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RESUMO

Este estudo avaliou a influéncia do bioaumento da microbiota sobre o processo da
digestdo anaerobia de lixiviado de aterro sanitario. Foram construidos dois reatores
anaerobios em bateladas sequenciais, com biomassa autoimobilizada na forma de
lodo anaerébio proveniente da lagoa facultativa do Aterro Sanitario de Curitiba. Um
dos reatores foi inoculado com microrganismos tipicos, cultivados a partir do proprio
lixiviado de aterro sanitario. As eficiéncias na remocao das variaveis DQO, COD e N-
NHs; foram de, respectivamente, 40%, 70% e 20% para o reator sem inoculo, ou
reator Controle, e 60%, 75% e 21% para o reator inoculado, ou reator Teste. O
arraste de solidos, comum em sistemas em batelada, foi menor no reator Teste,
provavelmente devido ao aumento na quantidade de polissacarideo extracelular
(EPS) secretado pelos microrganismos inoculados. Sob microscopia eletronica de
varredura (MEV) foi possivel acompanhar a evolugdo dos biofiimes de ambos os
reatores por até 60 dias de operacédo. Foi constatado que o reator Teste apresentou
maior quantidade de EPS secretado, conferindo uniformidade a estrutura do seu
biofiime. Analises bioquimicas e moleculares confirmaram a presenca de
representantes das trés ordens metanogénicas nas amostras de lodo, com destaque
para as ordens Methanobacteriales, hidrogenotrofica e Methanosarcinales,
acetoclastica. Os resultados dos ensaios da atividade metanogénica especifica
(AME) das amostras de lodo nédo apresentaram diferenca significativa entre os
reatores, entretanto, houve aumento da AME ao longo do tempo (40 dias) para
ambos os reatores, indicando a maturacdo dos biofilmes. Foi realizado o perfil de
concentracbes de acidos organicos volateis (AGV) em um tempo de ciclo dos
reatores e o0s resultados indicaram o0 acetato como o AGV mais abundante na
digestdo anaerdbia do lixiviado. Na ultima etapa do estudo foram avaliadas as
eficiéncias de remocdo das variaveis COD e N-NH; nos reatores em batelada
alimentados com lixiviado com concentracdo de fosfato corrigida. A adicdo deste
macronutriente ndo favoreceu a remocdo da matéria organica ou do nitrogénio
amoniacal e nédo foi possivel afirmar, com base neste estudo, que o fésforo seja uma

espécie quimica limitante na digestao anaerobia do lixiviado de aterro sanitario.

Palavras-chave: digestdo anaerdbia, bioaumento, lixiviado de aterro sanitario, reator

anaerobio em bateladas sequenciais



ABSTRACT

This study evaluated the influence of microbiota bioaugmentation in the process of
anaerobic digestion of landfill leachate. Two anaerobic sequencing batch reactors
were constructed, with self-immobilizated biomass in the form of anaerobic sludge
from the facultative pond of the landfill in Curitiba. One of the reactors was inoculated
with typical microorganisms cultivated from leachate. The efficiencies in the removal
of the variables COD, DOC and NHs-N were, respectively, 40%, 70% and 20% for
the reactor without inoculum, or Control reactor, and 60%, 75% and 21% for the
reactor inoculated or Test reactor. The entrainment of solid, common in batch
systems, was lower in the Test reactor, probably due to the increased amount of
extracellular polysaccharides (EPS) secreted by the microorganisms inoculated.
Under scanning electron microscopy (SEM) was possible to follow the evolution of
biofilms in both reactors for up to 60 days of operation. It was found that the Test
reactor showed higher amount of EPS secreted, providing uniformity to the structure
of his biofilm. Biochemical and molecular tests confirmed the presence of
representatives of the three orders in methanogenic sludge samples, especially for
orders Methanobacteriales, hydrogenotrophic and Methanosarcinales, acetoclastic.
The results of specific methanogenic activity (SMA) of sludge samples showed no
significant difference between the reactors, however, there was an increase of SMA
over time (40 days) for both reactors, indicating the maturation of biofilms. The
concentration profile of volatile organic acids (VGA) in a cycle time of the reactors
was performed and the results indicated acetate as the most abundant VFA in
anaerobic digestion of leachate. In the last stage of the study, were evaluated the
removal rates of the variables COD and N-NHj; in batch reactors fed with leachate
that had phosphate concentration corrected. The addition of this macronutrient did
not favor the removal of organic matter and ammonia nitrogen and could not say,
based on this study, that phosphorus is the limiting chemical species in the anaerobic
digestion of landfill leachate.

Key-words: anaerobic digestion, bioaugmentation, landfill leachate, anaerobic

sequencing batch reactor
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1 INTRODUCAO

O uso de aterros sanitarios como destino final de residuos solidos gerados em
grandes centros urbanos apresenta algumas desvantagens, das quais destaca-se a
geracao do lixiviado, liqguido de composi¢cdo complexa e elevada toxicidade.

O lixiviado originado em aterros sanitarios apresenta cor escura e odor forte e
sua geracdo ocorre devido a lixiviagdo das substéncias presentes na massa de
residuos, resultado dos processos quimicos e biolégicos que ocorrem durante a
degradacdo da matéria organica. Entre os compostos potencialmente téxicos
presentes no lixiviado, a aménia é um dos principais contaminantes, pois, mesmo
em fase estavel da digestédo, sua concentracdo apresenta-se elevada.

Nos residuos decompostos no interior do aterro ocorrem reag¢des quimicas e
biolégicas complexas que envolvem varios grupos de microrganismos,
estabelecendo um consorcio microbiano. No lixiviado, ha pelo menos quatro fases
de decomposicdo mediadas por este consorcio: fase inicial aerébia, fase &acida
anaerodbia, fase metanogénica inicial e fase metanogénica estavel (KJELDSEN et al.,
2002).

