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RESUMO

A exploracdo da tecnologia de biometanizacdo facilitaria a adequacdo dos municipios brasileiros a Politica
Nacional de Residuos Solidos, instituida em 2010, a qual prioriza 0 ndo aterramento da fracdo organica e a
recuperacdo energética dos residuos. No Brasil, a hiometanizacao ainda ndo é difundida para o tratamento de
residuos sélidos organicos, principalmente devido aos seguintes fatores: auséncia do habito de separacdo dos
residuos na fonte, bem como da implantacdo de coleta seletiva na maioria dos municipios; inexisténcia de uma
configuracdo de tratamento anaerdbio adaptada as condigdes brasileiras; longo tempo de estabilizacdo dos
residuos pelo processo anaerébio quando comparado com o aer6bio e restrito conhecimento quanto a partida,
operacdo e controle do sistema. O presente trabalho propds a andlise da comunidade microbiana que se
desenvolve durante a digestdo anaerdbia, a fim de demonstrar que os dados de parametros fisico-quimicos
normalmente analisados podem ser melhor compreendidos se conjugados com dados bioldgicos, os quais sdo
mais sensiveis a alteracBes. Foi utilizada a técnica molecular de PCR/DGGE (Polymerase Chain
Reaction/Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). Verificou-se que, embora as arqueas possam estar
presentes em um sistema anaerobio, apresentando diversidade dentro da comunidade, ndo ha garantia da
producdo de metano, devido as condi¢des desfavoraveis do meio.

PALAVRAS-CHAVE: diversidade microbiana, digestdo anaerébia, metano, lodo de esgoto, inéculo.

INTRODUCAO

Desde o ano de 2010, o Brasil possui uma lei exclusivamente destinada ao tema “residuos sélidos”: trata-se da
Lei Federal 12.305, que em 02 de agosto de 2010 implantou no pais a Politica Nacional de Residuos Sélidos
(PNRS), a qual foi regulamentada pelo Decreto 7.404, em 23 de dezembro do mesmo ano.

Este marco, apesar de tramitar durante 21 anos no Congresso Nacional antes de ser sancionado, demonstra
uma preocupac¢do em relacdo a gestdo e ao gerenciamento daquilo que é descartado, buscando-se direcionar e

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 1


mailto:halfeld@sc.usp.br

Congresso Brasileiro de B
EBE ﬁ Engenharia Sanitaria e fimbiental
Y a B de Dububra de 2015 | Rio de Janeiro | A) ABES

regularizar em territorio nacional as acdes referentes aos residuos sélidos, a fim de proteger o ambiente e
preservar os recursos naturais (PEREIRA NETO, 2011; FIESP, 2012).

Dentre a diversidade de residuos solidos gerados, destacam-se os residuos solidos urbanos (RSU), os quais
ainda so destinados inadequadamente em todas as regides e estados do Brasil, mesmo com esta legislacéo
mais restritiva. Segundo a ABRELPE (2013), 60% dos municipios brasileiros fazem uso de locais improprios
para a destinagdo final dos RSU coletados.

Pode-se considerar que a ideia de “locais improprios” envolve tanto o fato de dispor aquilo que é coletado em
qualquer lugar que ndo seja um aterro sanitario, bem como dispor em aterro sanitario os residuos, que
diferentemente dos rejeitos, ainda possuem potencial de tratamento e recuperagdo por processos tecnoldgicos
disponiveis e economicamente viaveis (BRASIL, 2010).

Um dos fatores que impede a reversdo do quadro apresentado é a auséncia de um sistema eficiente de coleta
seletiva, a qual deve ir além da disponibilizacdo de pontos de entrega voluntaria e/ou convénios com
cooperativas de catadores. Os responsaveis pelos municipios devem implementar a coleta seletiva de forma a
abranger toda a populacéo, pautando-se no principio da hierarquia para a gestdo dos residuos, 0s quais devem
ser previamente separados na fonte de acordo com a sua composicdo (BRASIL, 2010; ABRELPE, 2013).

A coleta seletiva ainda néo € praticada assiduamente no pais, acarretando o desperdicio de recursos materiais e
energéticos presentes nos residuos descartados. E o caso da fragdo organica dos residuos sélidos urbanos
(FORSU), gerada diariamente e em quantidade representativa (constitui mais da metade dos RSU coletados:
51%) (ABRELPE, 2012).

Quando segregada dos demais residuos, a FORSU torna-se passivel de tratamento biolégico por meio da
digestdo aerdbia (compostagem) ou da digestdo anaerdbia (biometanizagdo) (BORGLIN; HAZEN;
OLDENBURG, 2004) resultando, dentre outros beneficios, no prolongamento da vida Util do aterro sanitario,
além da geracdo de um composto com valor comercial e, no caso da biometanizagdo, também se tem a
obtencdo de energia (biogés) (REICHERT, 2005).

No Brasil foram empreendidas iniciativas para o tratamento da FORSU, principalmente por meio da
compostagem. Quanto ao tratamento por biometanizacao, o Brasil ndo dispde de planta industrial para residuos
solidos orgénicos, somente para efluentes liquidos sanitarios, industriais (téxtil, laticinio, entre outros) e da
agroindustria (suinocultura), bem como unidades de recuperacéo e utilizacdo do biogas produzido em aterros
sanitarios e estagdes de tratamento de esgoto (GOMES, 2010).

