1,5 1,8
Naio classificados 6,2 5,6 0,3

Nota: As potenciais bactérias sintroficas séo retratadas em negrito.

A diferenga observada na comunidade bacteriana, desenvolvida em cada reator pode estar
atribuida ao tipo de indculo e/ou condigdes operacionais aplicadas. O estudo anterior utilizou
lodo de digestor anaerdbio, tratando aguas de esgoto doméstico de lodo UASB e rimen
bovino. A COV aplicada nesse estudo foi maior (1,2 a 2,4 kgSVm'S.d'l) comparado com
estudo prévio (1,0 a 2,5 kgSVm™.d™"). Apesar do elevado rendimento de metano observado
durante a fase II (com elevada COV), a abundancia de metanogénica foi semelhante a
observada com baixa COV (Tabela 6-1). Entretanto, a elevacdo da COV afetou na
composicao, € ndo na abundancia da comunidade metanogénica. A elevada COV resultou na
aceleracdo da hidrolise e acidogénese, induzindo proliferagdo seletiva de bactérias sintroficas
produtoras de hidrogénio (Syntrophomonas e Desulfosporosinus) € metanogénicas
hidrogenotroficas (Methanoculleus). Esta condigdo alterou a rota para a produgdo de metano
no digestor para domindncia da metanogénese hidrogenotréfica com alta COV. No entanto, o
digestor teve um periodo estacionario, sem alimentacdo, apos a elevagdo da COV, o que

promoveu mudancas na comunidade microbiana, seletiva para as metanogénicas (15,0%)
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consumidoras de acetato e hidrogénio, e grupos bacterianos favoraveis. Indicando que ocorreu

tanto a via acetoclastica, quanto a via hidrogenotrofica derante nesse periodo.

6.6 Conclusoes

O digestor anaerobio que tratou o residuo alimentar exibiu melhor desempenho durante as
fases I e I com COV variando de 1,0 a 2,4 kgSVm™.d"' , comparado com a fase III (COV ~
1,0 a 1,5 kgSVm™.d™"), quando o residuo alimentar foi acidificado no tanque de alimentagio,
antes de ser enviado para o digestor. Um aumento na COV induziu mudangas na composi¢ao
microbiana, Firmicutes ¢ Bacteriodetes foram seletivamente enriquecidas, enquanto
Proteobacteria e Chloroflexi diminuiram em abundancia. Foram observadas mudancas na
composicdo metanogénica, € ndo na abundincia, em resposta a elevacio na COV.
Methanosaeta quase desapareceu com elevada COV, decorrente das condi¢des acidas,
enquanto Methanoculleus foi favorecida. Interagdes sintroficas entre produtores de hidrogénio
e metanogénicas hidrogenotroficos, foram evidentes com elevada COV. Esses resultados,
indicam que a metanogénese hidrogenotrofica, contribuiu significativamente para a produgao
de metano com elevada COV (> 2,0 kgSVm™.d™"), quando comparado com baixa COV ou, no

periodo estaciondrio, sem alimentar o digestor.
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7 EFEITO DA ADIGAO DE ELEMENTOS TRAGCO SOBRE A
PRODUGAO DE METANO E A COMUNIDADE MICROBIANA
ENVOLVIDA NA DIGESTAO ANAEROBIA DE RESIDUO ALIMENTAR

Objetivo Especifico 2

7.1 Introducdo

Os residuos organicos sdo considerados como bons subtratos para a producao de metano a
partir da digestdo anaerdbica (YOON et al., 2014). Os processos de hidrolise, acidogénese e
metanogénese da digestdo anaerdbia, sdo amplamente utilizados para a degradacao biologica
de residuos orgénicos e para a produgdo de biogéas. Todo o processo de digestdo anaerdbia
envolve a a¢do de diferentes micro-organismos, que atuam em conjunto para realizar a
degradagdo da matéria organica e consequente, formacdo de metano e dioxido de carbono. O
rendimento de metano, a partir de material organico digerido ¢ resultado da atividade
microbiana anaerébia, que depende das caracteristicas do substrato (proteina, lipidios,
carboidratos, lignina, celulose, hemicelulose, entre outros) e dos niveis de fatores inibitdrios

gerados durante o processo de digestdo anaerobia (ANGELIDAKI e AHRING, 1992).

A determinag¢do do potencial bioquimico de metano (PBM) tem sido utilizada para mensurar a
producdo de metano oriundo da taxa de conversio da matéria organica, durante a
decomposi¢ao anaerobia (CHYNOWETH et al., 1993; ANGELIDAKI et al., 2009; RAPOSO
etal.,2011).

A determinacdo de BMP para diferentes residuos organicos € necessaria, porque 0 processo
de degradagdo anaerobia ¢ altamente influenciado pelas caracteristicas intrinsecas do
substrato dos materiais organicos. Por esse motivo, foram realizados estudos especificos sobre
o efeito da razdo substrato/indculo (S/I) para varios residuos organicos, como residuo
alimentar, fragdo organica de residuo sélido urbano e biomassa vegetal (CHYNOWETH et

al., 1993; RAPOSO et al., 2006; DEUBLEIN e INHAUSER, 2010).

A relagdo S/I pode ser expressa como a massa de sélidos volateis (SV) no substrato pela
quantidade de SV presente no indculo. Na literatura, ha relatos que os rendimentos maximos
de metano foram obtidos com razdes S/I de 0,5 a 1,0 em sistemas de digestdo anaerdbia com a

fragdo organica de residuo urbano (FORSU) (CHYNOWETH et al., 1993).
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O tratamento biologico dos residuos requer, ndo somente matéria organica, mas também de
nutrientes essenciais para o crescimento dos micro-organismos. Dentre esses nutrientes se
encontram os elementos de transi¢do, tais como: ferro, cobalto, niquel, molibdénio e
tungsténio, que sdo essenciais como cofatores enzimaticos, envolvidos na bioquimica da
formagdo do metano. Esses elementos sdo necessarios como estimulo para estabilidade do
processo, evitando assim, no acimulo de acidos organicos que sdo prejudicias, principalmente
na fase de maior interesse, a metanogénese. Além disso, as concentragdes de elementos traco
existentes no residuo alimentar, ndo suprem as necessidades requeridas pela comunidade
microbiana (tabela 7-3) (ZANDVOORT et al., 2006; DEMIREL e SCHERER et al.,, 2011,
SHATTAUER et al., 2011; BANKS et al., 2012; FACCHIN et al., 2013; CESTONARO,
2014; PAULO et al., 2015; YIRONG et al., 2015).

Os objetivos deste estudo foram avaliar os efeitos de diferentes relagdes S/I (0,5 e 1,5), e da
adicdo de elementos trago em diferentes concentragdes € combinagdes, sobre a comunidade
microbiana e a potencial producao de metano. E verificar se a adicdo de elementos trago ¢
necessaria ¢ viavel a custo beneficio. Para tanto, ensaios de determinacdo do potencial
bioquimico de metano (BMP) foram realizados, com diferentes lodos de indculo e diferentes
relagdes S/I, com e sem adigdo de elementos traco, para a selecdo de um in6culo adequado ao
tipo de substrato, e a relacdo S/I com melhor desempenho na degradagcdo do substrato, e

consequentemente maior producdo de metano.

O efeito da adicdo de elementos traco sobre a diversidade e a composi¢cdo das comunidades de
bactérias e de arqueias metanogénicas foi investigado por meio de sequenciamento de nova
geragdo lonTorrent/Life. Uma vez que ndo ha registro de micro-organismos identificados com

estudos de BMP com adi¢ao de elementos traco.

7.2 Materiais e Métodos

7.2.1 Experimentos em Batelada com e sem adi¢do de elementos trago

Para a determinacao do Potencial Bioquimico de Metano (BMP) a partir do residuo alimentar,
foram realizados varios testes utilizando o equipamento ‘sistema automatico para o potencial
teste de metano — AMPTS II’, constituido com o software Bioprocess control, Suécia AB,

2013, por ser rapido e mensurar os volumes de metano de forma online.

O sistema AMPTS consiste de trés unidades: Unidade A, um banho de dgua mantido a

temperatura mesofilica (30° C), com 15 frascos reatores de 0,6 L de vidro do tipo Shott para
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digestdo anaerobia; Unidade B, unidade de adsor¢ao de gas, incluindo didxido de carbono e
sulfeto de hidrogénio, com 15 frascos de vidro do tipo Shott de 80 mL com hidréxido de
sodio (NaOH) a 3 M; e a unidade C, na qual o volume de metano liberado da unidade A era
gravado automaticamente pelo software Bioproces Control. Uma haste de mistura com
rotacdo mecanica lenta era acoplada em cada frasco reator na unidade A. A rotagao consistiu
de 120 segundos de agitagdo com parada de 60 segundos por rodada. O tempo de duragdo dos
testes foi determinado pela biodegradabilidade do substrato, até que a producdo de metano

atingisse a estabilidade e comegasse a diminuir, com variacao de 7 a 25 dias.

As relagdes substrato/indculo (S/I) adotadas foram baseadas na literatura, a menor razdo de
0,5 (ANGELIDAKI ef al., 2009) e a maior razdo de 1,5 (YOON et al., 2015), com e sem
adicao de elementos traco em separado e, em combinacdo, conforme tabela 7-1. O lodo de
inéculo usado foi retirado fresco de um digestor de 18,8 m’ que trata residuo alimentar do
restaurante universitario (setorial 2) da UFMG, Brasil. O residuo alimentar testado era
coletado do tanque de alimentagdo que abastece o digestor anaerdbio, portanto, foi o mesmo

residuo usado na digestdo anaerdbia em escala de demonstragao.

Para cada batelada de teste foi adotado um volume de trabalho de 0,4 L e 0,2 L de head space,
a 30°C. Um dos frascos reator foi utilizado como branco (contendo somente lodo de indculo-
sem residuo), dois frascos foram usados como controle (contendo residuo alimentar +
in6culo- sem adicao de elementos trago) e quatro conjuntos de triplicatas com os testes
(contendo residuo alimentar + inoculo + elementos traco). Foram suplementados os elementos

traco Mo, Fe, Ni e Co, em separado, e em diferentes combinagdes e concentracdes.

Antes da montagem dos testes, foram realizadas andlises da série de s6lidos para obtencao da
concentragdo de solidos volateis e, por conseguinte, a realizagdo dos calculos e obtencdo dos
volumes de residuo alimentar e de inoculo a serem adicionados, conforme a relagao S/I
desejada. Os resultados dos so6lidos de todos os testes estdo apresentados na tabela 7.2.
Soélidos totais (TS) e so6lidos volateis (SV) foram determinados de acordo com a metodologia

descrita pela APHA, 2005.
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Tabela 7-1. Testes de BMP com adigdo de elementos trago nas diferentes condigbes

testadas
- Massa de substrato Massa de inéculo .~
Teste Razdo S/1 adicionada (g SV) adicionada (gSV) Condigdo

1 0,5 4,7 9,5 Adicao de FeCl; nas concentragdes:
5,0; 25,0; 250,0 e 2500 mg/L.

2 0,5 7,24 14,25 Adicao de CoCl, nas concentragdes:
1,0; 5,0; 10,0 mg/L.

3 0,5 4.4 8,96 Adicdo de (NHy) 6 Mo nas
concentragdes: 0,5; 5,0; 15,0 ¢ 50,0
mg/L.

4 0,5 5,37 10,9 Adicao de NiCl, nas concentragdes:

0,25;0,5; 1,0 ¢ 5,0 mg/L.

5 0,5 5,67 11,7 Adicio da combinacao dos elementos
traco nas concentracdes (mg/L):
A: CoCl, [1,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L]
e NiCl, [0,5 mg/L];
B: CoCl, [10,0 mg/L], FeCl; [50,0
mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L];
C: CoCl, [1,0 mg/L], FeCl; [50,0 mg/L]
e NiCl, [5,0 mg/L];
D: CoCl, [10,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L]
e NiCl, [0,5 mg/L].

6 1,5 9,6 6,37 Adicao da combinac¢io dos elementos
trago nas concentracoes (mg/L):
A: CoCl, [1,0 mg/L], FeCls [5,0 mg/L]
e NiCl, [0,5 mg/L];
B: CoCl, [10,0 mg/L], FeCl; [50,0
mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L];
C: CoCl, [1,0 mg/L], FeCl; [50,0 mg/L]
e NiCl, [5,0 mg/L];
D: CoCl, [10,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L]
e NiCl, [0,5 mg/L].

7 0,5 5,88 12,43 Adicao da combinacio dos elementos
traco nas concentracdes (mg/L):
A: (NH4)6Mo [0,5], FeCl; [5,0 mg/L] e
NiCl, [0,5 mg/L];
B: (NH4)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [50,0
mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L];
C: (NH4)6Mo [0,5 mg/L], FeCl; [50,0
mg/L] e NiCl, [5,0 mg/L];
D: (NHy)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [5,0
mg/L] e NiCl,[0,5 mg/L].

8 1,5 14,99 10,05 Adicio da combinacao dos elementos
traco nas concentracdes (mg/L):
A: (NH4)6Mo [0,5], FeCl; [5,0 mg/L] e
NiCl, [0,5 mg/L];
B: (NHy)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [50,0
mg/L] e NiCl,[0,5 mg/L];
C: (NH4y)6Mo [0,5 mg/L], FeCl; [50,0
mg/L] e NiCl, [5,0 mg/L];
D: (NH4)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [5,0
mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L].

Adicionados os volumes de residuo alimentar, indculo e de elementos trago em cada frasco

reator, fazia-se as medi¢des de pH com a combinagdo de eletrodo calibrado em solugdo
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tampao 4, 7 ¢ 9. As corregdes de pH foram realizadas com solu¢ao CaO hidratada, nos testes
com relagdo S/I 1,5, uma vez que havia maior propor¢do de substrato (residuo alimentar).
Apo6s as medigdes de pH e o fechamento de todos os frascos reatores era realizada uma
lavagem, com gas nitrogénio no interior de cada frasco, para manutencao da anaerobiose. A
seguir os frascos reatores eram conectados no equipamento com o start-up via software

Bioprocess Control, sistema computadorizado.

Tabela 7.2- Concentracao de soélidos determinada para as diferentes amostras de residuo e

lodo usadas nos ensaios de 1 a 8 com a adi¢cao dos elementos traco

Substrato (residuo

alimentar) Inéculo/Lodo
ST (g/L) SV (g/L) SV/ST ST (g/L) SV (g/L) SV/ST
Teste 1 59,1 55,8 0,94 65,8 37,4 0,57
Teste 2 15,0 13,5 0,90 65,8 37,4 0,57
Teste 3 13,7 12,2 0,89 68,0 40,8 0,60
Teste 4 20,7 18,5 0,89 52,1 30,0 0,58
Teste 5 59,0 55,9 0,95 54,8 32,5 0,59
Teste 6 59,1 55,8 0,94 29,3 12,5 0,43
Teste 7 16,7 14,3 0,86 56,1 31,7 0,57
Teste 8 12,9 11,9 0,92 5,8 3,9 0,67

7.2.2 Produgao de Metano

Os resultados da producao de metano foram expressos em volume acumulado de metano por
quilo de solidos volateis (CH4NmLCH4/gSV.dia) em formato de planilha do tipo excel. A
taxa maxima foi calculada entre a razdo do volume final maximo de metano (mL), € o tempo
de duracdo da fase exponencial (dia), tracando uma reta com o coeficiente angular para cada
teste. O resultado foi expresso em mLCH, /d. Para o incremento ou rendimento de metano
nos ensaios foi realizado calculos de porcentagem com base no resultado de BMP do controle
e, fazendo a diferenga para obten¢do do resultado final em porcentagem (%). Para o potencial
bioquimico de metano (BMP) em NmLCH4/gSV, o volume acumulado de metano gerado no
experimento deve ser dividido pela quantidade de substrato organico (SV) adicionado. Assim,
como no lodo de inoculo tem-se matéria organica residual e, portanto, este também produz
metano (mesmo sem adi¢cdo do residuo alimentar- alimento), entdo para a determinagdo do
BMP dos outros frascos (a partir do residuo), subtraiu-se o valor de metano produzido pelo

branco (que € o frasco contendo somente inoculo, sem alimentagao).
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Assim, como o residuo organico presente no inodculo (SV) adicionado produz biogas e sua
fragdo volumétrica de biometano deve ser subtraida do volume acumulado total de biometano

para obter a verdadeira produgao a partir do substrato, conforme equacao 1:

X vol, acumulado CH*amostra — X vol, acumulado CH*branco * 1

BMP =
SV substrato

Equagdo 1
7.2.3 Procedimentos Analiticos

Para as analises de elementos trago (ferro, zinco, manganés e niquel), os volumes das
amostras de residuo alimentar e de indculo/lodo foram utilizados 200 mL disponibilizados em
recipientes de aluminio, e submetidos a secagem em estufa a 65 °C por 12 horas. Apds a
secagem as amostras eram maceradas de forma manual com uso de almofariz e pistilo de
porcelana. As amostras maceradas eram pesadas em balanga analitica para obten¢ao de massa
de 0,2 g. Essa massa de 0,2 g de residuo alimentar e de lodo de indculo eram submetidas a
digestao acida em chapa aquecedora, com final de 6 mL de &cido nitrico aferido a 50 mL,
conforme metodologia EPA 3050B. A seguir, o volume final de 50 mL era analisado por
espectrometria de chama com acetileno, com fluxo de 13,50 L/minuto. Essas analises foram
realizadas no Laboratorio de Quimica da UFMG, por meio do equipamento Agilent

Technologies 200 Series AA.