Os microrganismos presentes na fase inicial aerébia e no inicio da fase 4cida
anaerdbia apresentam capacidade hidrolitica e sdo responsaveis pela secrecdo de
enzimas que promovem a quebra de polimeros organicos complexos em compostos
mais simples. Na fase acida anaerébia, que tém inicio apos a deplecdo completa do
oxigénio livre no meio, 0s microrganismos utilizam os compostos organicos simples
gerados e produzem &cidos organicos de cadeia curta, como os &cidos acético,
propidnico e butirico. Nas fases seguintes, metanogénicas, outros compostos
metilados sdo convertidos a acetato ou a gas carbdnico e metano pelas arqueas
acetoclasticas, além da conversédo do gas carbonico e do hidrogénio em metano e
agua, pelas arqueas hidrogenotréficas. Os dois grupos de arqueas presentes séo
dependentes de um terceiro grupo de microrganismos, as bactérias acetoclasticas
qgue convertem, ainda no final da fase acida anaerobia, outros acidos organicos de
cadeia curta gerados em acetato e hidrogénio.

Todos os grupos envolvidos no processo de estabilizagdo da matéria organica
dos residuos do aterro e do lixiviado gerado encontram-se fortemente vinculados por

uma relacdo mutualistica, isto é, a nutricdo adequada de uma espécie depende dos
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metabdlitos gerados por outra espécie da microbiota. O equilibrio, neste tipo de
relacdo, é fundamental para a manutencao das populacdes microbianas.

Em meio livre de contaminantes, as relacbes entre 0S microrganismos
consorciados ocorrem de forma equilibrada. Entretanto, a presenca de elevada
carga organica e/ou compostos toxicos no meio inibe um ou mais grupos do
consorcio, o que gera desequilibrio nos processos, isto porque, 0S microrganismos
constituintes apresentam metabolismos e tempos de geracdo diferentes. Por
apresentarem tempo de geracdo mais longo e metabolismo mais lento que os
demais microrganismos, as arqueas metanogénicas sao consideradas como
organismos limitantes dos processos anaerobios de estabilizagdo da matéria
organica (MUSSATI et al., 2005).

Desta forma, visando elucidar se o metabolismo mais lento das arqueas pode
ser o fator limitante da digestdo anaerdbia do lixiviado de aterro sanitario, o presente
trabalho propbs a avaliacdo dos processos de estabilizacdo da matéria organica,
geracdo de metano e desenvolvimento do biofilme, em reator em bateladas
sequenciais, com biomassa autoimobilizada na forma de lodo anaerébio, com e sem
in6culo de microrganismos metanogénicos cultivados. Na sequéncia do estudo, a
adicdo de fésforo ao lixiviado utilizado para a alimentacdo dos reatores pretendeu
avaliar se este nutriente pode agir como fator limitante do crescimento da biomassa
e da utilizacdo do fon NH;" como fonte de nitrogénio pelos microrganismos

consorciados presentes na digestdo anaerobia.
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OBJETIVOS

1.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a influéncia do bioaumento da microbiota sobre o processo de

digestdo anaerobia de lixiviado de aterro sanitario.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o desenvolvimento desta pesquisa as seguintes atividades foram

realizadas:

e Cultivar o(s) microrganismo(s) melhor adaptado(s) ao meio de lixiviado
bruto de aterro sanitério;

» Auvaliar a estabilizacdo da matéria organica no lixiviado de aterro sanitario
alimentado em reator anaerdbio em bateladas sequenciais com biomassa
autoimobilizada e inoculado com o(s) microrganismo(s) selecionado(s);

* Avaliar a evolugdo da atividade metanogénica em reator anaerobio em
bateladas sequenciais com biomassa autoimobilizada e inoculado com o0(s)
microrganismo(s) selecionado(s);

» Avaliar a estabilizacdo da matéria organica apos adicdo de fosfato ao
lixiviado de aterro sanitario alimentado em reator anaerObio em bateladas
sequenciais, com biomassa autoimobilizada e inoculado com o(s) microrganismo(s)
selecionado(s);

« Avaliar a variacado na concentracao de nitrogénio amoniacal apés adicao de
fosfato ao lixiviado de aterro sanitario alimentado em reator anaerdbio em bateladas
seguenciais, com biomassa autoimobilizada e inoculado com o(s) microrganismo(s)

selecionado(s).
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2 REVISAO DA LITERATURA

Neste capitulo serdo apresentadas, com base em literatura recente,
informacdes sobre o lixiviado de aterro sanitario (composi¢cdo quimica e biolégica);
etapas do processo de digestdo anaerObia e caracteristicas morfologicas e
fisiol6gicas dos grupos metanogénicos presentes em processos de digestdo

anaerobia.

2.1 GERACAO E COMPOSICAO QUIMICA DO LIXIVIADO DE ATERRO
SANITARIO

O lixiviado de aterro sanitario € um liquido de coloragdo escura e odor forte
associado a grande quantidade de nitrogénio amoniacal presente no meio
(VIGNERON et al., 2007; BOHDZIEWICZ et al., 2008; RENOU et al., 2008). Esta
agua residuaria é gerada devido a lixiviagdo das substancias presentes na massa de
residuos, resultado dos processos quimicos e biolégicos que ocorrem durante a
degradacdo dos residuos aterrados (CHRISTENSEN e KJELDSEN, 1989;
CHRISTENSEN et al.,, 1994; CHRISTENSEN et al., 2001; BERTAZOLLI e
PELLEGRINI, 2002).

O processo de compactacdo dos residuos sélidos domésticos, associado a
biodegradabilidade que ocorre em aterros, torna o sistema um ambiente biol6gico
anaerobio, com caracteristicas similares entre aterros (KJELDSEN et al., 2002).
Entretanto, a biodegradabilidade do lixiviado diminui a medida que ele se torna mais
estavel, isto €, com grande parte do carbono organico do meio na forma de
compostos altamente refratarios (HAMADA e MATSUNAGA, 2000).