Pelo fato dos sistemas de digestdo anaerdbia terem sido desenvolvidos inicialmente para o tratamento de
efluentes liquidos, a sua utilizacdo no tratamento da FORSU constituiu-se em uma adaptacdo dessa tecnologia
e, dada as particularidades dos residuos sélidos, os sistemas enfrentam diversas dificuldades para operarem de
forma adequada, além de requererem um longo tempo para a bioestabilizacdo (FRICKE et al., 2007).

Contudo, apesar da compostagem ser uma pratica amplamente testada, de baixo custo e com producdo de um
composto com valor comercial, a biometanizacdo, mesmo sendo uma tecnologia mais complexa e que requer
maior investimento, tem sua aplicacdo sendo expandida por toda a Europa, com resultados positivos
(CASTANHEIRA; FERREIRA; LOPES [2007]).

O principal interesse pela utilizacdo da digestdo anaerdbia recai na possibilidade de tratar os residuos sélidos
organicos gerados diariamente e, simultaneamente, obter uma fonte de energia renovavel em um periodo da
histéria humana no qual a demanda energética é crescente e dependente de combustiveis fdsseis (SINGHAL;
BANSAL,; SINGH, 2012).

Para lidar com os disturbios que normalmente afetam os sistemas anaerébios é necessario identificar as causas
dos problemas e os fatores que limitam os processos metabdlicos. A partir disso, o entendimento dos
fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos que governam o tratamento anaerébio podera fornecer meios para a
prevencao e controle dos desequilibrios que surgirem (AQUINO e CHERNICHARO, 2005).
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A eficiéncia do processo de biometanizacdo ndo é somente produto da engenharia do reator e da regulagao de
fatores ambientais como temperatura, pH, carga orgénica aplicada, entre outros. Juntamente a isso, a eficiéncia
da biometanizacdo depende da dindmica microbiana, pois sdo 0s micro-organismos 0s responsaveis diretos
pelo funcionamento do sistema anaerobio.

Além das técnicas tradicionais para o estudo dos micro-organismos, o uso de técnicas moleculares pode
auxiliar na otimizacdo do sistema anaerébio, ao permitir a identificacdo da estrutura e da funcdo da
comunidade microbiana, bem como as relagGes ecoldgicas estabelecidas no biometanizador (KHALID et al.,
2011).

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar a comunidade microbiana (dominios Bacteria e Archaea)
desenvolvida durante o processo de biometanizacdo da FORSU em biometanizadores de 50 L e 5 L, operados
em sistema batelada, durante 135 e 78 dias, respectivamente, sendo mantidos sob temperatura na faixa
mesofilica e inoculados com lodo de esgoto. Foi aplicada a técnica molecular de PCR/DGGE.

MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi conduzida nas dependéncias da Escola de Engenharia de Sdo Carlos, Universidade de Sao
Paulo.

BIOMETANIZADORES EXPERIMENTAIS

Foram adaptados quatro tambores de leite de 50 L (marca Milkan) de forma que favorecessem o
estabelecimento de um meio anaerdbio, permitissem a medi¢do da temperatura no interior do biometanizador,
a coleta de biogés e chorume, bem como a adicdo de substancias (agua, solugdo alcalinizante e chorume).

Na tampa, a saida para biogas foi acoplada a uma mangueira de poliuretano conectada a um frasco de Mariotte
de 1 L, responsavel pela medicdo do volume de biogas produzido nos biometanizadores.

Na lateral do biometanizador foi inserido um tarugo de naylon perfurado no didmetro do termopar tipo K
(sensor de temperatura simples), permitindo sua passagem para o lado externo com reduzida possibilidade de
entrada de oxigénio no meio interno. O termopar foi encapado com espaguete termocontrtil para evitar sua
oxidacdo. Para a leitura da temperatura, o sensor foi conectado a um termémetro digital (Minipa MT-405).

COLETA DOS RESIDUOS

Cada biometanizador constituiu um tratamento diferente. Com o objetivo de equilibrar o sistema e favorecer a
atividade microbiologica, testou-se a digestdo anaerdbia da FORSU em conjunto com serragem (residuo com
elevada relacéo carbono/nitrogénio (C/N)) e lodo de esgoto (indculo) proveniente de reator UASB da Estacéao
de Tratamento de Esgoto Monjolinho, Sdo Carlos/SP.

A fracdo organica dos residuos sélidos urbanos (FORSU) foi coletada em estabelecimentos localizados ao
redor da Escola de Engenharia de S&do Carlos, Universidade de Sdo Paulo. Os responsaveis pelos
estabelecimentos foram previamente informados sobre o projeto através de um folder explicativo. Optou-se
por utilizar a FORSU separada na fonte para evitar residuos ndo biodegradaveis e indesejados que pudessem
prejudicar o processo, além de incentivar a pratica da responsabilidade compartilhada, conforme estabelecido
na atual Politica Nacional de Residuos Sdélidos (Lei n® 12.305, de 2 de agosto de 2010) (BRASIL, 2010).

PREPARO DOS RESIDUOS E PREENCHIMENTO DOS REATORES

No dia seguinte a coleta, a FORSU foi triturada em triturador elétrico modelo TRAPP 500E, o qual fornece um
tamanho maximo de corte de 10 cm. Os residuos coletados caracterizaram-se por serem majoritariamente
restos de frutas, verduras e hortalicas.
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A partir dos trés residuos afluentes (Figura 1), os biometanizadores foram preenchidos da seguinte forma:
biometanizador 1 — somente FORSU (controle);

biometanizador 2 — FORSU, serragem e lodo;

biometanizador 3 — FORSU, serragem e o dobro da quantidade de lodo do biometanizador 2;
biometanizador 4 — FORSU e serragem.
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Fgura 1: Resfiduos que compuseram o conteddo afluente dos biometanizadores. a) FORSU triturada. b)
serragem. c) lodo de esgoto de reator UASB.