As concentragdes de nitrogénio total das matrizes de residuo alimentar e in6culo/lodo foram
determinadas pelo método Kjeldahl com 0,2 g de massa de amostra macerada (BREMNER,
1996). Procedimento por digestdo 4cida em bloco digestor, com adi¢do de acido salicilico,
para quantificacdo das formas nitricas, possibilitando na conversdo de todo o nitrogénio
presente na amostra, em amdnio (NH,") e, posteriormente, em amonia (NH3) pelo processo de
destilacdo, utilizando destilador de nitrogénio (MA, 036 plus, Marconi, 220 v). A amoénia
arrastada pelo vapor de 4gua era recolhida em solugdo de acido borico, no qual a
quantifica¢do de nitrogénio total era obtida de acordo com a metodologia descrita por Matos,
2015. A caracterizagdo das amostras de residuo alimentar e lodos (usados como inoculo) esta

apresentada na tabela 7.3.
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Tabela 7-3. Concentracdes de metais no residuo alimentar e no indculo

, . Residuo Residuo Residuo
" Residuo Alimentar  Lodo Alimentar Alimentar Alimentar
Parametros
Nesse estudo Zhang et al. Zhang etal.  Yrong et al.
(2007) (2011) (2015)
Ferro (mg/L) 138,16 1015,7  198,32+7,77 °3,17 °89.0
Zinco (mg/L) 2,55 6,77 19,68+5,70 ®8,27 -
Manganés (mg/L) ALD 1,6 15,53+7,77 °0,96 °0,92
Cobre (mg/L) 0,2 9,7 8,03+0,26 ®3,06 -
Niquel (mg/L) 0,63 4,8 0,52+0,26° °0,19 -
Nitrogénio (dag kg™) 3,75 4,2 3,16+0,22 3,54 (%ST) 3,0 (%ST)
Lipidio 1,2° - - 23,3 (g/L) -
Carboidrato 2,14° - - 111,7 (g/L) -
Proteina 1,86 - - 32,9 (g/L) -

ALD: Abaixo do limite de detecgiio; *Valor expresso em g/100 g; "mg/L

7.2.4 Andlise da Comunidade Microbiana através de Sequenciamento de Nova Geragdo

usando a Plataforma Ion Torrent

Para investigar o efeito da adi¢do de elementos tragco sobre a diversidade e a composi¢cdo da
comunidade microbiana, eram coletadas no final dos testes, 50 mL de amostras (ao final de
cada teste) do controle (indculo + residuo alimentar) e dos testes com adi¢do de elementos
traco (inoculo + residuo alimentar + elementos trago). A partir de cada triplicata frascos que
receberam elementos trago e duplicata do controle, sem adi¢cdo de elementos trago foram
realizadas amostras compostas. Essas amostras foram congeladas em frezer -80 °C. O DNA
total foi extraido com o kit de isolamento de DNA PowerSoil® (Mobio Laboratories, EUA).
A pureza do DNA foi medida em espectrofotometro (Nanodrop 1000, Thermoscientific). As
amostras de DNA foram enviadas para a empresa MrDNALab (Texas, EUA) para a
construgdo da biblioteca e sequenciamento na plataforma IonTorrent (Life) juntamente com a

analise de bioinformatica.

Os primers utilizados na reagao de foram 515F

(GTGYCAGCMGCCGCGGTAA) e 926R (CCGTCAATTCMTTTRAGT) que delimitam a
regido V4 e V5 do rRNA 16S para bactérias e arqueias (CAPORASO et al,, 2011). Para o

amplificacao

PCR foram utilizadas 30 corridas em unica batelada usando o Kit Mix Master Plus
HotStarTaq (Qiagen, EUA), nas seguintes condi¢des: 94 © C por 3 minutos, seguido de 28
ciclos (5 ciclos utilizados em produtos de PCR) de 94 °C durante 30 segundos, 53 °C por 40
segundos e 72 °C por 1 minuto. Apos a realiza¢do da corrida de alongamento 72 °C por 5

minutos.
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O sequenciamento pela plataforma Ion Torrent foi realizado conforme as diretrizes do

fabricante MR DNA (www.mrdnalab.com). Os dados das sequéncias foram processados pelo

mothur comordenacdo por comprimento, desreplicagdo das sequéncias e classificagdo por
abundancia e cluster para correcdo de erros e consenso de saida. Assim, atribuicao dos
numeros sequenciais as OTUs. Neste, houve a remog¢do de interferentes, como de sequéncias
ambiguas e abaixo de 150 pb, e de quimeras. As unidades taxondmicas operacionais (UTOs)
foram definidas por agrupamento em 3% de divergéncia (97% de similaridade). As UTOs
finais foram classificadas usando BLASTn e comparadas em um contra banco de dados, o

RDPII  (http://rdp.cme.msu.edu) e NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) com alinhadores

atualizados de Archaea e Bactéria.

7.3 Resultados e Discussdao

7.3.1 Produgdo Acumulada de Metano

Na figura 7-1(a) sdo apresentados os resultados do teste 1 com diferentes concentragdes de
cloreto férrico (FeCls), em uma relagdo S/I de 0,5, juntamente com o controle sem adi¢ao
deste elemento traco. O maior rendimento médio de metano foi observado nos frascos com
adicdo de FeCls [5,0 mg/L] com 226,10 NmLCH4/gSV (cerca de 50% de incremento em
relagdo ao frasco-controle). O controle (com apenas substrato e indculo), sem adicao de FeCls
apresentou volume médio acumulado de 146,70 NmLCH4/gSV. As concentragdes FeCls [25
mg/L] e [250,0 mg/L] obtiveram valores médios acumulados de 146,95 e 155,20
NmLCH4/gSV, respectivamente, indicando que ndo houve qualquer efeito da adi¢do de
elementos traco. Para os frascos com concentragdo de FeCl; [2500 mg/L], o volume médio de
29,15 NmLCH4/gSV (muito abaixo da producdo de metano observada nas outras
concentragdes € mesmo no frasco-controle; sugerindo portanto, que houve inibi¢do da

comunidade microbiana quando da adicdo da maior concentragdo de ferro.

Na figura 7-1(b) sdo apresentados os resultados do teste 2 (S/I 0,5) com adicao de cloreto de
cobalto (CoCl,), juntamente com o controle sem a adicdo deste elemento trago. Os frascos
com adi¢do de CoCl, [1,0 mg/L] apresentaram a maior producdo média de CH4 com 291,45
NmL/gSV (cerca de 15,7% de incremento de metano em relacdo ao frasco-controle). Ja os
frascos com adicdo de CoCl, [10,0 mg/L] apresentaram volume médio de 279,0
NmLCH4/gSV, semelhante ao volume de metano produzido pelo frasco-controle (279,3
NmLCH4/gSV). Em geral, verificou-se que a medida que as concentragdes de CoCl, foram

aumentando, houve produc¢do acumulada de metano menor ou igual ao frasco-controle,
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sugerindo, portanto, que houve inibicdo da comunidade microbiana quando da adicdo da

maior concentragao de ferro.

Com relagdo ao teste 3, com adicdo de molibdato de amdnio ((NHs) 6Mo) (S/1 0,5) em
diferentes concentragdes, os resultados sao mostrados na figura 7-1 (¢). A maior produgdo
média de volume acumulado de CH4 foi observada no frasco com a adigao de (NH4)6Mo [5,0
mg/L] com 191,6 NmLCH4/gSV (cerca de 5,0% de incremento em relacdo ao frasco-
controle); seguido de (NHs) 6Mo [0,5 mg/L] com produgdo média acumulada de 1874
NmLCH4/gSV . Os frascos com adi¢do de (NH4) 6Mo [15,0 mg/L] e (NH4) 6Mo [50,0 mg/L]
apresentaram producdo média acumulada de 126,0 NmLCH4/gSV e 105,7 NmLCH4/gSV,
respectivamente; valores inferiores a produ¢do de metano do frasco controle (183,35
NmLCH4/gSV) sugerindo que houve inibicdo da comunidade quando adicionada maiores
concentragdes de (NH4) 6Mo (Figura 7-1 (c)). Vale ressaltar que o teste branco, apenas com
indéculo houve produgdo de 65,0 NmLCH4/gSV. Em todos os testes houve um branco,
entretanto, ndo inserido por terem tido pequena ou as vezes nula produgdo de metano, por esta

razao nao foi apresentada nos gréaficos a seguir.
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Figura 7-1. Média da produgéo acumulada de metano nos testes com adigao de elementos trago: teste 1: diferentes concentragbes de cloreto férrico

(a), teste 2 com adigao de cloreto de cobalto (b), teste 3, com adigédo de molibdato de aménio (c) e, teste 4 com adigao de cloreto de niquel (d). O

teste branco nao foi inserido pela baixa producédo de metano ou as vezes nula.
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No teste 4 com adi¢@o de niquel, houve maior produgdao média acumulada de metano no valor
de 265,0 NmLCH4/gSV; quando se adicionou concentragdes de niquel de [1,0 mg/L], com
incremento de 16,3%. Quando se adicionou 5,0 mg/L de Ni [houve producdo média de 249,0
NmLCH4/gSV com incremento de 8,8% em relacdo ao frasco controle (sem adi¢do dos
elementos trago) que produziu 230,0 NmLCH./gSV. A menor concentracdo de Ni [0,25
mg/L] adicionada apresentou valor de produ¢do de metano (232,8 NmLCH4/gSV), similar a
do frasco-controle. Em fung¢do desses resultados, nos proximos ensaios, optou-se por utilizar
em combinagdo com outros elementos as concentragdo minima ¢ maxima de niquel, ou seja,

Ni [0,5 mg/L] e [5,0 mg/L] (tabela 7-1 e figura 7-1 (d)).

Ap6s a realizagdo dos ensaios com adicdo de CoCl,, FeCls, (NH4)6Mo e NiCl, em separado,
foram feitos ensaios com a mistura desses elementos trago, utilizando as concentragdes que
resultaram em incremento na produgdo de metano. Nos ensaios 5 e 6 testou-se a combinacao
de diferentes concentragcdes de cobalto, ferro e niquel para as razdes S/I de 0,5 e 1,5,
respectivamente; € nos ensaios 7 ¢ 8 a combinacdo de cobalto ferro e molibdénio em
diferentes concentragdes para a relagdo S/I de 0,5 e 1,5, respectivamente (conforme

apresentado na Tabela 7.1).

No teste 5 com adicdo da mistura de elementos tragco com razao S/I 0,5, os ensaios partiram
diretamente para a fase exponencial, sem fase lag (ver APENDICE). A combinagio C: CoCl,
[1,0 mg/L], FeCl; [50,0 mg/L] e NiCl, [5,0 mg/L] foi a que apresentou o maior valor médio
de metano acumulado de 377,5 NmLCH./gSV CHy (cerca de 12% maior que o frasco-
controle). Neste caso, o NiCl, [5,0 mg/L] parece ter sido a maior influéncia no incremento da
producao de CH4. As combinagdes B e D apresentaram valores de produ¢dao acumulada de
metano semelhantes (365,3 e 365,6 NmLCH4/gSV, respectivamente) que correspondeu a um
incremento no rendimento de metano de aproximadamente 60%. Em ambas as combinagdes,
as concentragdes de CoCl, [10,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] foram semelhantes, a diferenca foi
nas concentragdes de FeCls, na qual houve redugdo de [50,0 mg/L] para [5,0 mg/L]. Tal
redugdo na concentragdo de cloreto férrico ndo influenciou na produgdo de metano (ja que os
valores foram semelhantes). O ensaio A: CoCl, [1,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L] e NiCl, [0,5
mg/L] apresentou o menor valor médio acumulado de metano (de 349,2 NmLCH./gSV),

comparado ao controle com 336,9 NmL de CH4/gSV de volume médio acumulado (Figura 7-

2(d)).
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No teste 6, combinacao A: CoCl, [1,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L], verificou-
se os maiores valores de volume acumulado de metano (605,25 NmLCH./gSV),
representando um incremento de metano de quase 20% em relagdo ao frasco-controle;
seguido da combinacdo D: CoCl, [10,0 mg/L], FeCl; [5,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] com
volume médio acumulado de 577,3 NmLCH4/gSV. Em geral, as combinagdes 6-A ¢ 6-D
apresentaram os maiores volumes de CHy4, e a diferenca entre ambas, estava no aumento das

concentragdes de CoCl, [1,0 mg/L] para [10,0 mg/L] (Figura 7-2 (e)).

No ensaio 6-B: CoCl, [10,0 mg/L], FeCls [50,0 mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] verificou-se volume
médio acumulado de 492,0 NmLCH4/gSV. Quando se compara as combinagdes 6-B e 6-D,
verifica-se que houve redu¢do no volume de metano de 577,3 NmLCH4/gSV para 492,0
NmLCH4/gSV, fato que deve estar relacionado a maior concentracdo de FeCls [50,0 mg/L] no

ensaio 6-B, indicando que a combinagao 6-D foi melhor.

Na combinacdo 6-C: CoCl, [1,0 mg/L], FeCls [50,0 mg/L] e NiCl, [5,0 mg/L] verificou-se
volume médio de metano de 484,1 NmLCH,4/gSV (inferior ao valor do frasco-controle com
487,85 NmLCH4/gSV). Este resultado sugere que as concentragdes do FeCls [50,0 mg/L] e do
NiCl; [5,0 mg/L] tiveram efeito toxico para a comunidade microbiana nessa relagdo S/I de
1,5. Quando se compara as combinagdes 6-B com 6-C, verifica-se que ambos receberam as
mesmas concentragoes de FeCl; [50,0 mg/L], sugerindo que essa concentragdo foi
desfavoravel para a comunidade microbiana (Figura 7-2 (e)). No geral, os resultados do teste
6 indicaram que a adi¢do dos metais foi benéfica e resultou em incremento na producdo de
metano, mas quando foram testeadas as menores concentragdes dos elementos traco

(combinagdo A).

No teste 7, onde testou-se a combinacao dos elementos traco: Mo, Fe e Ni e razdo S/I de 0,5,
verificou-se que o maior volume médio de metano produzido (345,5 NmLCH,4/gSV) foram
nos frascos da combinagdo B: (NH4)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [50,0 mg/L] e NiCl; [0,5 mg/L].
Esta produgdo de metano representou um incremento de apenas 21,5% em relagcdo ao frasco-
controle (333,2 NmLCH4/gSV), proximo de 27,82% (3-D) de incremento de metano
observado quando adicionou o molibdénio em separado. Quando se observa os resultados do
teste 7-D: (NH4)6Mo [5,0 mg/L], FeCls [5,0 mg/L] e NiCl; [0,5 mg/L], verifica-se que houve
a menor producdo de metano 337,1 NmLCH4/gSV. Essas condi¢des podem estar diretamente

associadas a razao substrato: indculo de 0,5 (S/1 0,5), ou seja, menor quantidade de substrato
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adicionada em relagdo ao indculo, bem como a heterogeneidade do substrato que pode

resultar em condigdes diferenciadas para cada ensaio (Figura 7-3 (f)).