A composicdo quimica de lixiviados gerados em aterros que recebam
residuos municipais e de pequenos geradores, ou seja, Sem compostos quimicos ou
biologicos de elevada periculosidade, pode ser dividida em quatro grupos principais
(CHRISTENSEN et al.,1994; CHRISTENSEN, 2001; KJELDSEN et al.,, 2002):
matéria organica dissolvida; macrocomponentes inorganicos; compostos
xenobidticos e metais pesados.

Morais e Zamora (2005) caracterizaram quimicamente o lixiviado gerado no

aterro sanitario de Curitiba e identificaram os componentes mais expressivos em
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termos de concentracéo, conforme apresentado na Tabela 2.1.

TABELA 2.1 - COMPOSICAO QUIMICA MEDIA DO LIXIVIADO GERADO NO
ATERRO SANITARIO MUNICIPAL DE CURITIBA

Variaveis Valores* Variaveis Valores*
pH 8,4 (0,1) Enxofre 316 (23)
DQO 5.200 (27) Magnésio 9,4
DBO 720 (81) Ferro 13,2
TOC 1.058 (2,7) Manganés 0,29
Cloretos 2.590 (95) Cromo 0,45
CaCOs3’ 1.240 (45) Cobre 0,36
Fosforo Total 11,3(0,7) Chumbo 0,28
Nitrogénio Amoniacal 1.200 (42) Mercurio 0, 001
Sédio 1.512 (47) Niquel 1,42
Potéassio 1.480 (3.5) Zinco 1,06

*Valores em mg/L, exceto pH
Valores em () apresentam o desvio-padrao
FONTE: Morais e Zamora (2005)

Os valores apresentados na Tabela 2.1 caracterizam o lixiviado do aterro
sanitario de Curitiba como um residuo de baixa biodegradabilidade (relacdo
DBO/DQO inferior a 0,3) e com elevada carga de macrocomponentes inorganicos,
como cloretos e nitrogénio na forma amoniacal, NH;* ou NHs;. A seguir s&o
apresentados 0s principais compostos quimicos presentes no lixiviado de aterro
sanitario que podem exercer influéncia no processo da digestdo anaerdébia.

2.1.1 Matéria organica dissolvida

A matéria organica dissolvida presente no lixiviado bruto de aterro sanitario
pode ser quantificada na forma da demanda quimica de oxigénio (DQO), acidos
organicos volateis (AGV) ou compostos recalcitrantes como &cidos humicos e
falvicos (KJELDSEN et al., 2002). Trata-se, portanto, de uma variavel que abrange
uma grande quantidade de produtos da degradacdo organica, desde compostos de
pequena massa molecular, como os AGV, até compostos refratarios de alta massa
molecular, como os &cidos humicos e fulvicos (CHIAN e DEWALLE, 1977).

Estudos indicam que, no lixiviado, durante a fase acidogénica, mais de 95%

do carbono organico dissolvido (COD) encontra-se na forma de AGV e apenas 1,3%
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na forma de compostos de alta massa molecular (HARMSEN, 1983; FRIMMEL e
HEISS, 1991). Para a fase metanogénica, os valores das concentracbes de AGV sao
muito baixos e até 60% do COD pode ser encontrado na forma de compostos
refratarios (HARMSEN, 1983; ARTIOLA-FORTUNY e FULLER, 1982).

Desta forma, a andlise da concentracdo da matéria organica dissolvida pode
indicar a etapa em que a digestao anaerdbia se encontra além de avaliar a eficiéncia

do tratamento aplicado na remoc¢&o de compostos organicos.

2.1.2 Macrocomponentes inorganicos

Entre os macrocomponentes inorganicos presentes no lixiviado de aterro
sanitario, de importancia para o processo da digestdo anaerdbia, destacam-se o
nitrogénio amoniacal e o fésforo. Ambos sdo nutrientes essenciais para as
populacdes microbianas envolvidas no processo biolégico de tratamento de
efluentes. Porém, sua presenca em concentracbes elevadas, pode apresentar
carater inibidor ou, por outro lado, quando muito baixas, pode apresentar-se como
fator limitante para o processo (MCCARTY e MCKINNEY, 1961; MCCARTY, 1964;
CHERNICHARO, 2007).

2.1.2.1 Nitrogénio amoniacal

A ambnia é produzida durante a hidrélise das proteinas presentes nos
residuos e seu acumulo é uma das principais causas do desequilibrio dos processos
de digestdo anaerdbia no lixiviado de aterro sanitario (EHRIG, 1983, JARREL e
SAULNIER, 1988, GALLERT et al., 1998).

A persisténcia da amoénia no meio, mesmo depois de elevado tempo de
estabilizacdo do lixiviado, levou diferentes autores a considera-la como o poluente
mais persistente presente neste tipo de efluente (EHRIG, 1983; JARRELL e
SAULNIER, 1988; GALLERT et al., 1998; KRUMPELBECK e EHRIG, 1999;
VIGNERON et al., 2005; VIGNERON et al., 2007).

Um estudo desenvolvido por Ehrig (1988), em aterros sanitarios da Alemanha,
concluiu ndo haver diferenca significativa na concentracdo do nitrogénio amoniacal
presente nas fases acidogénica e metanogénica da digestdo anaerdbia.
Posteriormente, Kumprelbeck e Ehrig (1999), estudando 50 aterros sanitarios

alemaes com diferentes idades, constataram ndo haver decréscimo significativo na
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concentracdo de amonia mesmo apos 30 anos de atividade do aterro.