O regime de alimentacdo dos biometanizadores foi em batelada, com operagdo em fase Unica (as reacGes
fisico-quimicas e microbioldgicas do processo anaerdbio ocorreram em um Unico reator), via seca (alto teor de
solidos do afluente: entre 20 e 35%) e temperatura mesofilica (temperatura variando em torno da temperatura
ambiente — 25°C).

A composicdo em massa do afluente de cada biometanizador foi calculada considerando-se a densidade e a
relagdo C/N dos componentes, de forma a atingir 70% da capacidade Gtil dos biometanizadores e uma relagdo
C/N do residuo de entrada entre 20 a 30/1 (Tabelas 1 e 2). Entretanto, este calculo tedrico ndo foi adequado,
pois ap6s 0 preenchimento dos biometanizadores, verificou-se que a relagdo C/N do material de entrada
encontrava-se acima do valor pretendido. No caso, o célculo deveria ter sido feito na base seca. A Tabela 3
apresenta as caracteristicas fisico-quimicas dos materiais de entrada dos biometanizadores.

Tabela 1: Dados utilizados no célculo da composi¢ao méssica do contetido afluente de cada
biometanizador.
Volume ocupado pelo meio
drenante (\Vd)

Volume do reator (Vr) Volume util ((Vr - Vd)*0,7)

50 L 109 L 27,4 L
Componentes do afluente Densidade (kg.m™) Relagdo C/N
FORSU triturada 868,25 16,3
Serragem 1425 132,6

Lodo 981,5 4,64

Tabela 2: Composicdo em massa dos residuos de entrada dos biometanizadores.

Biometanizadores FORSU triturada (kg) Serragem (kg) Lodo de esgoto (kg)
1 24 - -
2 12 1,76 1,34
3 11 1,76 2,69
4 13 1,76 -

Tabela 3: Caracteristicas dos residuos de entrada dos biometanizadores de 50 L.

Biometanizadores pH @ ngOg 1 ST (%) STV (%) U (%) Relagdo C/N
2
1 4,34 619,5 11,04 94,92 88,96 63
2 4,14 549,5 31,58 99,84 68,42 77
3 4,20 552 21,43 95,1 78,57 62
4 4,21 517 27,74 96,06 72,25 173
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Pelo fato dos residuos de entrada de todos os biometanizadores apresentarem baixo pH (em torno de 4), foi
necessario acrescentar uma base forte (NaOH) para que o pH de partida fosse elevado a aproximadamente 8.
Em cada biometanizador foram colocados 30,7 g de NaOH diluidos em 500 mL de agua destilada,
homogeneizando-o a massa de residuos.

Apo6s serem vedados, os biometanizadores foram operados por 135 dias e, durante este periodo, foram
monitorados quinzenalmente por meio das analises fisico-quimicas apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Analises realizadas quinzenalmente para o monitoramento e controle da digestdo anaerobia.
AMOSTRA PARAMETRO ANALISADO
pH
Alcalinidade (Total e a Bicarbonato)
Acidos Graxos Volateis
Sélidos (Totais, Volateis e Fixos)
Carbono Organico Total
Nitrogénio (Total e Amoniacal)
Demanda Quimica de Oxigénio
Fosforo (Total e Inorganico)
Cloretos
Sulfetos
Biogéas Composigdo por cromatografia gasosa (H,, N,, CO, e CH,)

Chorume

A medicdo de temperatura (interna de cada biometanizador, do laborat6rio e da area externa ao laboratério) foi
realizada diariamente, desde o dia da vedacéo até a abertura dos biometanizadores.

A partir do 15° dia de operacéo, fez-se a recirculagdo do chorume uma vez por semana, a fim de manter a
umidade na massa de residuos em digestdo e fazer o retorno de nutrientes. Todo o chorume dos
biometanizadores era drenado, fazia-se a medicdo do pH e caso estivesse abaixo de 6,5, um alcalinizante era
adicionado (foram utilizados: hidroxido de sddio, bicarbonato de sodio e bicarbonato de potassio). O calculo
da quantidade de alcalinizante adicionada foi baseado nos niveis ditos inibitérios em referéncias da literatura:
3500 — 5500 mg.L™ para sédio (VAN BUREN, 1979) e 2500 mg.L™ para potassio (PARKIN e OWEN, 1986).
As recirculagGes foram realizadas até o 2° més de operagao, pois 0 pH do chorume passou a apresentar valores
abaixo de 6,5 e ndo poderiam mais ser corrigidos com alcalinizantes devido ao risco de inibic&o.

Como ndo houve producdo de metano em nenhum dos reatores apds 97 dias de operagdo, decidiu-se montar
biometanizadores em menor escala. A composi¢do dos afluentes dos novos biometanizadores baseou-se na
composicdo do biometanizador de 50 L que apresentava o melhor desempenho até entdo (principalmente
aquele cujo chorume indicasse os menores valores de DQO e STV em relacdo aos valores iniciais, pH mais
elevado e estavel, presenca de alcalinidade e maior produgdo de biogas).

No caso, o biometanizador 3 apresentava-se 0 mais promissor, pois, mesmo ndo produzindo metano, era o
sistema que gerava mais biogas e os resultados das analises fisico-quimicas do chorume indicavam maior
degradacdo da matéria organica do meio.