No teste 8, razdo substrato S/I 1,5, na combinacdo D: (NH,)6Mo [5,0 mg/L], FeCl; [5,0
mg/L] e NiCl, [0,5 mg/L] houve maior producdo de metano com 521,5 NmLCH4/gSV
representando um incremento de 54,80% em relacdio ao frasco-controle (326,7
NmLCH4/gSV). No teste 8-B a producdo de metano foi de 459,95 NmLCH4/gSV, com
incremento no rendimento de metano de 48,25 NmL/gSV, inferioro a combinagdo D. A
diferenca entre estes testes foi na concentracao de ferro (menor para a combinagdao D- 0,5
mg/L), sugerindo que o aumento na dosagem teve efeito negativo. O mesmo pode ser
verificado para a combinag¢ao C (Mo 0,5 mg/L; Fe 50.0 mg/L e Ni 5.0 mg/L), onde observou-
se producao de metano de 469,85 NmLCH4/gSV, quase similar & combinagdo 8-B e inferior a
producdo de metano média dos frascos 8-D, sugerindo que estas concentragdes de ferro e
niquel (em combinacdo) podem ter resultado em efeito negativo para a comunidade
microbiana envolvida na digestdo anaerobia (figura 7-3 (g)). No geral os resultados do teste 8,
mostraram que a adi¢cao da combinacdo de molibdénio, ferro e niquel tiveram efeito positivo e
significativo, resultando na producdo de metano na maior relacao S/I (1,5), o que ndo foi

verificado na menor relagdo S/I testada (0,5).
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Figura 7-2 - Produgdo acumulada de metano nos testes com as combinag¢des de Co+Fe+Ni

para as razdes substrato indculo de S/1 0,5 (d) e 1,5 (e)
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para as razdes substrato: indculo de S/1 0,5 (f) e 1,5 (9)

7.3.2 Incremento de CHy

Os resultados de incremento na produgdo de metano para todos os 6 testes realizados, estdo

apresentados na Tabela 7-4.
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Tabela 7-4. Taxa maxima de producao de metano, % de aumento na producédo de metano

para os ensaios realizados e BMP (em negrito, detacam-se as condi¢cdes que apresentaram

as maiores % de aumento de metano em relag&o ao controle).

Condicao (elemento traco em

Taxa maxima de

Incremento na

Incremenrto no

Teste S separado ou em combinacio, producio de CH, P rodugz:o de CH, rendlmfe nto de CHy
em mg/L) (NmL/gSV/dia) (%) em relacao ao controle
(NmL/gSV)

1 0,5 A: FeCl; [5,0 mg/L] 18,53 34,13% 48,10

1 0,5 B: FeCl; [25 mg/L] 17,11 23,8% 31,26

1 0,5 C: FeCl; [250,0 mg/L] 16,01 15,8% 33,02

1 0,5 D: FeCl; [2500,0 mg/L] 1,15 Nao houve 6,20

1 0,5 E: Controle (S/10,5) 13,82 - 31,20

2 0,5 A: CoCl, [1,0 mg/L] 19,48 15,7% 40,25

2 0,5 B: CoCl, [5,0 mg/L] 18,5 9,9% 39,14

2 0,5 C: CoCl, [10,0 mg/L] 17,38 3,.2% 38,53

2 0,5 D: Frasco-controle (S/10,5) 16,84 - 38,57

3 0,5 A: (NH,) 6Mo [50,0 mg/L] 48,9 26,35% 9,25

3 0,5 B: (NH,) 6Mo [15,0 mg/L] 44,85 15,9% 13,88

3 0,5 C: (NH,) 6Mo [5,0 mg/L] 39,3 1,55 28,77

3 0,5 D: (NH,) 6Mo [0,5 mg/L] 43,0 11,1% 27,82

3 0,5 E: Frasco-controle (S/I 0,5) 38,7 - 26,90

4 0,5 A:NiCl, [0,25 mg/L] 18,31 1,2% 40,35

4 0,5 B: NiCl, [0,5 mg/L] 20,49 6,85% 42,57

4 0,5 C: NiCl;[1,0 mg/L] 24,68 16,3% 46,33

4 0,5 D: NiCl, [5,0 mg/L] 23,82 8,8% 43,35

4 0,5 E: Frasco- controle (S/10,5) 19,41 - 39,84

5 0,5 A:CoCl,[ 1mg/L]+FeCl;[5mg/L]+ 32,07 4,8 58,71
NiCl, [0,5 mg/L]

5 0,5 B:CoCl,[10mg/L]+FeCl;[50mg/L 31,87 4,2 61,55
JHNiCl, [0,5 mg/L]

5 0,5 C:CoCl,[1mg/L]+FeCl;[50mg/L 40,39 32,0 63,70
]+NiCl, [5 mg/L]

5 0,5 D: CoCl, [10 mg/L]+ FeCl; [5 37,47 22,5 61,60
mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]

5 0,5 E:Frasco-controle (S/I 0,5) 30,58 - 56,56

6 1,5 A:CoCl[1mg/L]+FeCl;[5mg/L] 50,22 64,1% 62,64
+NiCl, [0,5 mg/L]

6 1,5 B:CoCl,[10mg/L]+FeCl;[50mg/L 32,90 7,5% 50,60
J#NiCl, [0,5 mg/L]

6 1,5 C:CoCl,[ Img/L]+FeCl5[50mg/L] 37,44 22,35 49,75
+NiCl, [5 mg/L]

6 1,5 D: CoCl, [10 mg/L]+ FeCl;y [5 35,40 15,6% 59,67
mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]

6 1,5 E: Frasco-controle (S/I 1,5) 30,60 - 50,15

7 0,5 A:(NH,)6Mo[0,5 mg/L]+FeCl; 31,07 2% 21,48
[5,0 mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]

7 0,5 B: (NH4)6Mo[5,0 mg/L]+FeCl; 28,69 Nao houve 21,50
[50,0 mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]

7 0,5 C: (NH4)6Mo[0,5 mg/L]+FeCls 30,26 Néo houve 21,21
[50,0 mg/L]+NiCl, [5,0 mg/L]

7 0,5 D: (NH4)6Mo[5,0 mg/L]+FeCl; 31,46 3,28% 20,93

[5,0 mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]
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7 0,5 E: Frasco-controle (S/I 0,5) 30,46 - 20,6

8 1,5 A: (NH4)6Mo[0,5 mg/L]+FeCls 30,69 61,18% 44,99
[5,0 mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]

8 1,5 B: (NH4)6Mo[5,0 mg/L]+FeCl; 32,35 69,90% 48,25
[50,0 mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]

8 1,5 C: (NH4)6Mo[0,5 mg/L]+FeCl; 28,81 51,31% 49,30
[50,0 mg/L]+NiCl, [5,0 mg/L]

8 1,5 D: (NH4)6Mo[5,0 mg/L]+FeCl; 32,23 69,27% 54,80
[5,0 mg/L]+NiCl, [0,5 mg/L]

8 1,5 E: Frasco-controle (S/I 1,5) 19,04 - 34,01

A partir da Tabela 7-4 pode-se observar que os maiores valores de incremento na producgdo de
metano (em %) foram obtidos para os testes 1 (adi¢do de cloreto férrico em separado na
menor concentracdo avaliada: [5,0mg/L] e 5 (adicdo dos elementos traco na combinacdo
C:CoCl, [Img/L] + FeCl3[50 mg/L] + NiCl, [5 mg/L], nas maiores concentragdes de ferro e
niquel), ambos com relacdo S/I de 0,5, evidenciando o efeito benéfico da adicdo dos
elementos traco para a comunidade microbiana e, consequentemente resultando em maior
producao de metano na DA a partir do residuo alimentar. Nao obstante, para o teste 6, razao
S/I de 1,5, o maior incremento e taxa de producao de metano foi observado na combinagdo A
(CoCl,[1,0 mg/L] + FeCls [Smg/L] + NiCl, [0,5 mg/L]), sugerindo que para maiores razdes
de S/I, a adi¢do dos elementos traco tiveram efeito positivo nas menores concentragdes

testadas.

Comparando os testes 5 e 6, que diferiram na razao S/I (0,5 e 1,5), com adi¢cdo de cobalto,
ferro e niquel, verificou-se que as semelhantes combinagdes de elementos traco foram
benéficas na produgdo de metano, sugerindo que houve um requerimento dos micro-

organismos pelos elementos, ‘capturados’ como cofatores enzimaticos.

Com relacao aos testes 7 ¢ 8, onde foram adicionados a combinag¢dao dos elementos trago
molibdénio, ferro e niquel em diferentes concentragdes (diferindo dos testes 5 e 6 pela
substituicdo do Cobalto), verificou-se que a adicdo dos elementos trago nas diferentes
concentragdes para a razdo S/I de 0,5 teve efeito marginal com baixissima producdo de
metano, cerca de 2 e 3,2% de incremento na producdo de metano para a combinagdo A e D,
respectivamente, € a maior taxa maxima de producdo de metano de 31,46 NmL/gSV/dia
comparado com o controle com 30,46 NmL/gSV/dia, conforme Tabela 7-4. Entretanto, os
testes 7-A e 7-D (S/I 0,5) apresentaram as maiores taxas de producdao de metano com 31,07%
e 31,46%, respectivamente. Nao obstante, a adi¢do desses metais no teste 8, quando foi
testada a razdo S/I de 1,5, resultou em efeito consideravelmente positivo, superior aos testes

anteriores. Houve um incremento na producdo de metano para as combinacdes 8-B e 8-D,
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com 69,90% e 69,27%, respectivamente. A taxa méaxima de producdo de metano, também
teve os maiores resultados nos testes B e D, corroborando com o incremento de metano

produzido.

Quando se compara os testes 6 (Co, Fe e Ni) e 8 (Mo, Fe e Ni), que diferiram entre si pela
substitui¢ao do cobalto pelo molibdénio, verificou-se que as mesmas concentracdes de Fe e
Ni (combinacdoes A e A dos testes 6 e 8), o maior incremento na producao de metano foi
encontrado no teste 8-D com 69,27% e taxa maxima de produgdo de metano de 32,23
NmL/gSV/dia; seguido do teste 6-A com 64,1% de incremento na producdo de metano e
50,22 NmL/gSV/dia de taxa maxima; seguido ainda do teste 8-A com incremento na
producdo de metano de 61,18%, e taxa méaxima de 30,69 NmL/gSV/dia. No teste 6-D, o
incremento na produgdo de metano foi significativamente menor (15,6%), quando
comparardo com o teste 6-A (64,1%), e taxa de produgdo de metano de 35,4 NmL/gSV/dia.
Esses resultados indicam que a adi¢do de molibdénio em todos os testes (8-A, B, C e D), teve
efeito consideravelmente maior e favoravel comparado com o cobalto, conforme observado
com os valores no incremento de rendimento de metano e das taxas maximas de produgao de

metano, e esses comparados com seus respectivos testes controles (Tabela 7-4).

Comparando a adicdo dos elementos trago em separado, verificou-se que a adicao de ferro e
de niquel dos testes que tiveram os maiores incrementos no rendimento de metano foram os
que obitiveram as maiores taxas de produc¢do de metano, a partir do residuo alimentar (teste
1A, com 48,10 NmL/gSV de rendimento e incremento de 34,13% e teste 4C, com 46,33
NmL/gSV de rendimento e incremento de metano de 16,3% (Tabela 7-4).

Os elementos traco ferro, cobalto, niquel e molibdénio tém sido estudados por véarios
pesquisadores, porque podem alcancar efeitos favordveis de estabilizacdo na DA com
tratamento de varios tipos de residuos organicos, tais como: residuo alimentar (ZHANG et al.,

2015), palha de milho (KHATRI et al., 2015), palha de trigo (SCHMIDT et al., 2014).

No trabalho de Banks ef al. (2012), os autores também utilizaram combinagdo de ferro [5,0
mg/L], cobalto [1,0 mg/L], niquel [1,0 mg/L], selénio [0,2 mg/L], zinco [0,2 mg/L] em teste
com digestdo anaerobia tratando residuo alimentar, e verificaram incremento na produ¢do de
metano de 58%. O teste 6, combinagdao A (tabela 7-4), também foi utilizado concentragdes
semelhantes para ferro e cobalto, divergindo do niquel com menor concentragdo; com o0s
elementos adicionados obteve-se rendimento de metano de 62,64%. Nao se pode confirmar se

a adicdo desses elementos tragco adicionados por Banks et al. (2012) também aumentaria o
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rendimento de metano para o teste 6. Entretanto ¢ conhecido que as vias da metanogénese
dependem da enzima redutase metil-CoM, que depende do cofator F439 contendo niquel (DEY
et al., 2010). Desta forma, muitas hidrogenases possuem um centro com niquel e quando
requeridos pelos micro-organismos sdao biodisponibilizados completando a formacao de

metano (THAUER et al., 2010).

Schmidt et al. (2014) verificaram em dois reatores tratando palha de trigo, que quando
adicionaram niquel [0,7 mg/L] e ferro [100 mg/L] houve acumulo de &cidos organicos,
indicando que a adi¢do desses elementos trago sozinhos ndo foi suficiente para a estabilidade
do processo. Quando houve adicdo da mistura de niquel [0,5-0,7 mg/L], cobalto [2,0-11,0
mg/L], molibdénio [0,7 mg/L] e tungsténio, obteve-se efeito na degradacdo dos dacidos
organicos e, consequentemente, incremento na produ¢do de metano de 60 e 56% em cada
reator. Comparando esses resultados com aqueles obtidos no presente trabalho; no teste 1,
ensaio A com adicao de [5,0 mg/L] de ferro sozinho, obteve-se um incremento no rendimento
de metano de 48,10% (em relacdo ao frasco-controle); e quando adicionado cobalto e niquel
houve aumento no rendimento de metano, conforme os testes 5 (A e D) S/1 0,5, ¢ 6 (A e D)
S/11,5, com 58,71%, 61,60%, 62,64% e 59,67%, respectivamente. No teste SA o aumento no
rendimento de metano ocorreu de forma sutil, com resultado proximo do controle (56,56%).
O ferro participa na estrutura dos citocromos C que sdo proteinas de membrana que estdo
envolvidas na cadeia de transporte de elétrons nos micro-organismos e, portanto, a adigdo
deste elemento traco em pequena concentragdo, aumenta a produ¢dao de metano (MADIGAN

et al., 2016).

Zhang et al. (2015) em sistema tratando residuo alimentar, também adicionaram as mesmas
concentragcdes de cobalto 1,0 mg/L, niquel 5,0 mg/L, com aumento de ferro 100 mg/L,
resultando em um rendimento de 504 mLCH4/gSV, e um incremento de metano de 35,5%.
Essas concentra¢des foram semelhantes ao teste 6, ensaio C (tabela 7-4), com exce¢dao do
ferro que teve uma concentragao menor de 50,0 mg/L. Entretanto, ndo houve incremento no
rendimento de metano em decorréncia do BMP ter sido abaixo do valor do frasco-controle,
além disso as elevadas concentragdes de ferro tiveram efeito inibitdrio para a comunidade
microbiana. Para Schmidt et al. (2014) concentragdes de 100 mg/L de ferro também nao

foram benéficas levando a falhas no processo de DA.

Moested et al. (2015) em sistema tratando a fracdo organica de residuo solido urbano,

adicionaram uma concentragdo mais baixa de cobalto de 0,5 mg/L e a mesma concentragao
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para o niquel com 0,5 mg/L, a mesma que foi utilizada neste trabalho, e para o ferro a
concentragdo adicionada foi superior com 400 mg/L e o incremento de metano variou de 8 a
35%. Quando Karlsson e colaboradores (2012) em sistema tratando alimento industrial,
adicionaram concentragdes mais reduzidas de 0,5 mg/L de cobalto, 0,5 mg/L de ferro e 0,25
mg/L de niquel obtiveram um incremento de metano de 64 e 67%, em dois sistemas de
tratamento anaerobio com a fragdo organica de residuo solido urbano. Cai et al. (2017)
também adicionaram baixas concentracdes de elementos traco, a exemplo, de Co [0,013
mg/L], no qual era considerada elevada para a fermentacao da palha de arroz, ocasionando
efeito inibitorio. Evranos e Demirel (2015) quando adicionaram concentragdo de 0,1 mg/L de
niquel tiveram um incremento no rendimento de metano de 27% em reator tratando silagem
de milho. Isso indica que a adicdo das menores concentragdes de elementos trago foi
favoravel para o incremento no rendimento de metano, e quando se adicionou concentragdes
mais elevadas, ocorreu efeito inibitorio da comunidade microbiana (e consequentemente, nao

houve aumento na produgdo de metano e as vezes inibicao).