A toxicidade da amobnia e sua interferéncia na digestdo anaerdbia sao
dependentes de algumas variaveis, entre elas o pH. Em valores de pH elevado
(acima de 9), pelo menos 50% do nitrogénio amoniacal encontra-se na forma livre
NHs, 0 que eleva a toxicidade do meio (LAY et al., 1998). A amdnia, como NH3, pode
ser transportada passivamente para o interior celular, desnaturando proteinas no
interior da membrana dos microrganismos (VIGNERON, 2007). Entretanto, apesar
da sua elevada toxicidade e inducdo ao baixo metabolismo de alguns
microrganismos quando em concentracdes superiores a 1500 mg.L™, o nitrogénio
amoniacal na forma de ion NH4" é utilizado como principal fonte de nitrogénio para
muitas espécies presentes na digestdo anaerdbia (BOONE e CASTENHOLZ, 2001;
CHERNICHARO, 2007).

Vigneron e colaboradores (2005) atribuiram a variacdo da eficiéncia de
degradacdo de residuos solidos e liquidos durante processos biologicos de
tratamento a variagcdo da concentracdo de amonia presente nestes meios. Enquanto
alguns microrganismos podem encontrar-se aclimatados a um meio com elevada
concentracdo de amonia, outros devem passar por uma fase de adaptacéo
utilizando gradual aumento deste composto (BORJA et al., 1996).

Lay e colaboradores (1997), estudando espécies metanogénicas na faixa de
pH 6,5-8,5 e sob influéncia de crescente concentracdo de nitrogénio amoniacal,
constataram que nas faixas de concentracdo entre 1670 mg.L'l e 3620 mg.L'l; 4090
mg.L" e 5550 mg.L™ e acima de 5880 mg.L" houve, respectivamente, queda de
10%, 50% e 100% na atividade metanogénica. Ainda neste estudo, os resultados
mostraram que, quando a concentracdo de aménia livie NH; superou 500 mg.L™
houve queda considerdvel no ndamero de microrganismos metanogénicos.
Entretanto, nem todas as espécies metanogénicas sédo afetadas da mesma forma.
Borja e colaboradores (1996) constataram que espécies metanogénicas
acetoclasticas sdo mais fortemente inibidas pela presenca de elevadas
concentracbes de amébnia no meio do que as espéecies metanogénicas
hidrogenotroficas. Outros autores j& haviam constatado que a producdo de metano a
partir do acetato diminui consideravelmente em relacdo a producdo de metano
utilizando o hidrogénio como substrato, quando em presenca de concentracbes
potencialmente toxicas de amoénia (SPROTT e PATEL, 1986; WIEGANT e ZEEMAN,
1986).
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Estudando a influéncia da concentracdo de amonia na atividade
metanogénica, Vigneron e colaboradores (2007) utilizaram reatores estaticos
contendo concentracdes crescentes de aménia de 0,8 g.L;1,4g.L% 23 gL 4,4
gL e 86 gL’ Em seus estudos, o inicio da fase metanogénica utilizando
concentracdo de 2,3 g.L* com microrganismos metanogénicos previamente
adaptados a esta condic¢édo, foi similar ao observado em concentragdes mais baixas
(0,8 gL e 1,4 g.L") sem adaptacdo. Este resultado reforca afirmacées de outros
autores, que também haviam concluido em estudos anteriores que o0s
microrganismos podem e devem ser aclimatados previamente quando em condi¢gbes
de elevada toxicidade (DEBAERE et al., 1984; OMIL et al.,1995; LAY et al., 1997).

2.1.2.2 Foésforo

Sabe-se, da ecologia populacional, que o crescimento de um ser vivo €&
dependente tanto da quantidade de alimento disponivel quanto da presenca de
macronutrientes. O fosforo, na forma de sua espécie biodisponivel (fosfato), € um
dos principais macronutrientes exigidos para o metabolismo dos microrganismos,
assim como o0 nitrogénio. Entretanto, este elemento pode ser o fator limitante dos
processos metabdlicos do consorcio microbiano.

Lixiviados de aterro sanitario contém altas concentracbes de proteinas e
acidos voléateis produzindo biomassa de baixo coeficiente de producéo celular (KLET
et al., 2005). Por outro lado, a concentracdo de fosfato €, em média, bastante baixa
(MORAIS e ZAMORA, 2005). Para contornar esta limitacdo, em sistemas de
digestdo anaerdbia de efluentes contendo baixas concentracdes deste nutriente
(BAERE et al., 1984; BRUMMELER et al., 1986) pode-se adicionar fontes potenciais
de fosfato como, por exemplo, o esgoto doméstico.

De acordo com Lettinga et al. (1996), no processo de digestdo anaerdbia
assume-se a relagdo DQO: N: P de 1.000: 5: 1 como adequada para o crescimento
microbiano, considerando-se biomassa com baixo coeficiente de producao celular
(Y~0,05 gSSV/gDQO). Desta relacao, estima-se que 30% da concentracao obtida a
partir da DQO sejam de carbono organico, ou seja, C: N: P igual a 330: 5: 1.

Desta forma, a relacdo acima pode ser utilizada adequadamente para

equilibrar as exigéncias nutricionais da microbiota presente neste tipo de residuo.
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2.1.2.3 Sais inorganicos

A presenca de sais inorganicos em lixiviado de aterro sanitario deve ser
avaliada. Desta forma € possivel monitorar provaveis fontes de interferéncia no
processo da digestdo anaerObia. Por exemplo, sais de cloreto existem em
concentracOes elevadas no lixiviado, entretanto, anions exercem baixa influéncia no
processo da digestdo anaerdbia, sendo, inclusive, vantajosos para uso como
antagonistas a elevadas concentragcbes de sodio e potassio (KUGELMAN e
MCCARTY, 1965). Entretanto, algumas metodologias de analise de matéria organica
como, por exemplo, o método do refluxo aberto para analise da DQO, sofrem
interferéncia positiva na presenca de cloretos (APHA, 1998). Nestes casos deve-se
proceder a adicdo de sulfato de mercurio nas amostras para reduzir a interferéncia
daquele ion.