Os trés novos biometanizadores também eram tambores de leite (marca Milkan), mas agora com capacidade
total de 5 L. Foram adaptados para a saida e coleta de biogas, bem como para a entrada de substancias. Nao foi
feita nenhuma saida para o chorume e, portanto, ndo colocou-se meio drenante no fundo dos biometanizadores.

Além disso, ndo foi inserido termopar para a medicdo da temperatura, pois, durante a operagdo dos
biometanizadores de 50 L, verificou-se que a temperatura interna do sistema assemelhava-se a temperatura
ambiente. Assim, para manter uma temperatura mais estavel no interior dos biometanizadores de 5 L, colocou-
os dentro de uma estufa, cuja temperatura mantinha-se em torno de 30°C pelo uso de duas lampadas de 60 W.

Os biometanizadores de 5 L, além de conterem FORSU e serragem, foram todos inoculados, sendo as fontes de
indculo as seguintes:

ABES — Associacdo Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental 5



Congresso Brasileiro de B
EBE ﬁ Engenharia Sanitaria e fimbiental
Y a B de Outubra de 2015 | Rio de Janeiro | A) ABES

e biometanizadores ETE 1 e ETE 2 — inoculados com lodo de esgoto de reator UASB proveniente da
Estacdo de Tratamento de Esgoto Monjolinho, Sdo Carlos/SP, o mesmo utilizado nos
biometanizadores de 50 L 2 e 3;

e Biometanizador DACAR - inoculado com lodo granulado de reator UASB utilizado no tratamento de
dgua residuéria de avicultura, obtido na Avicola Dacar, Tieté/SP. Este lodo foi levemente batido em
liquidificador para facilitar sua homogeneizagao ao mistura-lo com FORSU e serragem.

A capacidade atil dos biometanizadores de 5 L foi de 70% (3,5 L) e as propor¢des de in6culo, FORSU e
serragem foram definidas a partir dos solidos totais volateis destes componentes (Tabela 5), 0 que permitiu
calcular a massa Umida de cada mistura afluente (Tabela 6).

Tabela 5: Porcentagem de sélidos totais e sdlidos volateis presentes nos componentes das misturas
afluentes dos biometanizadores de 5L.

Componentes das misturas afluentes ST (%) STV (%)
FORSU 11,04 94,92
Serragem 93,55 96,62
Lodo ETE 4,82 62,33
Lodo DACAR 2,72 70,97

Tabela 6: Caracterizacao dos biometanizadores de 5 L quanto a proporcao de cada residuo que compos
a massa afluente.

Massa de Massa de Massa de

Proporcéo

Biometanizador . . ) in6culo FORSU serragem
inoculo:FORSU:serragem (kg) (kg) (kg)
ETE 1 3:1:1 3,34 0,32 0,04
ETE 2 2:2:1 3,34 0,95 0,06
DACAR 2:2:1 3,14 0,57 0,03

Conforme os valores em massa da Tabela 6, os residuos foram pesados em balanga de precisdo de 2000 g
(Marca Digimed, modelo DG-2000), sendo que apés a mistura dos residuos, fez-se a medi¢édo do pH (pHmetro
de bancada Digimed, modelo DM-22) para acerta-lo para 7,5 caso fosse necessario.

Os valores de pH obtidos apds a mistura dos componentes séo apresentados na Tabela 7. Mesmo que o pH das
misturas estivesse préximo de 7,5, optou-se por adicionar dois alcalinizantes (bicarbonato de sédio - NaHCO;
e bicarbonato de potassio - KHCO,) para garantir um efeito tampao na partida dos biometanizadores (pH final
em torno de 7,5). Pelo fato das misturas apresentarem consisténcia mais liquida, os alcalinizantes foram
adicionados em po6, sem diluicdo em agua, apenas homogeneizando-0s a massa.

Tabela 7: Valores de pH das misturas afluentes dos biometanizadores e as respectivas quantidades de
alcalinizantes adicionadas antes da vedacéo.

Biometanizador pH NaHCO;(g) KHCO;(q)
ETE1 7,11 22,72 10,46
ETE 2 6,85 28,64 14,28

DACAR 7,25 16,90 10,56

Uma quantidade extra de mistura foi preparada para cada biometanizador como amostra para a caracterizagao
dos afluentes (Tabela 8).

Tabela 8: Caracteristicas dos residuos de entrada dos biometanizadores de 5 L.
DQO

Biometanizador (9O.kg™Y) ST (%) STV (%) U (%) Relagdo C/N
2.
ETE1 326,5 7,50 75,73 92,50 20,89
ETE?2 393,9 7,98 79,3 92,02 53,39
DACAR 4174 8,19 77,1 91,81 47,62
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Os biometanizadores foram vedados com silicone na tampa e operados por 78 dias.

ANALISES MICROBIOLOGICAS

Coleta das amostras

Para os biometanizadores de 50 L, a primeira coleta foi feita apds dois meses do inicio do experimento, a
segunda coleta ocorreu dois meses apds a primeira e a terceira coleta deu-se com o intervalo de um més da
segunda. As amostras da primeira e da segunda coleta foram somente chorume, enquanto que as amostras da
terceira coleta foram chorume e digestato. Quanto aos biometanizadores de 5 L, ndo houve coleta periddica de
chorume, sendo analisados somente o digestato ap6s a abertura, ao final do experimento. Para a analise de
PCR/DGGE, as amostras frescas foram centrifugadas e os pellets armazenados a — 20°C até o momento da
extracdo do DNA.