A adicdo de elementos tragos para a estabilidade de sistemas de DA, bem como as
concentragdes ideais requeridas, estdo intrinsicamente, relacionadas a biodisponibilidade dos
metais que depende da sua especificacdo quimica. No presente estudo, constatou-se que
mesmo nas menores concentracdes adicionadas de elementos trago, ndo houve problema de
biodisponibilidade do metal, talvez porque o frasco-reator era pequeno e de mistura completa
com agitagdo. Entdo, no presente estudo os elementos metdlicos adicionados estavam
disponiveis, e provavelmente foram consumidos pelos micro-organismos resultando no
incremento de metano observado. A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que a
adigdo de ferro (5.0mg/L), e niquel (1.0mg/L) em separado e a adi¢do da combinagdo (Co, Fe,
e Ni, nas concentragdes 1,0; 5,0; e 0,5 mg/L, respectivamente) foram benéficas para produzir

incremento no BMP a partir do residuo alimentar.

7.3.3 Composicdo e Diversidade da Comunidade Microbiana Determinado por

Sequenciamento Massivo

A partir dos resultados de producao de metano com a adi¢do dos elementos traco, escolheu-se
as amostras dos testes 5 e 6 (com cobalto, ferro, niquel e molibdénio) para realizar a
investigacdo da comunidade microbiana usando sequenciamento de nova geracdo na

plataforma Ion Torrent.
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Diversidade Microbiana

O sequenciamento na plataforma IonTorrent gerou 884,706 reads por amostra, com uma baixa
redugdo para ~ 848,883 reads, com tamanho médio das sequéncias de 200 pb apos o processo
de limpeza, com remocao de quimeras. Na tabela 7-5 apresentam-se os indices de Shannon-H,
Simpson’s, dominancia, o nimero de sequéncias e OTU’s de cada amostra (controles e

ensaios com combinagdes de elementos trago S/10,5 e 1,5).

Tabela 7-5. indices de diversidade e riqueza e nimero de OTU'’s identificadas em cada

Nimero de Numerode Shannon- Simpson’s Dominincia Chaol

Testes/Amostra OTUs reads H (1-D) D)

5-Controle S/10,5 2182 52518 5,859 0,9905 0,009 2724
5-A:S/10,5 2104 57107 5,775 0,9895 0,010 2476
5-B: S/10,5 2274 62804 5,850 0,9900 0,010 2785
5-C: S/10,5 2376 70317 5,936 0,9915 0,008 2821
5-D: S/10,5 2291 71136 5,866 0,9901 0,009 2699

6-Controle S/1 1,5 2282 61273 5,863 0,9914 0,008 2795
6-A: S/11,5 2776 150547 5,924 0,9893 0,010 3104
6-B: S/11,5 2521 92607 5,848 0,9904 0,009 2974
6-C: S/1'1,5 2475 73346 5,977 0,9920 0,007 2865
6-D: S/11,5 2438 73638 5,902 0,9907 0,009 2862

amostra pela analise lonTorrent

Nota: Teste °5(S/I = 0,5 e % (S/I =1,5). As concentragdes dos elementos trago foram (em mg/L): A:
CoCl[1]+FeCl5[5]+NiCl, [0,5], B: CoCl[10]+FeCl5[50]+NiCl, [0,5], C: CoCly[1]+FeCl;[50]+NiCl, [5] e D:
CoCl,[10]+FeCl; [S5]+NiCl, [0,5]. Controle: amostra coletadas dos frascos sem adig¢@o de elemtnos trago.

O indice de Simpson’s no geral indicou baixa variacdo de uma amostra para outra, assimo
como o indice de Shannon no teste 5 (controle, B e C) foram quase semelhantes. Na pratica,
quanto maior o valor do indice de Shannon, maior a diversidade da amostra. Magurran (1988)
assume para o indice de Shannon valores que situam entre 1,5 e 3,5, que raramente
ultrapassam o valor de 4,5, indicando que as amostras possuem ampla diversidade. O niimero
de reads (abundancia) e de OTU’s (riqueza) variaram das amostras dos controles para os
testes com adi¢do de metais com aumento, tanto para a S/I 0,5, quanto 1,5. Isto sugere que a
adicao de elementos trago influenciou no desenvolvimento da comunidade microbiana (e
favoreceu no aumento da riqueza). Para as amostras do teste 5, S/I 0,5, amostras 5A e 5B
apresentaram valores de dominancia semelhantes. No teste 6, S/I 1,5, houve semelhanga na

dominancia entre as amostras.

O indice de similaridade PCoA de Bray-Curtis em suas duas principais coordenadas

(coordinate 1 e coordinate 2) revelou diferengas na diversidade da comunidade microbiana
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das amostras investigadas (Figura 7-4). Para as amostras do teste 5 (S/I 0,5), essas estiveram
préoximas, entretanto o controle (sem adicdo de elementos trago) diferenciou-se das amostras

com adi¢do de elementos trago.

Quando houve aumento da relacdo substrato/inéculo para 1,5, (teste 6) diferencas na
diversidade da comunidade microbiana foram nitidas, nas distintas amostras com diferentes
concentracdes de elementos traco, no qual a amostra do teste 6-A ¢ diferente de todas as
amostras, 6-A e 6-D diferem das outras amostras (6-controle, 6-B ¢ 6-C). Em suma, a adi¢ao
de elementos traco no teste 6 com razdo S/I de 1,5 alterou na diversidade e composicao da
comunidade microbiana, uma vez que as amostras se diferenciaram entre si (conforme Figura

7.4).

PLoA

5115

»
C
-

.
Controle e Controle

Figura 7-4. Andlise das Coordenadas Principais (PCoA) da diversidade microbiana. As duas
principais coordenadas (PCoA, coordinate 1 e coordinate 2) do indice de similaridade de
Bray-Curtis plotados de cada amostra. Terceiro e quarto quadrantes estdo dispostos os

ensaios 6-controle (controle), 6-A (A), 6-B (B), 6-C (C) e 6-D (D) com razao S/l de 1,5; assim

também foram dispostos no primeiro e segundo quadrante os ensaios 5-controle (controle),
5-A (A), 5-B (B), 5-C (C) e 5-D (D) com razao S/l de 0,5.

Composicdao da Comunidade Microbiana

A maior parte dos estudos com adicdo de elementos traco investigaram o efeito de diferentes
concentragdes € combinacdes na producao de metano, com raro enfoque sobre a comunidade
microbiana. Neste estudo, investigou-se o efeito da adicdo de diferentes concentragdes de
cobalto, ferro e niquel, e da razdo substrato:indculo (0,5 e 1,5), sobre a comunidade

microbiana de bactérias e arqueias.
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A andlise de sequenciamento revelou a presenca de nove filos com abundancia relativa >
1,0% para as razdes S/1 0,5 e 1,5 em pelo menos uma das amostras. Os outros filos (26), com
abundancia relativa < 1.0% foram agrupados como (‘outros’) (Figura 7-5). Os principais filos
detectados para a razdo S/I 0,5 (teste 5) em ordem decrescente foram Chloroflexi (29-33%),
Euryarchaeota (25-30%), Firmicutes (14-16%) e Bacteriodetes (10-13%). Juntos estes quatro
filos contribuiram com aproximadamente 86% da diversidade microbiana observada em todas
as amostras. Enquanto para a razdo S/I 1,5 (teste 6) os principais filos encontrados em ordem
decrescente foram Proteobacteria (9-36%), Euryarchaeota (17-38%), Chloroflexi (25%) e
Firmicutes (15%). Juntos os quatro filos contribuiram com 96% de diversidade microbiana
observada em todas as amostras. No ensaio 5, com razdo S/I 0,5, os resultados do
sequenciamento mostraram que nao houve alteracdes da composicdo da comunidade
microbiana em nivel de filo de uma amostra para outra, indicando que a adi¢ao dos elementos
traco ndo alterou a comunidade. Entretanto, para o ensaio 6 (razao S/I 1,5), verificou-se
mudangas na composi¢do da comunidade microbiana em fun¢do da adi¢do dos elementos
traco, sobretudo na abundancia relativa dos filos Proteobacteria e Euryarchaeota (Figura 7-

5).

Em Choroflexi, a classe Anaerolineae, a ordem Anaerolineales era abundante em todas as
amostras. Entretanto nas amostras do teste 6 (S/I 1,5) houve diminui¢do na proporc¢ao, quando
comparado com o teste 5 (S/I 0,5). Esses micro-organismos sdo constituidos por bactérias
anaerdbias, mesofilicas ou moderamente termofilicos, filamentosos, quimiorganotroficos
(utilizam carboidratos, aminoacidos ou peptideos). Algumas crescem somente, quando estao
em sintrofia com outros micro-organismos. Normalmente, descrecem com aumento de carga
organica (NARIHIRO et al., 2008), onforme observado. O principal género Bellilinea teve
aumento no teste 6-D (S/I 1,5), enquanto Syntrophace reduziram, ambas bactérias sintroficas
(figura 7-6). Bellilinea sao degradadoras de acidos organicos que atuam em sintrofia com
arqueias metanogénicas do género Methanosaeta. Provalmente, atuaram em sinergia com

sintrofia no teste 6 (YAMADA et al., 2015).
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Figura 7-5. Composi¢cao da comunidade microbiana em nivel de filo. OTUs com abundancia

relativa < 1% em cada amostra foram incluidas no grupo ‘Outros’. (a) Ensaio 5 (razdo

S/10,5), e (b) ensaio 6 (razao S/l 1,5). Para todos os ensaios 5 e 6, as letras representam as
combinagbes dos elementos tragos. A: Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]; B: Co
[10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]; C: Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L] e Ni [5,0 mg/L];
D: Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]. Os controles continham inéculo e substrato

(sem adi¢ao de elemento-trago).

Dentro do Filo Firmicutes, a ordem Clostridiales (familia Clostridiaceae) ¢ bastante

diversificada, com bactérias capazes de degradar proteinas, lipideos e carboidratos complexos,
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sao frequentemente encontradas em reatores anaeroébios (SUNDBERG et al., 2013; ZHANG e
ANGELIDAKI et al., 2014). O género Clostridium ¢ composto por bactérias que tém uma
demanda maior por ferro, no qual sdo requeridos pelo citocromo ¢ na respiragdo celular (De
VOS et al., 2009). Para os ensaios 5 (S/10,5) e 6 (S/1 1,5), a adi¢ao de elementos traco (ferro)
nao alterou a abundancia de Clostridium, pois os valores ficaram proximos do frasco-controle.
Esses micro-organismos sdo responsaveis pela fermentacdo e produgdo de alcool e acidos
organicos, como acetato e butirato (DWORKIN, 2006). O género Sporomusa (ordem
Clostridiales, familia Veillonellaceae) era presente em todas as amostras com baixa
ambudancia relativa em S/I 0,5, presentes também na situagdo S/I 1,5 com abundancia
relativa < 1,0%. Esses micro-organismos utilizam a rota acetil-CoA como aceptores de
elétrons para a conservacdo de energia. A oxidagdo de uma variedade de substratos ¢

canalizada para a sintese redutora de acetato e CO,.

Para os ensaios 6 (S/I 1,5) surgiram dois diferentes grupos Burkholderiales
(Comamonadaceae, Comamonas), e Pseudomonadales. A ordem Burkholderiales apresentou
aumento em sua abundancia relativa nos ensaios 6-B e 6-C, quando foi adicionada a maior
concentragdo de Fe [50,0 mg/L], em relagdo a abundancia relativa encontrada nos testes 6-A e
6-D quando a menor concentragdo de Fe [5,0 mg/L] foi adicionada (figura 7-6 (b)). A ordem
Burkholderiales ¢ bastante diversificada (alguns membros sdo bactérias capazes de realizar a
desnitrificacdo), com micro-organismos anaerobios facultativos, quimiolototréficos, doadores

de elétrons de ferro (BRENNER et al., 2004).

A ordem Pseudomonadales apresentou grande aumento de abundéncia relativa no ensaio 6-D
quando foi adicionado maior concentragdo de Co [10,0 mg/L], e diminui¢do nos ensaios 6-A e
6-C quando adicionada menor a concentracao de Co [1,0 mg/L] (Figura 7-6 (b)). Esses micro-
organismos sao quimioorganotrofico aerdbios, varios micro-organismos possuem requisitos
complexos como fator de crescimento, enquanto outros crescem em meio definido simples

contendo uma unica fonte de carbono como energia.

Para os testes com razao S/I 1,5 (teste 6), houve predominancia de Comamonadaceae, € este
grupo aumentou em abundancia no ensaio 6-B quando adicionada a maior concentragdao de
ferro [50,0 mg/L]; e reducdo da abundancia nos testes 6-A e 6-D que receberam as menores
dosagens de Fe [5,0 mg/L] (figura 7-7 (d)). Comamonadaceae sao comumente encontradas

em sistemas de tratamentode esgoto, possuem micro-organismos desnitrificantes. O principal
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género, Comamonas cresce bem quando contém acidos organicos, aminoacidos ou peptonas

presentes no ambiente, pouco carboidrato ¢ usado (BRENER et al., 2004).

Alcaligenaceae teve um aumento nos testes 6-B e 6-C com a maior concentra¢ao de Fe [50,0
mg/L], e diminui¢do no teste 6-A com redug¢do de Fe [5,0 mg/L] (figura 7-7 (d)).
Pseudomonadales também teve aumento no teste 6-D com aumento de Co [10,0 mg/L], e
diminui¢do nos testes 6-A e 6-C quando reduziu Co [1,0 mg/L] (Figura 7-6 (b)). Esses micro-
organismos também contém desnitrificantes e degradadoras de diferentes compostos
organicos, e Alcaligineaceae que esta dentro da ordem Burkholderiales tem varias que sao
desnitrificantes e degradadoras de compostos organicos como fenol e outros hidrocarbonetos
aromaticos. Esses micro-organismos podem utilizar o nitrato ou o nitrito como alternativa de
aceptores de elétrons para o crescimento, quando ocorre anaerobiose (BRENNER et al,

2004).

Comparando os testes 5 e 6, com diferentes razoes de S/I 0,5 e de 1,5, verificou-se que os
grupos Desulfovibrionaceae ¢ Syntrophobacterales predominaram no teste 5 (S/I 0,5),
enquanto foram detectadas em baixa abundancia relativa, ou ndo foram detectadas (no caso de
Syntrophobacterales, familia Syntrophaceae) no teste 6 (S/I 1,5) (figura 7-7 (c) e (d));
sugerindo que quando se tem menor propor¢do de substrato em relacdo ao inoculo, as
bactérias sintroficas sdo importantes e dominantes na digestdo anaerdbia. J4 na maior razao
substrato/indculo testada (S/I 1,5), as bactérias sintroficas foram detectadas em baixa
propor¢do. Nesta condicdo (S/I 1,5), as ordens predominantes foram Burkholderiales e
Pseudomonadales. Isso provavelmente deve estar relacionado as diferentes cargas organicas
aplicadas (razao S/I), uma vez que foram utilizadas as mesmas combinagdes € concentragdes

dos elementos tragos nos testes 5 e 6 (Figura 7-6 (b)).
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Figura 7-6. Composigao da comunidade microbiana em nivel de ordem. OTUs com
abundancia relativa < 1% em cada amostra foram incluidas no grupo ‘Outros’. Ensaio 5
(razao S/10,5), e ensaio 6 (razdo S/ 1,5). Para todos os ensaios 5 (a) e 6 (b), as letras
representam as combinagdes dos elementos tragos. A: Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5
mg/L]; B: Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]; C: Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L] e
Ni [5,0 mg/L]; D: Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]. Os controles continham
in6culo e substrato (sem adicdo de elemento-traco).
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Figura 7-7. Composigao da comunidade microbiana em nivel de ordem (a e b) e familia (c e
d) dentro de Proteobacteria. OTUs com abundancia relativa < 1% em cada amostra foram
incluidas no grupo ‘Outros’. Teste 5 (razdo S/10,5), e teste 6 (razdo S/l 1,5). Para todos os

testes 5 e 6, as letras representam as combinag¢des dos elementos tragos. A: Co [1,0 mg/L],
Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]; B: Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]; C: Co [1,0
mg/L], Fe [50,0 mg/L] e Ni [5,0 mg/L]; D: Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]. Os

controles continham inoculo e substrato (sem adi¢cao de elemento-traco).