Outros sais presentes em concentragdes consideraveis no lixiviado sdo os
sais de sulfeto. Sob valores de pH elevados (acima de 8), encontram-se sob a forma
dissociada (HS’), menos toxica. A toxicidade do H,S decresce com o aumento da
DQO do afluente, devido & maior producéo de CH4. Uma relacdo DQO/SO,? maior
do que 10 indica que nao ocorrerdo problemas de toxicidade com sulfeto durante a
digestdo anaerdbia (CHERNICHARO, 2007).

Para os ions sodio e potassio, as concentracdes consideradas inibidoras
encontram-se acima de 4.000 mg.L™* (MCCARTY, 1964). Os valores observados
para sodio e potassio em lixiviado de aterro sanitario encontram-se, em média,
abaixo deste valor, considerado como inibidor (MORAIS e ZAMORA, 2005).

2.2 COMPOSICAO MICROBIANA DO LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO

A microbiota de ambientes contaminados € formada por microrganismos
altamente adaptados a composicao quimica do meio, incluindo compostos inibidores
ou cujas concentracdes sao toxicas (GILLER et al., 1998).

Se comparada a outros efluentes de carga poluente similar, a populacao
microbiana em lixiviado de aterro sanitario é altamente diversificada (EDUARDO,
2007). Além das bactérias acidogénicas e das arqueas metanogénicas, tambéem
estdo presentes bactérias patogénicas (coliformes termotolerantes), bactérias
redutoras de sulfato e bactérias desnitrificantes (CHRISTENSEN et al., 2001;
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VAZZOLLER et al.,, 2001). O Quadro 2.1 apresenta alguns exemplos de grupos

microbianos comumente encontrados em residuos em degradacao e efluentes.

Microrganismo Espécies Representativas

Achromobacter sp., Alcaligenes sp., Arthrobacter sp.,
Bacterias heterotroficas Bdellovibrio sp., Citromonas sp., Flavobacterium sp.,

Mycobacterium sp., Pseudomonas sp., Zooglea ramigera

Beggiatoa sp., Flexibacter sp., Geotrichum sp.,
Bactérias Filamentosas Leucothrix sp., Microthrix parvicela, Nocardia sp.,

Nostocoidia limicola, Spaherotillus natans, Thiothrix sp.

Bactérias nitrificantes Nitrobacter sp., Nitrosomonas sp.

Clostridium sp., Acetivibrio cellulolyticus, Bacteroides

Bactérias envolvidas na hidrélise e succinogenes, Butyrivibrio fibrisolvens, Eubacterium

acidogénese cellulosolvens, Bacillus sp., Selemonas sp.,

Megasphaera sp., Lachnospira multiparus, Peptococcus

anaerobicus, Bifidobacterium sp., Staphylococcus sp.

Syntrophomonas wolinii, S. Wolfei, Syntrophus buswellii,
Bactérias envolvidas na acetogénese Clostridium bryantii, Acetobacterium woddii, Desulfovibrio

sp., Desulfotomaculum sp.

Arqueas envolvidas na metanogénese )
o Methanosaeta sp., Methanosarcina sp.
acetoclastica

Arqueas envolvidas na metanogénese | Methanobacterium  sp.,  Methanobrevibacter  sp.,

hidrogenotréfica Methanospirillum sp.

QUADRO 2.1 - GRUPOS MICROBIANOS COMUMENTE PRESENTES EM

RESIDUOS SOB PROCESSO DE DEGRADACAO
FONTE: Vazzoller et al (2001)

Huang e colaboradores (2002) estudaram a filogenia das populacdes
metanogénicas presentes no lixiviado de um aterro sanitario desativado na provincia
de Guangdong, China. Neste estudo foram utilizadas sondas marcadoras do gene
16S RNA ribossomal para identificar membros da comunidade metanogénica em
uma célula do aterro sanitario com recirculacéo de lixiviado. Os resultados indicaram
baixa concentracéo relativa de arqueas no meio (2% do 16S rRNA total extraido das
amostras) com predominancia do género Methanospirillum, um grupo de
microrganismos metanogénicos hidrogenotroficos. A segunda maior populacéo
metanogénica encontrada pertencia ao género Methanosaeta, microrganismos

acetoclasticos. A presenca de Methanosaeta € indicativa de um lixiviado mais antigo
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e estabilizado, pois estes microrganismos caracterizam-se por serem sucessores na
ocupacao de micronichos em diferentes habitats (ZINDER et al., 1984).

A utilizacdo dos genes 16S rRNA (i.e., 16S rDNA) em analises populacionais
de procariotos em amostras ambientais baseia-se no fato de que estes genes
apresentam algumas regides altamente conservadas, isto €, idénticas em sequéncia,
a todos os procariotos e, a0 mesmo tempo, regides de sequéncia Unica, comuns a
um mesmo género ou espécie (SOGIN et al., 1972; PECHMAN e WOESE, 1972).
Desta forma, torna-se possivel a construcdo de “primers universais” para
determinados grupos filogenéticos e a amplificagdo do segmento de DNA comum
neste grupo pela técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (LIESACK et
al., 1991; REYSENBACH et al., 1992; SUZUKI e GIOVANNONI, 1996; ZUMSTEIN et
al., 2000). Pode-se ainda, utilizando como marcador o gene 16S rRNA, utilizar
sondas fluorescentes que possam hibridizar com o DNA de um grupo alvo, no caso,
uma ordem, familia ou género metanogénico (BURGRAFF et al. 1994; RASKIN et
al., 1994; SEKIGUCHI et al., 1999; MARCHESI et al., 2001; FERNANDEZ et al.,
2008).