PCR/DGGE

Preparo e armazenamento das amostras

Amostra liquida

A cada coleta, aproximadamente 80 mL de chorume de cada biometanizador foram centrifugados nas seguintes
condi¢Bes: 7000 rpm, a 10°C, por 5 minutos (centrifuga 5804 R — Eppendorf). O sobrenadante resultante da
centrifugacdo foi descartado e o pellet armazenado a — 20°C até o momento da extragdo do DNA.

Optou-se por centrifugar 13 mL de amostra por vez até completar aproximadamente 80 mL (ao invés de
centrifugar os 80 mL de uma Unica vez), pois a concentragdo de sélidos no chorume era muito baixa e dessa
forma otimizava-se a obtencédo do pellet.

Para os inéculos (lodos da ETE e da DACAR), o procedimento de obtengdo de pellet foi o mesmo aplicado
para o chorume.

Amostra sélida

Ap06s a abertura dos biometanizadores de 50 L, 1 kg do material de saida (digestato) foi coletado e armazenado
em sacos plasticos a -20°C até o momento da extracdo de DNA. Antes da extracdo, as amostras foram
descongeladas em geladeira; em seguida, pesou-se aproximadamente 70 g de cada amostra e adicionou-se 50
mL de &gua destilada, misturando-se delicadamente. O objetivo deste procedimento foi obter uma solucéo
contendo os micro-organismos que estavam aderidos ao digestato.

A mistura foi coada com o auxilio de uma peneira, visando-se separar a fracdo sélida da liquida. Para obter o
pellet a ser utilizado na extracdo de DNA, centrifugou-se 13 mL da fracdo liquida a 7000 rpm, 10°C, por 5
minutos (centrifuga 5804 R — Eppendorf). O sobrenadante resultante da centrifugacéo foi descartado e o pellet
armazenado a — 20°C até o momento da extracdo do DNA. Diferente das amostras de chorume, esta quantidade
de fracdo liquida proveniente do digestato foi suficiente para a obtencdo do pellet, ndo sendo necessario repetir
a operagao.

Quanto ao digestato dos biometanizadores de 5 L, o procedimento realizado para a obtencdo do pellet
restringiu-se somente a centrifugacdo, pois o0s residuos finais destes biometanizadores apresentavam
consisténcia mais liquida devido a inoculagdo com lodo.

Extracdo de DNA
A extracdo de DNA das amostras foi realizada com o Kit Power Soil DNA lIsolation (MOBIO Laboratories,
Inc.), apropriado para remover interferentes da PCR, como, por exemplo, os &cidos himicos. Os
procedimentos efetuados foram basicamente os seguintes:
e Adicionou-se a amostra em um tubo contendo pequenos granulos submersos em uma solucao tampéo;
e Seguiu-se com a adicdo de reagentes fornecidos no Kit, homogeneizagBes rapidas e centrifugagdes,
permitindo a lise das células, a qual ocorre por processos quimicos e mecanicos;
e O DNA gendmico total foi entdo retido em uma membrana de silica. Apés ser lavado e eluido da
membrana, esta pronto para ser utilizado.

A metodologia aplicada foi a proposta no proprio Kit, apenas com algumas adaptacoes, conforme segue:
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1) Para pellet das amostras de chorume: pesou-se no minimo 0,10 g de pellet dentro do tubo PowerBead
(no protocolo original sugere-se pesar 0,25 g de amostra, contudo, devido a pequena quantidade de
amostra disponivel, testes de extracdo com 0,10 g foram realizados, obtendo-se sucesso);

Para pellet das amostras de digestato e de inoculos: devido a maior disponibilidade de amostra,
seguiu-se o protocolo original, pesando-se no minimo 0,25 g de pellet dentro do tubo PowerBead;

2) Misturou-se rapidamente no vortex;

3) Adicionou-se 60 pL da solugdo C1, misturarando rapidamente no vortex;

4) Os tubos foram presos horizontalmente com fita no VVortex Adapter para agitagéo.

Para amostras de chorume: agitou-se no Vortex Adapter por 10 minutos (foram testados os tempos
10, 15 e 20 minutos, sendo que o de 10 minutos foi suficiente para a massa minima de 0,10 g);
Para amostras de digestato: agitou-se no Vortex Adapter por 15 minutos (foram testados os tempos
10, 15 e 20 minutos, sendo que o de 15 minutos foi suficiente para a massa minima de 0,25 g);

5) Centrifugou-se os tubos a 10.000 rpm, por 30 segundos, a temperatura ambiente;

6) Evitando-se o pellet, transferiu-se 500 uL do sobrenadante para um tubo de 2 mL;

7) Adicionou-se 250 uL da solugdo C2:

e Vortex rapido (aproximadamente 5 segundos);
e incubacgdo a 4°C por 5 minutos;

8) Centrifugou-se os tubos a 10.000 rpm, por 1 minuto, a temperatura ambiente;

9) Evitando-se o pellet, transferiu-se 600 uL do sobrenadante para um novo tubo de 2 mL;

10) Adicionou-se 200 pL da solugdo C3:

e vortex rapido (aproximadamente 5 segundos);
e incubacdo a 4°C por 5 minutos;

11) Centrifugou-se os tubos a 10.000 rpm, por 1 minuto, a temperatura ambiente;

12) Evitando-se o pellet, transferiu-se 750 puL. do sobrenadante para outro tubo de 2 mL;

13) Adicionou-se 1200 pL da solugdo C4;

e vortex rapido (aproximadamente 5 segundos);

14) Transferiu-se 675 pL para o Spin Filter;

15) Centrifugou-se os tubos a 10.000 rpm por 1 minuto, a temperatura ambiente;

16) Descartou-se a solucdo que atravessou o filtro;

e Obs.: Repetiu-se por 3 vezes os trés itens anteriores.