Composicdo das Arqueias Metanogénicas

O filo Euryarchaeota foi o segundo maior em abundancia relativa com variagdo de 25 a 30%.
Em termos de familia, a comunidade de arqueias metanogénicas foi representada em todas as
amostras do teste 5 (S/10,5) e 6 (S/I 1,5). A distribuicao de sequéncias ¢ mostrada na figura 7-
8. Seis familias foram detectadas com abundancia relativa > 1,0% nos testes S/I 0,5, taxons
com abundancia relativa < 1,0% foram agrupados em ‘outros’. Methanosaeta,
Methanospirillaceae e Methanobacteriaceae foram as metanogénicas dominantes para S/I
0,5. Entretanto, ndo houve elevadas alteracdes de um teste para o outro, com excegao das
amostras 5-B e 5-D que teve aumento de Methanosaeta ¢ de Methanospirillaceae, quando

adicionada idénticas concentragdes de Co [10,0 mg/L] e de Ni [0,5 mg/L] na condi¢ao S/10,5.

Seis familias foram observadas com abundéancia relativa > 1,0% nos testes S/I 1,5, taxons com
abundancia relativa < 1,0% foram agrupados em ‘outros’. Methanosaeta, Methanospirillaceae
e Methanobacteriaceae foram as metanogénicas dominantes semelhantes a S/I 0,5, entretanto,
com variagdes de propor¢do na abundancia relativa entre os testes. A exemplo dos testes 6-A,
6-C e 6-D que tiveram aumento na abundancia relativa (%). Methanospirillaceae aumentou
nos testes 6-A e 6-D quando teve as mesmas concentracdes de Fe [5,0 mg/L e Ni [0,5 mg/L]
na condi¢do S/I 1,5. As menores concentracdes de elementos traco Co [1,0 mg/L], Fe [5,0
mg/L] e Ni [0,5 mg/L] favoreceram Methanosaeta e Methanospirillaceae (figura 7-8). Neste
teste, nao houve produgdo de butirato, favorecendo no desenvolvimento de Methanosaeta.
Entretanto, houve propionato (2,7 mg/L) e acetato (2,3 mg/L) em baixas concentracdes.
Methanosaeta se desenvolve em baixas concentragcdes de acetato de 5 uM (em torno de 5
mg/L), enquanto Methanosarcina requerem pelo menos 1 mM de acetato para crescimento
(JETTEN et al.,, 1992). A dominancia de Methanosaeta ¢ indicativo de estabilidade em
sistemas anaerobios, onde as concentragdes de acetato sdo estritamente baixas. Assim, como
as atividades das metanogénicas hidrogenotroficas (Methanospirillum) sdo cruciais para a
estabilidade e eficiente desempenho do processo com uso do H, CO, e formiato como

substrato para o crescimento.
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Methanospirillaceae foi inibida com Fe [50,0 mg/L], conforme ensaios 6-B e 6-C, quando a
concentragdo de ferro adicionada foi reduzida para [5,0 mg/L]. Methanospirillaceae
apresentou aumento na abundancia relativa nos ensaios 6-A e 6-D quando comparado ao

frasco-controle (figura 7-8).

Cai et al. (2017), tratando palha de arroz em reatores com volume de trabalho de 200 mL,
com relagao S/I de 1,5 verificaram a predominancia de Methanosaeta ¢ Methanobacterium,
enquanto neste estudo (degradagdo anaerébia de residuo alimentar) predominou
Methanosaeta ¢ Methanospirillum. No trabalho de Cai et al. (2017) a adigdo de elementos
traco em separado alterou a composi¢do de arqueias, principalmente, na propor¢do de
Methanosaeta com baixa concentragdo de Fe [0,5 mg/L], Mo [10 mg/L] e Ni [50 mg/L], com

aumento de 8,51%, 10,9% e 4,9% de abundancia relativa, respectivamente.

Quando Cai e colaboradores adicionaram Ni [0,05 mg/L] em separado, observou-se 43,8% de
abundancia relativa de Methanosaeta e 12,3% de Methanobacterium, diferente deste estudo
quando adicionou combinagdes em que a concentracdo de niquel era de [0,5 mg/L] a
abundancia relativa de Metanosaeta variou de 11,8 a 21,8% e Methanobacterium teve uma
média de 2,0 %. Houve mudancas na abundancia relativa de Methanobacterium com Ni [50
mg/L] teve 3,2% e quando reduziu as concentragdes de Ni [0,05 mg/L] teve aumento para

12,3%, indicando que esta metanogénica € mais sensivel a este elemento.

Neste estudo, a adi¢do dos elementos traco favoreceu no crescimento ¢ no aumento da
abundancia das metanogénicas acetocldsticas e hidrogenotroficas, que consequentemente,
foram as responsaveis pelo consumo dos acidos organicos (acetato) e do H,, aumentando na
degradacao do proionato e do butirato. Os acidos organicos nos ensaios 6-B e 6-C
permaneceram semelhantes para acetato, propionato e butirato. Nos ensaios 6-A e 6-D as
concentragdes de acetato foram semelhantes, entretanto em 6-A nao foi detectado butirato, e
em 6-D nao foi detectado propionato. A baixa concentragdo de acetato detectada nos ensaios 6
corrobora com a alta propor¢ao de metanogénicas acetoclasticas detectadas via lon torrente,
ou seja, ndo houve acumulo de 4cidos nos frascos, por isso as concentragdes foram baixas

(tabela 7-6).

Zhang et al. (2015) reportaram que a suplementa¢do de Co [5,0 mg/L], Fe [100 mg/L], Ni [5
mg/L] e Mo [5 mg/L] resultou em uma producao de 504 mLCH4/gSV. Enquanto neste estudo,
as menores concentragdes de Co [1 mg/L], Fe [5 mg/L] e Ni [0,5 mg/L] apresentou a

producao de 605,25 NmLCH4/g SV de conversao da matéria organica. A suplementacao de
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elementos trago teve efeitos positivos na na produgdo de metano, quando se utilizou maior

razdo S/I 1,5 e a adicdo de elementos trago, também resultou em maior abundancia relativa

das metanogénicas detectadas.
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Figura 7-8. Composigcao taxondmica de arqueias metanogénicas em nivel de familia dos
ensaios (e) 5 (S/1 0,5) e (f) 6 (S/1 1,5) conforme resultados do sequenciamento lonTorrent.
As letras representam as combinagdes dos elementos tragos. A: Co [1,0 mg/L], Fe [5,0
mg/L] e Ni [0,5 mg/L]; B: Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]; C: Co [1,0 mg/L], Fe
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[50,0 mg/L] e Ni [5,0 mg/L]; D: Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L]. Os controles
continham inéculo e substrato (sem adicdo de elemento-traco).
Todas as vias da metanogénese da enzima metil-CoM redutase, dependem do niquel com o
cofator Fu30 (Tabela 7-7) (DEY et al., 2010). Da mesma forma, muitas hidrogenases possuem
um centro ferro-niquel acoplado (THAUER et al., 2010). Entretanto, as exigéncias por
elementos traco na metanogénese hidrogenotrofica ¢ bem diferente daquela requerida, quando
a via metanogénica acetoclastica ¢ predominante. Rotas acetoclasticas e metilotréfica contem
corrindide de proteina ferro-enxofre e requer cobalto (SVETLICHANAIA et al., 2006). Neste
caso, Co, Fe e Ni sdo essenciais na formagdo da enzima CO desidrogenase, Acetil-CoA
descarbonilase, metil-HSPT:HS-CoM methyltransferase, methyl-CoM redutase e outras
enzimas (KIDA et al., 2001). Acetato quinase requer de magnésio, mas pode ser substituido
por cobalto, manganés ou calcio e o complexo acetil CoA de cobalto e niquel (JABLONSKI
et al, 1993; MILES et al., 2001). Os metanogénicos hidrogenotréficos sdo capazes de
substituir as hidrogenases FeNi por hidrogenases de Fe, livres de niquel, unicas para os
metanogénicos. Essa diversa demanda pode explicar a dependéncia da metanogénese por

elementos traco.

Tabela 7-6. Elementos trago e enzimas

Elementos
Enzima Traco Processo Referéncias

Formiato dehidrogenase Fe, Se, W Acetogénese Ljungdahl (1986)
Monéxido Carbono dehidrogenase Fe, Ni, Zn Acetogénese Ljungdahl (1986)
Hidrogenase Fe, Ni Acetogénese e metanogénese Shima et al. (2002)

Formil metanofurano dehidrogenase Fe, Mo, W Metanogénese hidrogenotréfica ~ Vorholt ez al. (1996)
metil-H4MPT:CoM metiltransferase Co Metanogénese hidrogenotrofica Kida et al. (2001)

Metanogénese

Tetrahidromethanopterina-S-metilltransferase Co hidrongenotréfica Lienard et al. (1996)

Acetato quinase Co, Mg, Ca Metanogénese acetoclastica Miles et al. (2001)
Acetil-CoA decarbonylase/synthase complex Co e Ni Metanogénese acetoclatica Jablonski et al. (1993)

Metil-CoM redutase Ni Metanogénese Dey et al. (2010)

Composicdo Microbiana dos Ensaios 5 (razdo S/I 0,5) e 6 (S/ 1,5) e sua Relacdo com a

Adicdo dos Elementos Traco

A andlise de sequenciamento revelou que o aumento de carga organica (S/I 1,5) teve diferenca
na influéncia dos elementos trago sob a comunidade microbiana tratando o residuo alimentar
(tabela 7-8) Chloroflexi, Proteobacteria e Euryarchaeota eram os filos predominantes,

principalmente em S/I 1,5.
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O filo Deferribacteres (familia Deferribacteriaceae, Deferribacter género) apareceu em todos
os ensaios, principalmente no ensaio 5 com razdo S/I de 0,5 com maior abundancia.
Representantes da familia Deferribacteriaceae que atuam na solubilizagdo do ferro III durante
a fase de crescimento exponencial dos micro-organismos. Estes micro-organismos sao
capazes de reduzir o Fe (IIl) ¢ o Mn (IV), bem como o nitrato ¢ o enxofre. Sdo micro-
organismos gram-negativos, com formas em bastonetes, com flagelo polar e crescem sob
condi¢des anaerdbias pela oxidacdo de uma variedade de compostos complexos e acidos
organicos, na presenca de aceptores de elétrons, mas nao por fermentagdao. Além disso, podem
utilizar o hidrogénio como aceptor de elétrons, CO, como fonte de carbono e 6xido de Fe (III)

como aceptor de elétrons (SLOBODKINA et al., 2009).

As bactérias sintroficas foram diversificadas com dominancia de Syntrophaceae em S/1 0,5 e
Syntrophomonadaceae (géneros Syntrophus e Syntrophomonas) S/10,5 e 1,5. Bellilinea (gen.)
e Longilinea (gen.) foram detectadas em todos os ensaios, a exemplo da grande proporcao de
Bellilinea (gen.) (19 a 26%). Bellilinea e Longilinea sdo bactérias que foram encontradas
juntamente com Methanosaeta (tabela 7-8). Essas bactérias atuam em consorcio microbiano
juntamente com metanogénicas na degradacio de acidos organicos (YAMADA et al., 2007).
Essas bactérias filamentosas crescem em ambiente estritamente anaerébio com pH de 6,0 a
7,5, corroborando com os valores de pH encontrados no final dos ensaios (5 € 6) em torno de
7,5. A adi¢do de elementos traco parece ndo ter sido influéncia sob a abundincia de
Bellilinea, uma vez que esteve presente no indculo e permaneceu durante todos os ensaios S/I
0,5 (5) e 1,5 (6). Ressalta-se que essas bactérias nao utilizam Fe (III), sulfato e nitrato como
aceptores de elétrons, indicando a importancia da atividade de sintrofia entre Bellilinea e
Methanosaeta para manutengdo do equilibrio ambiental e, consequentemente producdo de
metano. Essas bactérias sinalizam elevada composicao de carboidratos no residuo alimentar,

uma vez que o inoculo era coletado de sistema de tratamento de residuo alimentar.

Bactérias sintroficas representadas por Syntrophomonadaceae estavam presentes em todos os
ensaios, atuam juntamente com as metanogénicas hidrogenotréficas (SVETLITSHNYT et al.,
1996; WU et al., 2006). Essas bactérias prevaleceram nos ensaios 5 (S/I 0,5) e 6 (S/1 1,5),
atuando em sintrofia com Methanospirillaceae (Methanospirillum) e Methanobacteriaceae
(Methanobacterium). Esses micro-organismos possuem hidrogenases e formato
dehidrogenases (FDHs), das quais as atividades sdo maiores durante o crescimento sintréfico

e na degradacdo de 4cidos organicos (propionato, butirato) e sintese de propionato. Entretanto,
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a adi¢do de elemetos trago ndo alterou na abundancia relativa de Syntrophomonadaceae e de

Syntrophaceae.

Syntrophomonadaceae atuam na fermentagdo de butirato produzindo acetato ¢ H,. A
degradagio do butirato é viavel somente com baixa pressdo parcial de H, (abaixo de 10 a 107
> atm) (SCHINK, 1997), quando mantido por simbiose junto com as arqueias metanogénicas.
Elevadas concentracdes de acidos orgadnicos como propionato, butirato ou acetato sao
prejudiciais no processo de digestdo anaerobia para formagdo de metano. Esses acidos sao
considerados indicadores de desequilibrio do processo, enfatizando o crucial papel de sinergia

das bactérias sintroficas (AHRING et al., 1995).

A adicdo dos metais impactou positivamente na produ¢do de metano, com aumento
principalmente, para o tratamento com a adi¢do dos metais nas menores concentragdes, testes
5-A e 5D e 6-A e 6-D. No ensaio 5 para razdo S/I 0,5, a propor¢do de metanogénicas
aumentou nos testes 5-A, 5-B e 5-D, em relagdo ao controle, indicando principalmente, que
Methanosaetaceae ¢ Methanospirilaceae foram beneficiadas com a adi¢do de Co [1,0 mg/L] e
Fe [5 mg/L] em ambas razdes S/1 (0,5 e 1,5), e Methanosarcina aumentou com Co [1,0 mg/L]

e Fe [5 mg/L] em S/I 1,5 (tabela 7-8).

Para o ensaio 6 (razdo S/I 1,5) a adicdo dos metais indicou efeito positivo na producdo de
metano, a variacdo da composicdo de arqueias foi evidente nos testes 6-A e 6-D, com
aumento na propor¢do de metanogénicas, quando comparado com o controle. Neste caso
aumentou a propor¢cdo de Methanosaetaceae, Methanospirillaceae, Methanosarcinaceae €

Methanoregulaceae.

Comparando os ensaios 6-A e 6-D que diferiram apenas na concentragdo do cobalto: 1,0 e
10,0 mg/L, respectivamente, pode-se inferir que o Co em maior concentragdo nao foi benéfico
para as metanogénicas reduzindo a propor¢do de Methanosaetaceae e Methanospirillaceae.
Por outro lado, quando se compara os ensaios 6-B com 6-D que diferiram apenas na
concentracdo de Fe, 50 mg/l e 5,0 mg/L, respectivamente, sugere-se que o Fe em maior

concentragdo teve baixa alteragdo, ndo tendo efeito negativo sobre a comunidade.

Quando se compara os testes 6-A com 6-C, que diferiram na concentracdo de Fe e Ni: 5,0 e
0,5 mg/L (teste A) e 50 e 5,0 mg/L (teste C), pode-se inferir que a maior concentracdo de
niquel no teste C teve efeito negativo sobre as metanogénicas Methanosaetaceae €

Methanospirillaceae. Indicando que a comunidade de metanogénicas esteve relacionada com
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a concentracao de Ni, conforme também verificado no trabalho de Cai et al. (2017). Assim,
no trabalho de Cai et al. (2017), a adicdo de elementos tragco alterou a composi¢do da
comunidade de bactérias e de arquéias metanogénicas, mas nao alterou a diversidade. Co e Ni
foram importantes para o aumento da abundancia relativa (%) de metanogénicas. Com relacdo
a comunidade de bactérias, a adicdo de metais teve efeito significativo na alteracao da
composi¢ao da comunidade na condi¢do da maior relagdo alimento/micro-organismo, ensaio 6
S/I 1,5, o mesmo nao se verificou para a condi¢gdo com menor razao (S/I 0,5) ensaio 5. Para o
ensaio 6, os resultados sugerem que a maior concentragdo de Fe adicionada favoreceu
Burkholderiales com aumento na abundancia, e a menor concentragdo de Fe favoreceu
Pseudomonadales. Os resultados também sugerem que a adicdo de niquel ndo teve efeito

sobre a comunidade de bactérias.