Muitas outras técnicas utilizando ferramentas da biologia molecular podem ser
aplicadas na Engenharia Sanitaria para identificacdo das espécies microbianas
presentes e monitoramento dos processos bioldgicos, incluindo a PCR em tempo
real (Q-PCR) e a técnica do RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de
Restricdo) (EARL et al., 2003). Atualmente, ha a possibilidade de se desvendar a
composi¢cdo microbiana de um efluente com muito mais acuracidade do que era
possivel com somente o0 uso de técnicas microbiolégicas classicas de cultivo e

microscopia optica.

2.3 DIGESTAO ANAEROBIA EM ATERROS SANITARIOS

A digestdo anaerdbia pode ser definida como uma sequéncia de processos
metabdlicos complexos que ocorrem durante a oxidacdo da matéria organica em
ambientes anaerébios (MCCARTY, 1964). Estes processos metabolicos sé&o
conduzidos por, no minimo, trés grupos distintos de microrganismos: bactérias
fermentativas e/ou acidogénicas, bactérias acetogénicas (ou sintroficas) e arqueas
metanogénicas. A seguir sdo descritas as etapas da digestdo anaerObia em um

aterro sanitario, o nicho ecolégico ocupado pelos microrganismos em cada uma
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destas etapas e a formacéo e maturacdo de um biofilme anaerdbio.

2.3.1 Etapa hidrolitica ou acidogénica

As etapas de hidrolise e acidogénese tém inicio logo apds a deplecéao
completa do oxigénio dissolvido do meio, 0 que para um aterro sanitario ocorre em
poucos dias (KJELDSEN et al., 2002). Sdo conduzidas por diversas espécies de
bactérias hidroliticas. As espécies hidroliticas tém a capacidade de secretar
hidrolases no meio, conduzindo a quebra de polimeros em subunidades menores e
mais biodisponiveis (GHALY, 1996; WATNICK e KOLTER, 2000).

A producéo de acidos organicos ocorre, nesta fase, devido ao grande nimero
de espécies hidroliticas que produzem acidos organicos de cadeia curta como
produtos finais da fermentacdo, que € a via metabdlica utilizada por estas espécies
guando em anaerobiose. Os acidos organicos de cadeia curta sdo mais conhecidos
na literatura como acidos graxos volateis (AGV), apesar de possuirem pontos de
ebulicdo sob pressdo atmosférica superiores ao da agua, ndo sendo, portanto,
facilmente volatizaveis (CHERNICHARO, 2007). Os principais AGV produzidos em
um processo de digestdo anaerdbia sdo o acido formico, o acido acético, o acido
propibnico e o &cido butirico (MCCART e MCKINNEY, 1961; MCCARTY, 1964;
GHOSH et al., 1975).

A producédo de grande quantidade de AGV conduz a reducgéo do pH durante a
etapa acidogénica. O pH acido torna o efluente quimicamente agressivo e pode levar
a solubilizacdo de diversos compostos. O acumulo destes acidos em sistemas de
tratamento anaerdbio de efluentes reflete o desequilibrio do consércio microbiano
responsavel pelo processo de estabilizacdo da matéria organica (MCCARTY e
MCKINNEY, 1961). Isto porque, a microbiota em processos anaerébios encontra-se
fortemente vinculada, metabolicamente e também estruturalmente, a agregados que
constituem o biofilme microbiano (COSTERTON et al.,, 1994; COSTERTON et al.,
1999; DAVEY e O'TOOLE, 2000; WATNICK e KOLTER, 2000; LIU e TAY, 2002).
Uma densa camada de substancia polissacaridica extracelular (EPS) forma a matriz
do biofilme e confere estabilidade e resisténcia a este consorcio microbiano
altamente especializado (WATNICK e KOLTER, 1999, FANG et al., 2000; TOLKER-
NIELSEN et al., 2000; WATNICK e KOLTER, 2000).

Estudos utilizando sondas de hibridizacdo 16S rRNA colocam os
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microrganismos acidogénicos na regido mais externa dos biofilmes (DORE et al.,
1998; MANZ et al., 1999, ARAUJO et al., 2000). Os produtos metabdlicos deste
grupo devem, entdo, percorrer canais de circulacdo no interior do biofilme, tornando-
se disponiveis para os demais microrganismos do consércio (COSTERTON et al.,
1994; MANZ et al., 1999; WIMPENNY et al., 2000). Portanto, para que ndo haja
caréncia de nutrientes a determinados grupos ou saturacdo do meio com metabolitos
em excesso nao degradados, o equilibrio entre as populacbes acidogénicas,
acetogénicas e metanogénicas deve ser mantido (COSTERTON et al., 1994; DAVEY
e O'TOOLE, 2000).

Os microrganismos acidogénicos apresentam baixo tempo minimo de
geracdo, muito provavelmente porque possuem reacdes termodinamicamente mais
favoraveis do que os demais grupos de microrganismos, o que se reflete em taxas
de crescimento mais elevadas (CHERNICHARO, 2007). Quando estes
microrganismos encontram-se em cultivo, alguns antibiéticos podem gerar zonas de
inibicdo, entre eles cloranfenicol, bacitracina e vancomicina (HANCOCK e FITZ-
JAMES, 1964; STEVENS et al., 1987).

2.3.2 Etapa acetogénica

Concomitantemente a produgcdo de AGV, durante a digestdo anaerobia em
aterros sanitarios, ocorre a conversdo dos acidos organicos intermediarios (e.g.
acido propidnico e acido butirico) em acetato, hidrogénio e gas carbbnico. Esta
capacidade metabolica € exclusiva de um grupo de bactérias acetogénicas que
podem ser de dois tipos: consumidoras de hidrogénio, no processo de conversao de
bicarbonato em acetato, e produtoras obrigatorias de hidrogénio, conhecidas pela
sua sigla do inglés (OHPA) (LETTINGA et al., 1996). As acetogénicas OHPA devem
existir em relacdo sintrofica com as arqueas metanogénicas acetoclasticas e
hidrogenotroficas (GUJER e ZENDER, 1983). Desta forma, a pressao parcial de
hidrogénio no meio € mantida baixa, assim como a concentracdo de acetato, o que
favorece estas reag0es acetogénicas de conversao (LETTINGA et al., 1996).