17) Adicionou-se 500 pL da solugdo C5;

18) Centrifugou-se os tubos a 10.000 rpm, por 30 segundos, a temperatura ambiente;

19) Descartou-se a solucao que atravessou o filtro;

20) Centrifugou-se novamente os tubos & 10.000 rpm por 1 minuto, a temperatura ambiente;

21) Transferiu-se cuidadosamente o filtro para um tubo de 1,5 mL;

22) Adicionou-se 100 pL da solugdo C6 no centro da membrana do filtro, deixando por 1 minuto na
bancada;

23) Centrifugou-se os tubos & 10.000 rpm, por 30 segundos, & temperatura ambiente;

24) Descartou-se o Spin Filter;

25) Armazenou-se o conteldo restante (DNA extraido) a -20°C.

Quantificagdo de DNA total
A quantificacdo do DNA total extraido foi realizada em espectrofotdmetro (Nanodrop 2000), obtendo-se a
concentragdo de DNA em ng/uL e os valores das relagdes Axgorago € Azeor230 .
O procedimento adotado foi o seguinte:
1) Zerou-se o aparelho com 2 uL de solugdo tampao Elution buffer type 6 (GE Healthcare);
2) Apos limpar o aparelho, colocou-se 2 pL da amostra de DNA extraido, em temperatura ambiente.

Verificagcdo em gel de agarose

A integridade do DNA extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose 0,8% em TAE 1X. Utilizou-
se 2 uL de ladder (Hight DNA Mass Ladder) e 5 uL de DNA total extraido de cada amostra, corados com 0,7
uL de corante para DNA (Blue Green Loading Dye | — LGC Biotecnologia). A imagem do gel foi capturada e
visualizada sob luz UV pelo equipamento Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, USA).
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PCR/DGGE

PCR

A partir do DNA extraido das amostras dos biometanizadores, foram obtidos fragmentos do gene RNAr 16S
para o dominio Bacteria e Archaea, utilizando-se a técnica de PCR com primers homélogos as regifes
conservadas deste gene.

A PCR foi realizada com a enzima GoTag® Green Master Mix (Promega) e a reacdo foi padronizada para um
volume final de 50 pL, composto por:

e 25 uL de GoTag® Green Master Mix (Promega);

e 1 uL de cada primer (senso e anti-senso);

e 4L de DNA molde;

e 19 uL de agua nuclease-free.

Para o dominio Bacteria foi utilizado o set primer 968FGC — 1401R (NUBEL et al., 1996), sendo as reacoes
de amplificacdo realizadas em termociclador Mastercycler EP Gradient (Eppendorf). Para o dominio Archaea,
utilizou-se o set primer 1100FGC — 1400R (KUDO et al., 1997) com amplificacdo realizada no termociclador
GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer). As condi¢fes de tempo e temperatura das amplificagdes séo
apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9: Condic6es de tempo e temperatura que serdo aplicadas em cada etapa da reagdo em cadeia da
polimerase para os dominios Bacteria e Archaea.

CondicGes para o dominio CondicGes para o dominio
Etapgs da Ciclos Bacteria Archaea
amplificacéo Tempo Temperatura Tempo Temperatura
(min) (€] (min) (€]
Pre- 1 7 95 5 94
desnaturacio
Desnaturacéo 0,75 94 1 94
Anelamento 35 0,75 56 1 55
Extencao 1 72 1 72
Extenséo final 1 10 72 7 72
Resfriamento - - 4 - 4

A confirmacdo da dimensdo e integridade do produto da PCR foi feita através da separagdo dos fragmentos por
eletroforese em gel de agarose 1,2% em TAE 1X. Utilizou-se 5 pL de ladder (Universal DNA Ladder Kit -
KAPA) e 5 pL de cada amostra amplificada, corados com 0,7 pL de corante para DNA (Blue Green Loading
Dye | — LGC Biotecnologia). A imagem do gel foi capturada e visualizada sob luz UV pelo equipamento Eagle
Eye 11 (Stratagene, La Jolla, CA, USA).

DGGE

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de poliacrilamida 8% (massa/volume), em TAE 1X, com
gradiente linear de desnaturante (ureia e formamida) variando de 45 a 65%. A eletroforese foi realizada em
voltagem constante de 75 V e temperatura de 60°C durante 16 h. A imagem do gel foi capturada no
equipamento Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA, USA) com iluminagdo UV. O perfil de DGGE foi
analisado no software Bionumerics 3.5. O coeficiente de similaridade e dendrograma foram determinados pelo
coeficiente de Jaccard e algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method With Arithmetic Averages),
respectivamente. Ainda, foram obtidos os indices de diversidade de Shannon-Wiener (H) para os dominios
Bacteria e Archaea.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O emprego da biometanizagdo como destinacéo da fragcdo orgénica dos residuos sélidos urbanos seré viavel
guando resultar concomitantemente:
e no tratamento da FORSU, ou seja, na estabilizacdo da matéria orgénica (reducdo dos sélidos totais
voléateis) (CASSINI et al., 2003);
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e na produgéo~de biogas com potencial energético, isto é, com concentracdo de metano acima de 55%
(MAGALHAES, 1986).