Comparando os testes 5-A e 5-B, e 6-A e 6-B, pode-se inferir que em condi¢des de baixa
relacdo alimento/micro-organismo (razdo S/I 0,5) (tabela 7-7), a adi¢do dos metais nao
influenciou na comunidade e respectivamente, na producao de metano. Nao obstante, para
maior relagdo alimento micro-organismo (razdo S/I 1,5), a adi¢do dos metais teve efeito
positivo nas menores concentragdes testadas, e quando as concentragdes de cobalto e ferro
foram aumentadas (teste B), verificou-se o efeito sinérgico negativo desses metais sobre a
comunidade de metanogénicas (Tabela 7.7). As metanogénicas hidrogenotroficas (amostras 5-
C e 5-D), estavam presentes em menor ou igual abundancia, comparado com as
acetoclasticas, indicando que nesta condigdo ambas as vias de produ¢do de metano foram
importantes, conforme observado nataxa maxima de producgao e no rendimento de metano. Ja
no teste 6 (ensaios 6-A e 6-D), verificou-se que a adi¢do dos elementos trago teve efeito
positivo sobre a produ¢do de metano (os maiores valores de rendimento de metano foram para
essas amostras, ver tabela 7.8) alterando a composicdo das metanogénicas e favorecendo a

rota acetoclastica da metanogénese.
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Tabela 7-7. Abundéancia relativa de bactérias e arqueias nas diferentes

concentragdes de elementos trago

S/M10,5 Sn1,5
Taxons Controle 5-A 5-B 5-C 5-D Controle 6-A 6-B 6-C 6-D
Chloroflexi (filo) 33,7 32,5 32,0 32,7 299 26,9 254 23,5 253 27,0
Anaerolineaceae (Familia) 33,6 324 319 32,6 298 26,8 253 234 253 268
Bellilinea (Género) 26,7 259 248 263 2473 20,8 20,7 19,2 20,3 21,7
Longilinea (Género) 31 33 31 29 27 2,9 23 22 23 25
Firmicutes (Filo) (fermentadoras) 14,8 16,9 14,8 14,6 15,5 15,7 132 12,6 13,9 153
Syntrophomonadaceae (Familia) 14 13 13 14 13 2,1 20 22 24 27
Syntrophus (Género) 1,0 06 04 08 08 0,1 0,1 02 02 0,1
Syntrophomonas (Género) 07 0,7 06 07 07 1,4 14 16 17 1.8
Proteobacteria (Filo) 6,4 52 45 55 5.1 25,8 9,4 364 28,7 2273
Desulfovibrionaceae (Familia) 1,2 12 1,0 14 15 3,7 16 1,9 29 27
Bactérias Syntrophaceae (Familia) L5 10 08 13 1.2 0,4 04 03 04 03
Syntrophobacteraceae 05 05 05 06 07 0,1 02 01 0,1 0,1
Burkholderiales (Ordem) 0,7 03 04 05 03 14,7 43 29,6 21,3 89
Comamonadaceae(Familia) 05 01 02 02 02 12,1 2,5 244 11,1 45
Alcaligenaceae(Familia) 0,08 0,08 020 0,14 0,06 2,6 1,7 52 10,1 44
Bacteroidetes (Filo) (hidroliticas) 114 10,6 11,8 13,2 10,2 6,8 76 51 59 73
Phorphyromonadaceae 1,2 1,2 1,2 1,3 1,0 1,7 08 1,1 14 1,1
Synergistetes Filo (degradadora de 37 30 28 30 37 1,7 1,2 09 1,1 1,0
proteina)
Spirochaetes (Filo) 05 09 1,2 1,0 07 0,6 1,0 1,2 06 0,5
Actinobacteria (Filo) 1.8 14 19 18 19 1,1 1,3 1,3 1,3 1,3
Euryarchaeota (Filo) 250 27,2 288 25,5 309 17,9 388 17,4 202 232
Methanosaeta (Género)
(acetoclastica) 13,2 154 15,7 12,2 168 8,0 219 9,0 104 119
Arqueia Methan(?sa.rcina (Género

Metanogénica (acetoclastica) 03 03 03 02 03 0,6 1,2 0,7 1,0 1,4
Methanospirillum (Género)
(hidrogenotrofica) 6,6 76 88 75 10,0 2,4 9,0 23 26 41
Methanobacterium (Género)
(hidrogenotroéfica) 29 25 27 34 24 2.4 1,8 2,1 25 20

Nota: Teste °5(S/T = 0,5) e %6 (S/I =1,5). As concentragdes dos elementos trago foram (em mg/L): A: CoCL[1]+FeCL[5]+NiCl, [0,5], B:
CoCly[10]+FeCl5[50]+NiCl, [0,5], C: CoCl,[1]+FeCl5[50]+NiCl, [5] e D: CoCl,y[10]+FeCl; [5]+NiCl, [0,5]. Controle: amostra coletadas dos
frascos sem adigdo de elementos trago.

Tabela 7-8. Abundancia relativa de metanogénicas e a producado de metano

Taxa maxima de Incremento no Abundéncia relativa de Abundéncia relativa de
Ensaio producio de metano Rendimento de metanogénicas metanogénicas
(NmL/gSV CH4 NmL/gSV hidrogenotroficas detectadas acetoclasticas detectadas
pelo Ion Torrent (%) pelo Ion Torrent (%)

5-controle (S/10,5) 30,6 56,5 10,5 134
5-A 32,1 58,7 10,8 15,6
5-B 31,9 61,5 12,2 16,0
5-C 40,4 63,7 12,0 12,4
5-D 374 61,6 13,0 17,0
6-controle (S/1 1,5) 30,6 50,1 6,5 8,5
6-A 50,2 62,6 12,5 23,0
6-B 32,9 50,6 5,6 9,7
6-C 37,4 49,7 6,7 11,3
6-D 35,4 59,7 74 13,2

Nota: Teste 5(S/I = 0,5) e 6 (S/I =1,5). As concentragdes dos elementos tragco foram (mg/L): A: CoCL[1]+FeCL;[5]+NiCl, [0,5], B:
CoCl,[10]+FeCl;[50]+NiCl, [0,5], C: CoCl,[1]+FeClL;[50]+NiCl, [5] e D: CoCl;[10]+FeCl; [5]+NiCl; [0,5]. Controle: amostras coletadas
dos frascos sem adi¢@o de elementos trago.
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7.4 Conclusées

A adigdo dos elementos tracos ¢ importante para aumentar a produgdo de metano, a partir da
digestdo anaerobia do residuo alimentar, uma vez que aumentou a abundancia das
metanogénicas, tanto  acetoclasticas  Methanosaeta,  quanto  hidrogenotroficas
Methanospirillaceae, principalmente quando operado em alta carga organica (alta relagdo
alimento/micro-organismos). A adi¢do de cobalto nas concentragdes de 1,0 mg/L, ferro 5,0
mg/L e 50 mg/L e niquel 0,5 mg/L e 50 mg/L, foi favoravel no desempenho do digestor.
Assim como, a adicao de molibdénio nas concentracdes 0,5 mg/L e 5,0 mg/L, ferro 5,0 mg/L
e 50 mg/L e niquel 0,5 mg/L teve efeito combinado e consideralvelmente superior, com
significativo aumento na produc¢do de metano e estabilidade do processo de digestdo
anaerdbia, quando comparado com a combinagdo com coblato.

Cobalto, ferro e niquel nas maiores concentragdes tiveram efeito combinado e negativo sobre
a comunidade de metanogénicas. A adicdo de ferro e cobalto teve efeito positivo sobre a
comunidade de bactérias. Portanto, a adicdo dos elementos traco alterou o desempenho do
digestor e do processo de digestdo anaerobia, através da variagdo na composi¢do e estrutura
de bactérias e arqueias. A adi¢ao de molibdénio, ferro e niquel teve efeito positivo superior

na produgdo de metano, comparado com a combinagdo de cobalto, ferro e niquel.
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8 CONCLUSOES GERAIS
Objetivo 1

- Em condicao de alta COV, as bactérias fermentadoras/ hidroliticas (filos Firmicutes e
Bacteriodetes) foram favorecidas, enquanto a abundancia de Proteobacteria e Chloroflexi
diminuiu.

- A composi¢ao da comunidade metanogénica sofreu alteragdes em resposta as mudancgas na
COV. Methanosaeta e Methanospirillum dominaram em condi¢des de baixa TCO, indicando
a importancia das metanogénicas hidrogenotroficas e acetocldsticas para a producdo de
metano nessa condi¢do. Methanosaeta quase desapareceu em condi¢des de elevada TCO,

enquanto Methanoculleus foi favorecido.

- As interagdes sintroficas entre bactérias produtoras de hidrogénio (Syntrophomonas e
Desulfosporosinus) e metanogénicas hidrogenotroficas foram evidenciadas com elevada

COV.

- O residuo alimentar, quando armazenado no tanque de alimentacdo pode resultar na maior
liberagdo de acidos orgéanicos (propionico e butirico), em func¢do da falta de controle do
processo de acidificagdo, desfavorecendo no desenvolvimento de arqueias metanogénicas,

principalmente as acetoclésticas.

Objetivo 2

- Com relagao ao efeito da adigdo dos elementos trago sobre a produ¢do de metano verificou-
se que a adicao de ferro (5,0mg/L), e niquel (1,0mg/L) em separado, e a combinac¢do de Co
[1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L] e Ni [0,5 mg/L] na situagdo S/I 1,5, tiveram efeito positivo,
resultando no incremento da producdo de metano, a partir da degradagao do residuo alimentar.
Entretanto a combinagdo de Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 e 50 mg/L] e Ni [0,5 mg/L], na situagdo
S/I 1,5, tiveram efeito significativamente superior na produ¢do de metano, quando comparado

com a combinagao de cobalto.

- A adig¢@o dos elementos traco (Co, Fe e Ni) em combinagdo impactou na composi¢ao e

estrutura da comunidade de bactérias e arquéias, mas nao na diversidade.
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- Para a menor razao S/I testada (0,5), a adicdo de elementos trago ndo afetou a abundancia
relativa dos grupos de bactérias fermentativas/hidroliticas (Firmicutes e Bacteroidetes), nao
alterou a composicdo e abundancia das bactérias sintréficas e alterou muito pouco a

abundancia das metanogénicas.

- Para a maior relagdo S/I testada (1,5), a adi¢cdo dos elementos trago também nao impactou na
abundancia relativa dos grupos de bactérias fermentadoras e sintroficas, mas aumentou a
abundancia das metanogénicas (especialmente as acetoclasticas Methanosaeta), ressaltando o
efeito positivo da adicdo dos elementos traco (cobalto, ferro e niquel), nas menores

concentragdes sobre a comunidade das arqueias.
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10 APENDICE

10.1 Resultados Complementares de Montagem dos Testes - Objetivo especifico 2

Tabela 10-1. Teste 1. Diferentes tipos de inéculos, massas e volumes utilizados

. ~ Substrato Massa . Massa Inoculo ¢ Volume Total
Ensaios Amostra Relacao S/1 (mL) Substrato (gSV) Indculo (mL) (@SV) Agua (mL) (mL)
A Branco I 0,5 i ) 304 17,30 96 400
A Branco II 0,5 - ) 304 17.30 96 400
A In6culo Biodigestor I 0.5 9 8,75 304 17.30 ! 400
A Inodculo Biodigestor 11 0.5 95 8,75 304 17.30 ! 400
A Inoéculo Biodigestor 111 0,5 95 8,75 304 17,30 1 400
B Branco 1 0,5 - - 286 20,60 114 400
B Branco I 0,5 - - 286 20,60 114 400
B Indculo UASB-pMethar I 0,5 110 10,10 286 20,60 4 400
B Inoculo UASB-pMethar 11 0,5 110 10,10 286 20,60 4 400
B Inéculo UASB-pMethar 111 0,5 110 10,10 286 20,60 4 400
C Branco I 0,5 - - 300 19,03 100 400
C Branco I 0,5 - - 300 19,03 100 400
C Inéculo UASB - Cepts I 0,5 100 9,19 300 19,03 i 400
C Inéculo UASB - Cepts IT 0,5 100 9,19 300 19,03 i 400
C Inéculo UASB - Cepts 111 0,5 100 9,19 300 19,03 i 400
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Tabela 10-2. Teste 1. Diferentes tipos de inéculos, parametros medidos no inicio e no final da montagem

Ensaios Amostra PH (tnicia) Temperatura (piciarn PH (Finan Temperatura (ina
A Branco | 7,27 26,1°C 8,68 35°C
A Branco II 7,41 25,9°C 8,20 35°C
A Inéculo Biodigestor I 6,78 25,5°C 8,05 35°C
A Indculo Biodigestor 1T 6,88 25,6°C 8,21 35°C
A Indculo Biodigestor 111 6,71 25,5°C 8,24 35°C
B Branco | 7,53 25,9°C 8,22 35°C
B Branco | 7,48 25,9°C 8,28 35°C
B Indculo UASB-PM I 6,88 25,5°C 8,10 35°C
B Indculo UASB-PM II 6,86 25.4°C 8,15 35°C
B Indculo UASB-PM 111 6,83 25.4°C 7,77 35°C
C Branco | 6,84 26,0°C 7,45 35°C
C Branco | 6,83 26,0°C 7,40 35°C
C Inéculo UASB - Cepts 1 5,74 25,4°C 5,64 35°C
C Inéculo UASB - Cepts II 5,69 25,4°C 5,49 35°C
C Inéculo UASB - Cepts 111 5,66 25,2°C 537 35°C
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2) Testes com diferentes relagdes substrato/indculo (0,5; 1,0; 1,5 e 2,0) para definicao da melhor relagdo ou condicdo a ser adotada,

Tabela 10-3. Teste 2. Diferentes relagdes substrato/indculo, massas e volumes utilizados na montagem

Ensaios Amostra Substrato Massa Inoculo Massa Indculo Agua Volume Total
(mL) Substrato (mL) (gSV) (mL) (mL)
(eSVY)
A Branco 1 - ) 80 8,3 320 400
A Branco 1 - - - 8,3 320 400
A Branco 1 - - - 8,3 320 400
A S/10,5 80 4.2 80 83 240 400
A S/10,5 80 4.2 80 83 240 400
A SM10,5 80 4.2 80 83 240 400
B S/11,0 82 8.6 80 83 238 400
B S/11,0 82 8,6 80 83 238 400
B S/11,0 82 8,6 80 83 238 400
B SM1,5 80 12,5 80 83 240 400
C SM1,5 80 12,5 80 8,3 240 400
C S 1,5 80 12,5 80 8,3 240 400
C S/12,0 80 16,7 80 8,3 240 400
C S/12,0 80 16,7 80 83 240 400
C SM12,0 80 16,7 80 8,3 240 400
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Tabela 10-4. Teste 3. Massas ¢ volumes utilizados na montagem do teste com diferentes relagdes substrato/inoculo (S/I) de 1,5, 2,0, 2,5 ¢ 3,0

Ensaios Amostra Substrato Massa Alimento Inéeulo (mL) Massa Indculo Agua (mL) Volume Total
(mL) (gSVY) (gSVY) (mL)
Branco Branco I - - 80 8,3 320 400
Branco Branco II - - 80 8,3 320 400
Branco Branco II1 - ) 80 8,3 320 400
A SN1,5 80 12,5 80 8,3 240 400
A SM1,5 80 12,5 80 8,3 240 400
A SM1,5 80 12,6 80 8,3 240 400
B S/12,0 79 17,0 80 8,3 241 400
B S/12,0 79 17,0 80 8,3 241 400
B S/M12,0 79 17,0 80 8,3 241 400
C SM2,5 80 20,8 80 8,3 240 400
C SNn25 80 20,8 80 8,3 240 400
C SNn25 80 20,8 80 8,3 240 400
D S/13,0 80 252 80 8,3 240 400
D S/13,0 80 252 80 8,3 10 400
D S/13,0 80 252 80 8,3 10 400
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Tabela 10-5. Teste 3. Parametros medidos no inicio e no final da montagem do teste com diferentes relagdes substrato/indculo (S/1)

Ensaios Amostra PH (tnicia) Potencial Redox (mV) PH (Finan Temperatura (ina
Branco Branco I 7,23 -33 7,17 28,9°C
Branco Branco | 7,20 -31 7,25 28,6°C
Branco Branco I 7,22 231 7,20 29,0°C

A SH1,5 7,23 31 727 28,9°C
A SA1,5 7,23 31 7,79 28,9°C
A SA1,5 7,29 35 7,84 28,9°C
B S/M2,0 7,25 -33 7,81 30,1°C
B S/12,0 7,25 33 7,93 29,9°C
B S/12,0 7,26 -33 7,96 30,0°C
C SN2,5 7,28 34 7,91 30,0°C
C S/N2,5 7,24 -32 7,82 29,9°C
C SH2,5 7,20 -30 7,79 29.4°C
D S/3,0 7,31 -36 7,63 28.,8°C
D S/13.,0 7,28 34 7,51 28,6°C
D S/13,0 727 -36 7,62 26,8°C
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2) Testes com adi¢ao de elementos traco (cloreto de niquel, cloreto férrico, cloreto de cobalto e molibdénio). Todos os elementos foram testados
separadamente em diferentes concentragdes (cada concentragdo em triplicata).