As reacOes acetogénicas mediadas pelas OHPA sao termodinamicamente
desfavoraveis e necessitam das reacdes metanogénicas para que ocorram. A
energia final gerada pela reacdo global deve ser dividida pelo consércio de

microrganismos envolvidos nesta etapa, isto € acetogénicos, metanogénicos
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acetoclasticos e metanogénicos hidrogenotréficos, o que leva a uma baixa taxa de
crescimento destes grupos de microrganismos, principalmente em comparagao com
0S microrganismos acidogénicos (SCHINK, 1997).

Estruturalmente, os acetogénicos ocupam a camada intermediaria no biofilme,

juntamente com os metanogénicos hidrogenotréficos (HARMSEN et al.,1996).

2.3.3 Etapa metanogénica

A etapa metanogénica em aterro sanitario pode ser dividida em duas fases
distintas: fase metanogénica inicial e fase metanogénica estavel ou estabilizada
(KJELDSEN, 2002). Ambas sao conduzidas por arqueas metanogénicas, um grupo
amplo e diverso, com integrantes que compartiiham a capacidade exclusiva de
produzir metano como principal produto metabdlico (WHITMAN et al., 2006).

A fase metanogénica inicial comegca com as primeiras concentracdes
mensuraveis de metano no meio. Durante esta fase, acetato, hidrogénio e outros
compostos metilados produzidos pelos microrganismos acidogénicos e acetogénicos
sdo convertidos em metano e gas carbonico ou metano e agua, dependendo do
substrato utilizado (JERIS e MCCARTY, 1965; MCCARTY, 1966; GHALY, 1996). No
processo de degradacdo da matéria organica, a capacidade de utilizar acetato ou
hidrogénio como aceptores finais de eletréns diferencia os metanogénicos em dois
grupos principais: acetoclasticos e hidrogenotroficos, respectivamente. Uma terceira
via pode ainda ser utilizada por alguns grupos de metanogénicos hidrogenotroficos,
principalmente quando ha baixa atividade dos metanogénicos acetoclasticos, com
consequente baixa producdo de gas carbodnico (FINKE et al., 2003). Trata-se da via
metilotrofica, em que compostos metilados (metanol, metilamina, dimetilamina,
trimetilamina) sao utilizados como substrato, produzindo gas carbdnico, metano e,
no caso das metilaminas, amonia (VICH, 2006).

Durante a fase metanogénica estabilizada a producéo de metano atinge seu
valor maximo e diminui logo apés a deplegcédo da quantidade de &cidos carboxilicos
no meio (KJELDSEN, 2002). Nesta fase, os valores observados para a DQO séo,
em grande parte, devido aos compostos recalcitrantes presentes, como acidos
falvicos e humicos (BARLAZ e HAM, 1993; CHRISTENSEN et al., 1994). O lixiviado
de aterro sanitario permanece na fase metanogénica estavel durante décadas e, até

0 presente momento, ndo foram detectadas fases posteriores nos aterros
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monitorados por até 30 anos (CHRISTENSEN et al, 1998).

Em relacdo a composicdo do biofilme, a camada de metanogénicos foi
descrita como a mais interna ao biofilme e espacada por amplos canais (MACLEOD
et al., 1990; COSTERTON et al., 1994; MANZ et al.,1999; WIMPENNY et al., 2000).
Entretanto, microrganismos acetoclasticos e hidrogenotréficos também divergem em
relagdo a sua posi¢cdo no biofilme microbiano da digestdo anaerdbia. Enquanto os
acetoclasticos, representados principalmente pela espécie Methanosaeta sp.,
encontram-se na camada mais interna do biofime (MACLEOD et al.,1990), os
hidrogenotroficos ocupam as camadas intermediarias, juntamente com as
populacdes de bactérias acetogénicas (UPTON et al., 2000).

Por apresentarem tempo de geracdo mais longo que o0s demais
microrganismos, 0S metanogénicos sdo considerados organismos limitantes do
crescimento do biofilme (HUANG, 2003; MUSSATI et al., 2005).

2.3.4 Formagcéo e maturacdo do biofilme anaerdbio

Populacdes microbianas presentes em sistemas de tratamento, aerobios ou
anaerobios, tendem a se organizar formando biofilmes complexos que conferem
resisténcia, estabilidade e vantagens nutricionais aos consorcios microbianos
(WATNICK e KOLTER, 2000).

A formagdo de um biofilme segue, basicamente, quatro etapas: (1)
aproximacdo dos microrganismos a uma superficie; (2) adeséo inicial mediada por
forcas van der Waals e eletrostaticas; (3) formac&o de microcolbnias e (4) maturacao
do bioflme, com aumento da adeséo celular entre diferentes microcolénias devido ao
acumulo de substéancia polimérica extracelular (EPS) (FANG et al., 2000, TOLKER-
NIELSEN et al., 2000, FERNANDEZ et al., 2008).

Fernandez e colaboradores (2008) estudaram a evolucdo de um biofilme
anaerobio crescido sobre laminas de vidro submersas no interior de um reator
anaerobio de manta de lodo (UASB). As laminas foram retiradas por periodos
regulares durante 60 dias e visualizadas em microscopia eletronica de varredura
(Figura 2.1). A partir destes resultados, estes pesquisadores concluiram que a
maturacdo do biofilme tem inicio entre 15 e 20 dias apd6s a ades&o inicial dos
microrganismos a superficie de contato. O tempo de maturacdo dos biofilmes

anaerobios € diretamente influenciado pelos longos tempos de geracdo dos
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microrganismos metanogénicos, que podem chegar a vérios dias (WOLFE, 1982).