Todos os biometanizadores operados no presente trabalho apresentaram reducdo de solidos totais volateis
guando comparados os valores de STV do material de entrada (substrato) com o material de saida (digestato)
(Tabela 10). Entretanto, nenhum deles apresentou metano na composicéo do biogas, exceto o biometanizador
ETE 2, para o qual registrou-se producdo de metano, mesmo que em concentra¢cdes abaixo daquelas que
possibilitam o aproveitamento energético do biogas (Figura 2).

Tabela 10: Porcentagem de remocao de sélidos totais volateis (STV) dos biometanizadoresde 50 L e 5 L
comparando-se 0 valor do STV de entrada com o valor do STV de saida.

Biometanizadores STVentrada (%0) STVsaida (%) Remocéo STV (%)
50 L (operados por 135 dias)
1 94,92 70,78 25,43
2 99,84 91,82 8,03
3 95,1 90,64 4,69
4 96,06 93,67 2,49
5 L (operados por 78 dias)
ETE 1 75,73 66,57 12,10
ETE 2 79,3 65,62 17,25
DACAR 77,1 61,49 20,25
100%
100% o
89.94%
5 9% 1
= , 73,98°
= 80% bl
§ 70%
S 56,69%
g2 60% ==
& 50% 4331%
-
= 4DD’EI
s
E 30% 24.02%
§ 20%
g 8.88%
~ 10% : : . - (o :
0% 0% 0% 0% (% mlgo, 0o 0% 0%
0% _/'J -—"1- 5 -—(I OJ —:—0
15 33 49 68

Tempo de operaciio (dias)

H2 mN2 mCH4 mCO2
Figura 2: Composi¢ao do biogas produzido no biometanizador ETE 2.

O cenério resultante dos parametros fisico-quimicos apresentados reflete, juntamente com as demais
caracteristicas do meio, a comunidade microbiana atuante em cada tratamento.

Em relacdo a diversidade de espécies do dominio Bacteria, os biometanizadores de 50 L apresentaram indice
de diversidade de Shannon-Wiener (H’) em torno de 3,14, enquanto que os biometanizadores de 5 L obtiveram
indices em torno de 2,82. Quanto a diversidade de arqueas, 0s maiores indices foram dos biometanizadores de

5 L, os quais situaram-se préximos a 2,66 contra uma média de 2,24 obtida pelos indices dos biometanizadores
de 50 L (Tabela 11).
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Tabela 11: Valores dos indices de diversidade (H’) de Shannon-Wiener referentes aos dominios Bacteria
e Archaea do material de saida (digestato) dos biometanizadores e dos lodos utilizados como inéculos.

. . indice de diversidade (H”) indice de diversidade (H’)
Biometanizadores e - .
Dominio Bacteria Dominio Archaea
50 L (digestato)
1 3,14 - %
2 3,13 2,21
3 3,23 2,27
4 3,05 -*
5 L (digestato)
ETE1 2,89 2,58
ETE 2 2,91 2,48
DACAR 2,65 2,92
In6culos
Lodo ETE 3,03 2,32
Lodo DACAR 2,74 2,84

* Observagdo: os biometanizadores 1 e 4 ndo possuem valores de H para o dominio Archaea pelo fato desses
tratamentos ndo apresentarem condigdes para o desenvolvimento de micro-organismos de tal dominio, além de
ndo terem sido inoculados inicialmente com lodo.

O conceito de diversidade de espécies pode ser entendido a partir do seguinte exemplo proposto por Barros
(2007): considerando-se duas comunidades diferentes, retira-se de cada uma delas uma amostra de 100
individuos; na primeira comunidade, esses 100 individuos estdo distribuidos em 10 espécies, sendo que cada
espécie apresenta 10 individuos; ja na amostra da segunda comunidade, também ha 10 espécies, porém uma
delas apresenta 55 individuos, enquanto que as demais espécies apresentam apenas 5 individuos. Ao realizar
uma amostragem ao acaso, a chance de retirar dois individuos que sejam de diferentes espécies é maior na
primeira comunidade do que na segunda, portanto a primeira é mais diversa que a segunda, pois apresenta uma
distribuicdo de individuos (abundéncia relativa) mais uniforme, apesar das duas comunidades possuirem a
mesma riqueza de espécies (10 espécies).

Embora as arqueas possam estar presentes em um sistema anaerdbio, apresentando diversidade dentro da
comunidade (Tabela 11), ndo h& garantia da producéo de metano (como ocorreu com os biometanizadores 2, 3,
ETE 1 e DACAR) e caso este gas seja produzido, pode estar em uma concentra¢do que inviabiliza o uso do
biogés para fins energéticos (como no caso do biometanizador ETE 2).

O indice de Shannon-Wiener representa a diversidade do dominio Archaea, o qual além de ser composto por
arqueas metanogénicas, também apresenta arqueas ndo-metanogénicas. Ou seja, o indice fornece um resultado
abrangente, sendo que para se obter informagdes especificas sobre a presenca de metanogénicas, poderiam ser
realizadas anélises de PCR em tempo real e de sequenciamento genético.

O lodo DACAR apresentou uma maior diversidade de arqueas que o lodo ETE (Tabela 11). Contudo, pode-se
dizer que a adaptabilidade do lodo ETE foi melhor que a do lodo DACAR a digestéo anaerébia da FORSU,
pois houve producdo de metano no biometanizador ETE 2, o qual apresentava as mesmas proporgdes de
in6culo/FORSU/serragem que o biometanizador DACAR (Tabela 6).