Tabela 10-6. Teste 4. Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentracdes de cloreto férrico em diferentes

concentragoes
Ensaios Amostra Relacio S/1 Substrato Massa In6culo (mL) Massa Inéculo Cloreto Agua (mL) Volume Total
(mL) Substrato (gSV) (gSV) Férrico (mL)
(mL)

Branco Branco 0,5 - 4.7 165 9,5 ) 235 400
Controle Controle 1 0,5 50 4.7 165 9,5 - 185 400
Controle Controle 11 0,5 50 4,7 165 9,5 - 185 400
A Fe [5,0 mg/L] -1 0,5 50 4,7 165 9,5 *200 184,8 400

A Fe [5,0 mg/L] - 11 0,5 50 4,7 165 9,5 *200 184,8 400

A Fe [5,0 mg/L] — 11T 0,5 50 4,7 165 9,5 *200 184,8 400

B Fe [25 mg/L] -1 0,5 50 4,7 165 9,5 1,0 184 400

B Fe [25 mg/L] - 11 0,5 50 4,7 165 9,5 1,0 184 400

B Fe [25 mg/L] - I1I 0,5 50 47 165 9,5 1,0 184 400

C Fe [250 mg/L] -1 0,5 50 4,7 165 9,5 10,0 175 400

C Fe [250 mg/L] —II 0,5 50 4,7 165 9,5 10,0 175 400

C Fe [250 mg/L] — III 0,5 50 4,7 165 9,5 10,0 175 400

D Fe [2500 mg/L] — 1 0,5 50 4,7 165 9,5 100,0 85 400

D Fe [2500 mg/L] — 11 0,5 50 4,7 165 9,5 100,0 85 400

D Fe [2500 mg/L] - III 0,5 50 47 165 9,5 100,0 85 400
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Tabela 10-7. Teste 4. Parametros medidos no inicio e no final da montagem do teste com diferentes concentracdes de cloreto férrico

Ensaios Amostras PH (iciany Temperatura(inician PH (Finan Temperaturagnao
Br Branco 7,40 23,1°C 7,72 26,1°C

Controle I Controle I 7,09 23,2°C 7,41 26,1°C

Controle 11 Controle IT 7,10 23,1°C 7,46 27,6°C
A Fe [5,0 mg/L] -1 7,13 23,1°C 7,62 27,6°C
A Fe [5,0 mg/L] —II 7,23 23,1°C 7,58 26,6°C
A Fe [5,0 mg/L] - III 7,25 23,0°C 7,61 26,1°C
B Fe [25 mg/L] -1 7,22 23,1°C 7,50 26,8°C
B Fe [25 mg/L] - 1II 7,24 23,1°C 7,45 27,0°C
B Fe [25 mg/L] — III 7,16 23,2°C 7,48 26,5°C
C Fe [250 mg/L] — 1 7,32 23,1°C 7,54 26,5°C
C Fe [250 mg/L] - II 7,32 23,0°C 7,50 26,0°C
C Fe [250 mg/L] — I1I 7,35 23,0°C 7,61 26,1°C
D Fe [2500 mg/L] — 1 7,36 22,9°C 7,65 25,2°C
D Fe [2500 mg/L] — 11 7,39 23,0°C 7,59 25.3°C
D Fe [2500 mg/L] - III 7,37 23,0°C 7,67 25,2°C
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Tabela 10-8. Teste 5. Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentracées de cloreto de niquel

Massa Massa Agua Niquel Volume Total
Ensaios Amostra Relacao S/1 Substrato Substrato In6culo (mL) Iné6culo g q
(mL) (mL) (mL)
(mL) (gSY) (g8SY)

Branco Branco 0,5 - - 190 10,92 210 - 400
Controle Controle I 0,5 60 5,37 190 10,92 150 - 400
Controle Controle 11 0,5 60 5,37 190 10,92 150 - 400

A Ni[0,25 mg/L] -1 0,5 60 5,37 190 10,92 148 2 400
A Ni [0,25 mg/L] — 11 0,5 60 5,37 190 10,92 148 2 400
A Ni[0,25 mg/L] — 111 0,5 60 5,37 190 10,92 148 2 400
B Ni [0,5 mg/L] -1 0,5 60 5,37 190 10,92 146 4 400
B Ni [0,5 mg/L] —1I 0,5 60 5,37 190 10,92 146 4 400
B Ni [0,5 mg/L] — III 0,5 60 5,37 190 10,92 146 4 400
C Ni [1,0 mg/L] -1 0,5 60 5,37 190 10,92 142 8 400
C Ni [1,0 mg/L] - 1I 0,5 60 5,37 190 10,92 142 8 400
C Ni [1,0 mg/L] — 11T 0,5 60 5,37 190 10,92 142 8 400
D Ni [5,0 mg/L] - 1 0,5 60 5,37 190 10,92 110 40 400
D Ni [5,0 mg/L] - IT 0,5 60 5,37 190 10,92 110 40 400
D Ni [5,0 mg/L] - III 0,5 60 5,37 190 10,92 110 40 400
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Tabela 10-9. Teste 5.

Parametros medidos no inicio e no final da montagem do teste com diferentes concentragdes de cloreto de niquel

Ensaios Amostras PH (iciany Temperatura(inician PH (Finan Temperaturagnao
Br Branco 7,57 22,3°C 7,63 28,3°C

Controle I Controle I 6,94 19,2°C 7,69 27,8°C

Controle II Controle IT 6,92 19,5°C 7,65 28,1°C
A NiCl, [0,25 mg/L] — 1 6,90 19,2°C 7,67 27,9°C
A NiCl, [0,25 mg/L] — I 6,92 19,0°C 7,63 27,9°C
A NiCl, [0,25 mg/L] — 111 6,91 19,2°C 7,64 27,9°C
B NiCl, [0,5 mg/L] — I 6,91 19,1°C 7,62 28,1°C
B NiCl, [0,5 mg/L] —1I 6,88 18,6°C 7,66 28,0°C
B NiCl, [0,5 mg/L] — III 6,95 18,4°C 7,61 27,9°C
c NiCl, [1,0 mg/L] — I 6,92 18,6°C 7,59 27,9°C
C NiCl, [1,0 mg/L] —1I 6,91 18,3°C 7,67 27,8°C
C NiCl, [1,0 mg/L]- III 6,95 18,3°C 7,64 27,7°C
D NiCl, 5,0 mg/L] — 1 6,85 17,4°C 7,70 27,7°C
D NiCl, 5,0 mg/L] — II 6,95 17,4°C 7,66 27.4°C
D NiCl, 5,0 mg/L] - 11l 6,95 19,0°C 7,62 27,6°C
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Tabela 10-11. Teste 6. Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentracdes de cloreto de cobalto

Massa Massa ‘
Ensaios Amostra Relacao S/1 Substrato Substrato Inéculo (mL) Inéculo Agua Cobalto  Volume Total
(mL) (mL) (mL)
(mL) (gSY) (g8SY)

Branco Branco 0,5 - 7,24 250 14,25 235 - 400
Controle Controle I 0,5 80 7,24 250 14,25 185 - 400
Controle Controle IT 0,5 80 7,24 250 14,25 185 - 400

A Co [1,0 mg/L] -1 0,5 80 7,24 250 14,25 1848 4 400
A Co [1,0 mg/L] —1I 0,5 80 7,24 250 14,25 1848 4 400
A Co [1,0 mg/L] — III 0,5 80 7,24 250 14,25 184,8 4 400
B Co [5,0 mg/L] -1 0,5 80 7,24 250 14,25 184 20 400
B Co [5,0 mg/L] —1I 0,5 80 7,24 250 14,25 184 20 400
B Co [5,0 mg/L] —1III 0,5 80 7,24 250 14,25 184 20 400
C Co [10,0 mg/L] -1 0,5 80 7,24 250 14,25 175 40 400
C Co [10,0 mg/L] —1II 0,5 80 7,24 250 14,25 175 40 400
C Co [10,0 mg/L] —III 0,5 80 7,24 250 14,25 175 40 400
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Tabela 10-12. Teste 6. Parametros medidos no inicio e no final da montagem dos testes com diferentes concentragdes de cloreto de cobalto

Ensaios Amostra PH (mniciar Temperaturagniciar PH (Final Temperaturagnar
Br Branco 7,55 23,7°C 7,67 23,8°C

Controle I Controle I 7,20 23,0°C 7,67 23,7°C

Controle 11 Controle 11 7,18 23,2°C 7,66 23,6°C
A Co [1,0 mg/L] -1 7,20 22,6°C 7,78 23,8°C
A Co [1,0 mg/L] —1II 7,22 23,0°C 7,70 23,9°C
A Co [1,0 mg/L] —III 7,25 23,0°C 7,77 23,9°C
B Co [5,0 mg/L] -1 7,23 22,9°C 7,70 24,0°C
B Co [5,0 mg/L] —1I 7,21 22,7°C 7,72 24,0°C
B Co [5,0 mg/L] — III 7,30 23,2°C 7,75 24,1°C
C Co [10,0 mg/L] -1 7,18 23,4°C 7,79 24,1°C
C Co [10,0 mg/L] —II 724 22,9°C 7,74 24,1°C
C Co [10,0 mg/L] — I 7,23 22,9°C 7,73 24,1°C
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Tabela 10-13. Teste 7. Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentragées de molibdato de aménio

Massa . ‘ o A
Ensaios Amostra Relacao S/1 Substrato Substrato Inéculo (mL) Massa Inoculo Agua  Molibdénio Volume Total
(gSVY) (mL) (mL) (mL)
(mL) (gSY)
Branco Branco 0,5 - 4.4 140 8,96 300 - 400
Controle Controle I 0,5 50 4.4 140 8,96 267,5 - 400
A Mo [0,5 mg/L] 0,5 50 44 140 8,96 2655 2 400
A Mo [0,5 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 265,5 2 400
A Mo [0,5 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 265,5 2 400
B Mo [5,0 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 247,5 20 400
B Mo [5,0 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 247,5 20 400
B Mo [5,0 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 247,5 20 400
C Mo [15,0 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 207,5 60 400
C Mo [15,0 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 207,5 60 400
C Mo [15,0 mg/L] 0.5 50 4,4 140 8,96 207,5 60 400
D Mo [50,0 mg/L] 0,5 50 4,4 140 8,96 67,5 200 400
D Mo [50,0 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 67,5 200 400
D Mo [50,0 mg/L] 0,5 50 4.4 140 8,96 67,5 200 400
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Tabela 10-14. Teste 7. Parametros medidos no inicio e no final da montagem dos testes com diferentes concentra¢des de molibdato de

amonio

Ensaios PH (nicia Temperatura gpicia PH (Finar) Temperatura (ina)
Branco 7,55 26,7°C 7,43 27,1°C
Controle I 6,84 26,2°C 7,10 30,0°C
Controle II 6,89 26,3°C 6,95 31,0°C
Mo [0,5 mg/L] 6.86 26,6°C 6,94 30,0°C
Mo [0,5 mg/L] 6,90 26,4°C 7,19 30,0°C
Mo [0,5 mg/L] 6.81 26,5°C 7,01 30,0°C
Mo [5,0 mg/L] 6,90 26,6°C 7,02 29,6°C
Mo [5,0 mg/L] 6,86 26,6°C 7,07 30,3°C
Mo [5,0 mg/L] 6,77 26,6°C 6,92 31,4°C
Mo [15,0 mg/L] 6,79 26,8°C 7,00 31,0°C
Mo [15,0 mg/L] 6.90 26,6°C 6,98 29,5°C
Mo [15,0 mg/L] 6,84 26,7°C 7,14 30,2°C
Mo [50,0 mg/L] 6,91 27,0°C 7,08 31,9°C
Mo [50,0 mg/L] 6.92 2,7°C 6,96 30,2°C
Mo [50,0 mg/L] 6.94 26,8°C 7,14 30,0°C
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3) Testes com as combinacées dos elementos traco para verificar o efeito aditivo como incremento na producio de metano, ou efeito

prejudicial a partir das combinacdes dos elementos.

Tabela 10-15. Teste 8. Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentracdes de cloreto de cobalto, ferrico e

niquel
Massa Massa Ferro Niquel Agua
Ensaios Amostra Relacio S/ Substrato (mL) Substrato Inéculo (mL) Indculo Cobalto (mL) q g Volume Total (mL)
(mL) (mL) (mL)
(gSV) (gSV)

Branco Branco 0,5 - 5,7 195 11,7 - - - 205 400
Controle Controle 1 0,5 60 5,7 195 11,7 - - - 145 400
Controle Controle 11 0,5 60 5,7 195 11,7 ) - - 145 400

A Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 5 4 135 400

A Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 2 4 135 400

A Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 4 ) 4 135 400

B Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 40 20 4 81 400

B Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 40 20 4 31 400
Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L

B [10.0mg/L], Fe | gLL N0 mglL] g 60 5.7 195 117 40 20 4 81 400

C Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [5,0 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 4 20 40 . 400
1 L],F L], Ni L

C Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [5,0 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 4 20 40 81 400

C Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [5,0 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 4 20 40 81 400
10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L

D Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 40 ) 4 99 400

D Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 40 5 4 99 400

D Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0.5 60 5,7 195 11,7 40 ) 4 99 400
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Tabela 10-16. Teste 8. Parametros medidos no inicio e no final da montagem dos testes com diferentes concentragdes de cobalto, ferro e

Tabela

niquel
Ensaios Amostra PH (miciany Temperaturagpician PH (Finan Temperaturaginar
Br Branco 7,85 25,7°C 7,85 25,8°C
Controle I 7,21 25,3°C 7,71 25,0°C
Controle 1
Controle II Controle II 7,32 25,7°C 7,73 25,7°C
Co [1,0 mg/L], Fe [5,0
A mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,21 26,2°C 7,71 25,9°C
Co [1,0 mg/L], Fe [5,0
A mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,24 26,0°C 7,71 25,8°C
Co [1,0 mg/L], Fe [5,0
A mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,24 25,9°C 7,71 25,7°C
Co [10,0 mg/L], Fe [50,0
B mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,24 25,8°C 7,72 25,9°C
Co [10,0 mg/L], Fe [50,0
B mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,26 25,9°C 7,70 26,0°C
Co [10,0 mg/L], Fe [50,0
B mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,30 25,8°C 7,72 25,8°C
Co [1,0 mg/L], Fe [50,0
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] 7,23 25,9°C 7,76 25,7°C
Co [1,0 mg/L], Fe [50,0
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] 7,33 26,5°C 7,79 25.8°C
Co [1,0 mg/L], Fe [50,0
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] 7,21 26,4°C 7,82 25,4°C
Co [10,0 mg/L], Fe [5,0
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,25 26,4°C 7,75 25,7°C
Co [10,0 mg/L], Fe [5,0
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,25 26,0°C 7,76 25,8°C
Co [10,0 mg/L], Fe [5,0
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,26 26,1°C 7,73 25,6°C

10-17.
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Teste 9. Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentracdes de cobalto, ferro e niquel

Ensaios Amostra Relacdo S/I Substrato ~ Massa Substrato  Inéculo  Massa Inéculo Cobalto Ferro Niquel Agua (mL) Volume
(mL) &SV) (mL) (@SV) (mL) (mL) (mL) Total (mL)
Branco Branco 1,5 - - 150 6,37 - ) ) 250 400
Controle Controle I 15 100 2.6 150 6,37 - - - 150 400
Controle Controle II L5 100 9,6 150 6,37 - B B 150 400
A err(l)g[/;:](? NG {16,15’ ]:rfg[/i’]o L5 100 9,6 150 6,37 4 2 4 140 400
A i?g[/lﬁf Elgfd]s ingSL]O 1,5 100 9.6 150 6,37 4 5 A 140 400
A i;’g[/lL’](f EI%JS I;:g[/%]o 1,5 100 9,6 150 6,37 4 5 A 140 400
B C?n[gl/%ﬁ NG {g,]é l;egESL?’O L5 100 9.6 150 6,37 40 20 4 86 400
B C(r)nEgl/%](z NG %,]5’ l:r?g[/i(]),o L5 100 2,6 150 6,37 40 20 4 86 400
B meliNsmeny 100 9.6 150 637 " 20 . 36 400
C Clig[}i?,nﬁrgi/é],biigfjo LS 100 9.6 150 6,37 4 20 40 86 400
C C;é/li(]),nﬁgi%],’o}:;é/sl?jo L5 100 9,6 150 6,37 4 20 40 86 400
o Cé’lé/'i‘]),‘;gi/ [Ls]’bF;g[/sfjo 1,5 100 9.6 150 6,37 A " 40 %6 400
b Cr?lg[/lf]oﬁllg[/o% ;;[5]’0 1,5 100 9,6 150 6,37 40 5 A L04 400
D CI?lg[/lI?]’ Oﬁfg{o% r};lZ/[If],O L5 100 9.4 150 6,37 40 2 4 104 400
D Crzé/lf] OIIIrllg[/OL; ri;[f]’o LS 100 94 150 6,37 40 2 4 104 400

Tabela 10-18. Teste 9. ParAmetros medidos no inicio e no final da montagem dos testes com diferentes concentragdes de cobalto, ferro e
niquel
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Ensaios Amostra PH (mician Temperaturagniciay PH (Finay) Temperaturainay
Br Branco 7,91 25,4°C 7,41 28,4°C

Controle I Controle I 7,32 25,2°C 7,29 28,9°C

Controle IT Controle II 7,33 25,6°C 7,34 29,0°C
A Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7.36 25.0°C . Yoec
A Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 739 25.7°C 752 204
A Co [1,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 731 25.6°C 752 28.6°C
B Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 752 25.5°C 746 2019
B Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7.58 25.5°C 249 2020
B Co [10,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7.44 25.6°C _ 2019
c Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [5,0 mg/L] 721 25.1°C T4 20.0°C
c Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [5,0 mg/L] 727 25.6°C 737 20.0°C
C Co [1,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni [5,0 mg/L] 723 25.6°C 745 -
D Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,48 24,9°C 7,53 29,1°C
D Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7.56 25.7¢ 753 2037
D Co [10,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni [0,5 mg/L] 7,54 25,6°C 7,42 29,1°C
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Tabela 10-19. Teste 10.

Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentragcdes de molibdénio, ferro e niquel

Ensaios Amostra Relacio s/ Substrato Massa Inéculo Massa Inéculo  Molibdénio Ferro Niquel Agua (mL) Volume
§ (mL) Substrato (gSV)  (mL) (@SV) (mL) (mL) (mL) g Total (mL)
Branco Branco 0,5 - - 220 12,43 - ) ) 180 400
12,43 - -
Controle Controle I 0,5 70 5,88 220 - 110 400
12,43 - -
Controle Controle II 0,5 70 5,88 220 - 110 400
Mo [ 0,5mg/L], Fe [5,0 12.43
A mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 2 2 4 102 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0 12.43 5
A mg/L], Ni[0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 2 4 102 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0 12.43 5
A mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 2 4 102 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 12.43
B mg/L], Ni[0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 20 20 4 66 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 12.43
B mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 20 20 4 66 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 12.43
B mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 20 20 4 66 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 12.43
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 2 20 40 48 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 12.43
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 2 20 40 48 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 12.43
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 2 20 40 48 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 12.43
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 20 2 4 84 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 12.43
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 20 2 4 84 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 12.43
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] 0,5 70 5,88 220 ’ 20 2 4 84 400
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Tabela 10-20. Teste 10. Parametros medidos no inicio e no final da montagem do teste com diferentes concentracbées de molibdénio, ferro e

niquel
Ensaios Amostra PH (mniciar Temperatura PH (Fina) Temperaturaginaio
Br Branco 7,71 21,0°C 7,57 27,3°C
Controle I Controle I 6,94 21.,4°C 7,56 27,3°C
Controle II Controle I 6,91 21,6°C 7,55 27,2°C
Mo [ 0,5mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni
A [0,5 mg/L] 6,97 23,8°C 7,57 27,2°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni
A [0,5 mg/L] 6,90 23,0°C 7,65 26,7°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni
A [0,5 mg/L] 6,92 22,8°C 7,61 27,1°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni
B [0,5 mg/L] 6,85 22,6°C 7,69 27,0°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni
B [0,5 mg/L] 6,91 22,2°C 7,60 27,7°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni
B [0,5 mg/L] 6,89 23,0°C 7,65 27,3°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni
C [5,0 mg/L] 6,84 23,8°C 7,62 27,4°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni
C [5,0 mg/L] 6,87 23,4°C 7,56 27,3°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni
C [5,0 mg/L] 6,89 23,4°C 7,58 27,2°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni
D [0,5 mg/L] 7,05 23,5°C 7,66 27,5°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni
D [0,5 mg/L] 6,98 22,9°C 7,59 26,7°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni
D [0,5 mg/L] 7,03 23,5°C 7,64 27,3°C
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Tabela 10-21. Teste 11.

Massas e volumes utilizados na montagem do teste com diferentes concentragdes de molibdénio, ferro e niquel

Ensaios Amostra Relacio s/ Substrato Massa Inéculo Massa Inéculo  Molibdénio Ferro Niquel Agua (mL) Volume
§ (mL) Substrato (gSV)  (mL) (@SV) (mL) (mL) (mL) g Total (mL)
Branco Branco 1,5 - - 10,05 - i i 250 400
Controle Controle I 15 163 14,99 150 10,05 - - - 87 400
Controle Controle I1 1.5 163 14,99 150 10,05 ; - - 87 400
Mo [ 0,5mg/L], Fe [5,0
A mg/L], Ni [0,5 mg/L] 1,5 163 14,99 150 10,05 2 2 4 79 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0
A mg/L], Ni [0,5 mg/L] 15 163 14,99 150 10,05 2 2 4 79 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0
A L] N0 S et ] 1,5 163 14,99 150 10,05 2 5 A . 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0
B mg/L], Ni [0,5 mg/L] 15 163 14,99 150 10,05 20 20 4 43 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0
B me/L], Ni [0,5 mg/L] L3 163 14,99 150 10,05 20 20 4 43 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0
B mg/L], Ni [0,5 mg/L] 1.5 163 14,99 150 10,05 20 20 4 8 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0
c me/L], Ni [5,0 mg/L] L3 163 14,99 150 10,05 2 20 40 25 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] L3 163 14,99 150 10,05 2 20 40 25 400
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0
C mg/L], Ni [5,0 mg/L] L5 163 14,99 150 10,05 2 20 40 25 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] L3 163 14,99 150 10,05 20 2 4 61 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] L5 163 14,99 150 10,05 20 2 4 61 400
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0
D mg/L], Ni [0,5 mg/L] L3 163 14,99 150 10,05 20 2 4 61 400
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Tabela 10-22. Teste 11. Parametros medidos no inicio e no final da montagem dos testes com diferentes concentragdes de molibdénio, ferro e

Ensaios Amostra PH (inician) Temperatura PH (Fina)) Temperatura g,

Br Branco 6,59 20,7°C 7,53 28,6°C

Controle 1 Controle I 6,91 25,8°C 7,40 28,7°C

Controle II Controle 1T 7,10 25,6°C 7,39 28,5°C
Mo [ 0,5mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni

A [0,5 mg/L] 7,16 26,9°C 7,46 28,8°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni

A [0,5 mg/L] 7,10 25,7°C 7,49 28,5°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni

A [0,5 mg/L] 7,16 25,6°C 7,42 28,1°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni

B [0,5 mg/L] 7,16 25,9°C 7,44 28,4°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni

B [0,5 mg/L] 7,10 25,6°C 7,45 28,6°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni

B [0,5 mg/L] 7,10 25,5°C 7,42 28,4°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni

C [5,0 mg/L] 7,24 25,1°C 7,40 28,4°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni

C [5,0 mg/L] 7,10 26,6°C 7,45 28,3°C
Mo [0,5 mg/L], Fe [50,0 mg/L], Ni

C [5,0 mg/L] 7,26 26,8°C 7,43 28,1°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni

D [0,5 mg/L] 7,30 24,9°C 7,41 28,2°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni

D [0,5 mg/L] 7,23 25,7°C 7,63 28,2°C
Mo [5,0 mg/L], Fe [5,0 mg/L], Ni

D [0,5 mg/L] 7,21 25,6°C 7,47 28,2°C
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10.2 Resultados Complementares Apos Testes - Objetivo especifico 2
10.2.1 Graficos linha de tendéncia

a. Testes com Adicao de Cloreto Férrico

Controle I~ FeCly- ST0,5 Controle IT - FeCl; - ST 0,5
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FeClz I- [2500,0 mg/L] - 10,5
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b. Teste com Adi¢cao de Cloreto de Niquel

Controle I - NiCl; - S/I1 0,49

Controle II - NiCl; - S/1 0,49
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NiCl, [1,0 mg/L] - I - $/1 0,49

NiCl; [1,0 mg/L] - II - S/1 0,49
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Colly I- [5,0 mgl] - S10,5 CoCl II- [5,0 mgL] - S10,5
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11 ANEXO

11.1 Sistema Automatico Potencial Teste de Metano

O sistema AMPTS (do inglés “Automatic Methane Potential Test System) II ¢ um dispositivo
analitico bem projetado desenvolvido para medi¢des on-line de metano com fluxos ultrabaixo,
produzidos a partir da digestdo anaerdbia de qualquer substrato biodegradavel em escala
laboratorial. O AMPTS II segue os mesmos principios de analise que os testes de potencial de
metano convencional, os resultados sdo totalmente compardveis com métodos comuns.
Contudo, com o AMPTS 1I, as medidas do volume de gas e o registro de dados sdo totalmente
automaticos durante o periodo de incubacao, e os dados experimentais sdo calculados e gerados

em uma planilha de dados padrao.

A alta qualidade dos dados obtidos do AMPTS II pode ser usada para extrair informacdes
cinéticas da degradacao do processo, o que, por sua vez, proporciona melhor compreensiao da
dindmica de comportamento da degradagdo do substrato especifico. O AMPTS II oferece as

seguintes vantagens:

e Procedimento analitico automatizado que reduz o trabalho de carga;

e Interface conhecida para configuracdo de experiéncias, exibicdo de dados em tempo real e
visdo geral de analise dos registros de dados em tempo real, e em tempo real do biometano total
produgdo e taxa de fluxo;

e Pressdo e temperatura automaticas em tempo real compensa¢ao por medigdes de volume;

e Normalizagdo de fluxo e volume de gas em tempo real;

e Opcao algoritmo para evitar uma sobre-estimagdo de volume e fluxo de gas (que podem ser
induzidos pelo flash do gas durante a configuracao experimental);

e Possibilidade de multiplexagdo, permitindo andlise simultinea em batelada em diferentes
horarios de inicializacao;

e Extracdo de dados de alta qualidade para formagao de processo cinético;

¢ Instrumento auténomo com aquisicdo de dados incorporados e servidor web para acesso
remoto;

¢ Baixa e facil manutencao.
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11.2 Configuragoes do AMPTS 11

A configuragdo do instrumento pode ser dividida em trés unidades: A, B, C e D. Na unidade A
(unidade de incubacdo da amostra), sdo incubados até uma batelada de 15 frascos de vidro de
600 mL do tipo Shott, contendo pequenas quantidades de uma amostra com indculo anaerdbico
a uma temperatura desejada, imergido em banho-maria. Cada frasco ¢ misturado por um

agitador rotativo lento. O Biogés é continuamente produzido, parametro que ¢ usado para

estimar a atividade de biometanizagdo dentro de cada frasco (Figura 6).

Figura 11.1- Sistema AMPTS

Na unidade B (unidade de fixagdo de CO,), o biogas produzido em cada frasco passa por um
frasco individual contendo uma solucdo alcalina de NaOH a 3 M. Varias fragdes de gas acido,
tais como CO; e H,S, sdo retidos por interagdo quimica com NaOH 3 M, permitindo apenas a
passagem de CH4 para a unidade de monitoramento de gas de biometano. Um indicador de pH
(timolftaleina) ¢ adicionado em cada frasco para controlar a capacidade de ligagdo de acido da

solu¢do. Compdem esta unidade 15 frascos de vidro de 80 mL do tipo Shott (Figura 6).

Na unidade C (dispositivo de medicdo do volume de gas), o volume de gas CHy liberado da
unidade B ¢ medido usando um dispositivo de medigao de fluxo de gas umido com uma
disposi¢do de células de fluxo multiplo (15 células). Este dispositivo de medi¢ao funciona de
acordo com o principio do deslocamento de liquidos e da flutuabilidade e pode monitorar
fluxos de gas ultrabaixos (2 mL); um pulso digital ¢ gerado quando um volume de gés definido
flui através do dispositivo. Um sistema integrado de aquisicdo de dados ¢ usado para gravar,

exibir e analisar os resultados (Figura 6).
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Unidade D (computador), com uso de um computador e ancoragem de um cabo de conexao
com o sistema, os dados podem ser visualizados, monitorados e baixados para posteriores

analises.
11.3 Calculo de Normalizacao de Gas no AMPTS-II

Para comparag¢ao com outros trabalhos, os valores de dados gerados a partir do AMPTS II sao
normalizados para condi¢do padrdo, isto €, convertido a 0°C, 1 atm e zero de umidade com

remocao do teor de 4gua e considerado o gas seco. Isto ¢ realizado aplicando a equagao (1):
Vo = fT,P X fw X Veen Equagao (1)

quando o volume ¢ normalizado (V), considerando os fatores de temperatura e de pressao do
gas (frp), o fator do teor de 4gua no gas (fy) e o volume ¢ registrado por uma abertura de célula

(Vcell)-
(i) Temperatura e Pressiao

O fator que considera a temperatura e a pressao (fr, p) € calculado aplicando a lei de gas ideal
assumida, para descrever as caracteristicas fisicas do gas dentro de intervalos da temperatura e

pressdo utilizados em teste de digestdo anaerobia frp € calculado de acordo com a equacgdo (2):

_ T Pgas _ 273,15 (Pgas+0,6)
frp = X

— Equagdo (2)
Tgas Po tgas+273,15 101,32

Onde o padrao da temperatura (Ty) e da pressao (po) equivalem a 273,15 K ou 0 ‘Ceda pressao
101,32kPa ou 1 atm respectivamente, Tgas, teas € Pgas r€presentam a temperatura em Kelvin ou
graus Celsius ('C) e a pressdo do gas gerado no reator em condigdes ambientais. Estes valores
sdo obtidos a partir de sensores internos da temperatura e da pressio do AMPTS II, e sdo
atualizadas para cada abertura de célula. A pressdo do gas ¢ a soma da pressdo medida expressa
em Kpa, e fator constante igual a 0,6, pressdo exercida por cerca de 6 cm de coluna de 4gua a

partir do dispositivo de medi¢ao do volume de gés.
(i) Vapor de Agua

O fator considerando o teor de 4gua no gas (fy,) € calculado usando a equagdo de Antoine que
assume fornecer uma boa aproximacao do vapor em torno da pressao atmosférica e no intervalo

da temperatura de 0 a 100 °C, f,, € calculado de acordo com a equacao (3):
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1730,63
Poap 108'1962_ 233,426+ tgas -
fo=1—-"22=1-— Equagao (3)

Dgas 10 x (pgas +0,6)

Na equagdo acima ¢ assumido que a pressao de vapor do gas ¢ proporcional com o volume do
gas, de acordo com lei do gas ‘ideal’. A fragdo volumétrica da adgua ¢ entdo equivalente a
fracdo da pressdo obtida pela divisdo da pressdo do vapor de d4gua com a pressao total. A fragao
do gés seco pode entdo ser calculada pela remogao da fragdo de agua do estado imido do géas:

81062 - 173063

. 273’1 5 pgasyi ) 10 233,426+ tgas,i v E . (4)
;= X X - X uacgio
00 = b asi + 273,15 * 101,32 10X (Pgas; + 0,6) cell quag
O volume acumulado reportado pelo AMPTS II ¢é calculado equagéo 5
1081962 _ 1730,63
vy 273,15 Pgas.i . 233426+ fgasi |
acc,i = Yacc,i-1 tyasi + 273,15 X 101,32 X 10 x (pgas,i +0,6) X Veell Equagdo (5)
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