Ainda, pode-se notar na Figura 3, que o coeficiente de similaridade entre o biometanizador DACAR e a sua
respectiva fonte de indculo (lodo DACAR) € baixo quanto as arqueas (34%), podendo-se inferir que a maioria
das espécies de arqueas presentes no inéculo ndo encontrou um ambiente adequado para desenvolver-se. J& 0s
biometanizadores inoculados com lodo ETE apresentaram coeficientes de similaridade para arqueas de 44%
(ETE 1 e 2; digestato do biometanizador 3) e 64% (digestato do biometanizador 2) com seu respectivo inoculo
(Figura 3).
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Figura 3: Analise de Cluster (Jaccard, UPGMA) do perfil das bandas de DGGE dos fragmentos de
RNAr 16S para o dominio Archaea das amostras de inéculos (lodo ETE e DACAR) e de digestato dos
biometanizadores de 50 e 5L. Na referéncia de cada perfil (a direita), o primeiro nimero refere-se ao

biometanizador — 2 ou 3 e a letra “D” representa “digestato”.

Apesar das inferéncias mencionadas, vale ressaltar a importancia de realizar o teste de Atividade Metanogénica
Especifica (AME) (AQUINO et al., 2007) e o calculo do potencial metanogénico (PM) (TEIXEIRA et al.,
2009) para os indculos, auxiliando na escolha daquele que podera ter uma melhor adaptabilidade ao sistema.

Além de fornecer micro-organismos para a partida do biometanizador, o lodo também é uma fonte de
nutrientes e, principalmente, um elemento que auxilia no estabelecimento do efeito tampéo do sistema, pois
apresenta pH maior que o da FORSU (FORSTER-CARNEIRO et al., 2004). Um dos fatores que propiciaram
um ambiente favordvel ao desenvolvimento e atividade das metanogénicas no biometanizador ETE 2 foi a
manutencdo do pH do sistema quando comparado aos biometanizadores de 50 L (Tabela 12). Além das
arqueas metanogénicas serem mais sensiveis as condi¢fes adversas ou alteragdes no meio, também possuem
taxa de crescimento lenta, sendo que valores de pH inferiores a 6,8 favorecem as acidogénicas e prejudicam a
atividade das produtoras de metano, podendo levar a perda total do biometanizador (SOUZA, 1984).

Tabela 12: Valores de pH dos componentes do substrato e dos digestatos dos biometanizadores de 50 e

5L.
Componentes do substrato pH dos componentes do substrato
FORSU 4,67
Serragem 4,29
Lodo ETE 6,86
Lodo DACAR 7,82
Biometanizadores 50 L pH do digestato dos Biometanizadores 50 L
1 4,28
2 4,21
3 4,70
4 3,75
Biometanizadores 5 L pH do digestato dos Biometanizadores 5 L
ETE1 7,71
ETE 2 7,70
DACAR 7,82

A diversidade de bactérias foi maior no digestato que no chorume, demonstrando que a massa em digestéo
provavelmente apresenta um maior potencial para ser utilizada como inéculo de residuos frescos. Tal fato
pode ser verificado comparando-se, nos biometanizadores de 50 L, o valor do indice H’ do digestato (Tabela
11) com o valor do indice H’ do respectivo chorume, ambos coletados na amostragem final (135 dias de
operacdo) (Figura 4). Comparando-se a similaridade de espécies do dominio Bacteria entre digestato e
chorume, o chorume do biometanizador 4 (3? coleta) foi 0 que apresentou maior coeficiente de similaridade
com seu respectivo digestato (60%) (Figura 5), seguido pelo biometanizador 3, com 48% de similaridade entre
as espécies presentes no chorume (32 coleta) e no digestato.
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Ainda quanto ao dominio Bacteria, os digestatos dos biometanizadores 2 e 3 apresentaram um coeficiente de
similaridade de 66%, enquanto que os digestatos dos biometanizadores 1 e 4 obtiveram uma similaridade de
64% entre si. Quando comparados esses dois grupos (2 e 3; 1 e 4), verifica-se que a similaridade entre eles é
baixa (32%), principalmente devido ao fator inoculagdo no primeiro grupo (Figura 5).
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Figura 4: Caracterizacao do dominio Bacteria presente no chorume dos biometanizadores de 50 L pelo

indice de diversidade de Shannon-Wiener.
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Figura 5: Analise de Cluster (Jaccard, UPGMA) do perfil das bandas de DGGE dos fragmentos de
RNAr 16S para o dominio Bacteria das amostras de chorume e de digestato dos biometanizadores de 50
L. Na referéncia de cada perfil (a direita), o primeiro nimero refere-se ao biometanizador - 1, 2, 3ou 4

e 0 segundo nimero a coleta — 12 (1), 22 (2) ou 3?2 (3), sendo que a letra “D” representa “digestato”.
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CONCLUSOES

E possivel tratar a fracdo organica dos residuos sélidos urbanos e gerar metano a partir do processo de
biometanizacdo, porém, devido o processo envolver uma diversidade de micro-organismos que sao
interdependentes entre si, torna-se fundamental o conhecimento e entendimento da comunidade microbiana em
conjunto com as variaveis ambientais interferentes.

O lodo de esgoto de reator UASB é uma alternativa de indculo do processo de biometanizacdo, pois contém
uma comunidade microbiana diversificada, incluindo metanogénicas, com potencial adaptabilidade as
condicOes adversas da digestdo anaerdbia da FORSU, que se apresentam, sobretudo, na partida.

A prépria massa de residuos (digestato) que sai do biometanizador tem potencial para ser utilizada como
inéculo dos residuos frescos.
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