FIGURA 2.1 — FORMACAO E MATURACAO DE UM BIOFILME
ANAEROBIO AO LONGO DO TEMPO EM REATOR
ANAEROBIO DE MANTA DE LODO (UASB)

FONTE: Fernandez et al. (2008)

2.4  LIMITACOES DA DIGESTAO ANAEROBIA

A estabilidade dos processos anaerobios € dependente do equilibrio entre as
populacdes microbianas presentes no meio. Entretanto, estima-se que populacées
metanogénicas constituam apenas 2% da microbiota da digestao anaerobia, devido
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ao seu crescimento mais lento e metabolismo mais exigente que os demais
microrganismos do consércio (HUANG, 2002). Esta diferenca entre as taxas de
crescimento dos diferentes microrganismos no consoércio microbiano esta
relacionada a possiveis limitagdes cinéticas, principalmente em relacdo ao uso do
acido acético como substrato pelos metanogénicos acetoclasticos (AQUINO e
CHERNICHARO, 2005). O acumulo de dioxido de carbono, hidrogénio e &cido
acético decorrente dos baixos valores da constante de saturacdo Ks das reacoes
metanogénicas pode resultar em maior producdo de acidos organicos, como 0s
acidos propibnico e butirico (MCCARTY, 1966; PAVLOSTATHIS e GIRALDO-
GOMEZ, 1991). O acumulo destes acidos orgéanicos leva a diminuicdo do pH e ao
comprometimento das populacdes metanogénicas (MCCARTY e MCKINNEY, 1961).
Entretanto, em um ambiente com elevada alcalinidade como é o caso de lixiviados
mais antigos, a capacidade de tamponamento € suficiente para neutralizar os
acidos, quando acumulados no meio (DEVLIN, 1990).

Os processos da digestdo anaerdbia estdo sujeitos, também, a limitacbes
termodinamicas e de transferéncia de massa (AQUINO e CHERNICHARO, 2005). O
Quadro 2.2 apresenta um resumo das principais limitagbes cinéticas,
termodinamicas e de transferéncia de massa que podem ocorrer nas diferentes

fases da digestao anaerobia.

LimitacBes
Fase e o Transferéncia de B
Cinética |Termodinamica Metabolica*
massa
Acidogénica + ++ + +
Acetogénica +++ +++ + +++
Metanogénica
. +++ + + +++
acetoclastica
Metanogénica
] o + + +++ ++
Hidrogenotréfica

QUADRO 2.2 - PRINCIPAIS LIMITACOES NAS FASES DA DIGESTAO
ANAEROBIA

FONTE: Aquino e Chernicharo (2005)

Notas: + pouco provavel; ++ provavel; +++ muito provavel; * devido a presenca de compostos

téxicos ou auséncia de nutrientes
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Outro fator limitante para 0s processos anaerdbios é a temperatura, que deve
ser mantida em uma faixa limitada e ndo deve variar de forma brusca, sob o risco de
perda nas populagées microbianas (BERGMAN et al., 1998). Entretanto, McHugh e
colaboradores (2003) estudando a estrutura populacional de metanogénicos em
reatores anaerébios, concluiram que baixas temperaturas nao influenciam na
diversidade populacional metanogénica, apenas no numero de individuos presentes.
A diversidade microbiolégica parece estar vinculada a composicédo quimica do meio
(KOORNNEEF et al, 1990; GROTENHUIS et al., 1991). Temperaturas muito
elevadas (>50°C), porém, podem alterar a composi¢cdo microbiana do meio,
ocorrendo a sucessao ecoldgica por metanogénicos termdfilos, como por exemplo,
Methanosaeta thermophila (FEY et al, 2001).

2.5 POPULACOES METANOGENICAS DE IMPORTANCIA PARA A DIGESTAO
ANAEROBIA

Os microrganismos metanogénicos encontram-se agrupados em um dominio
proprio, Archaea, filogeneticamente distinto do dominio Bacteria (WOESE e FOX,
1977; WOESE et al., 1990). Como caracteristicas principais dos metanogénicos tém-
se o metabolismo estritamente anaerdbio, o tempo de geragdo, em média, mais
longo do que os membros do dominio Bacteria, a resisténcia a antibiéticos como o
cloranfenicol, penicilina e estreptomicina, e a produgcao de metano como principal
produto metabdlico (FORTERRE et al., 2002). A seguir sdo descritas as principais

ordens de metanogénicos encontradas na microbiota da digestdo anaerdébia.

2.5.1 Ordem Methanobacteriales

Os metanogénicos membros da ordem Methanobacteriales sao
microrganismos hidrogenotroéficos, que utilizam H; para reduzir CO, a CH,4. Alguns
membros podem, ainda, utilizar ion formiato, CO ou alcoois secundarios como
doadores de elétron (BONIN e BOONE, 2006). A espécie Methanosphaera sp.,
entretanto, utiliza H, para reduzir metanol e metilaminas a metano, pela via
metilotréfica (MILLER e WOLIN, 1983; MULLER et al., 1986). Na composic&o lipidica
da parede celular destes microrganismos encontram-se como principais

componentes a pseudomureina, o caldarchaeol e mio-inositol. Sob coloracdo
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diferencial de Gram estes organismos coram positivamente, isto é, absorvem a
coloracdo do corante violeta cristal. Apresentam-se, em geral, sob formato de
bacilos curtos, organizando-se, muitas vezes, em pares ou cadeias de até 40 um de
comprimento (BOONE e CASTENHOLZ, 2001; BONIN e BOONE, 2006). Para os
microrganismos deste grupo, o ion aménio pode servir como principal fonte de
nitrogénio. Apresentam sensibilidade ao antibiético bacitracina e podem apresentar
regides de inibicdo do crescimento sob efeito do antibiético cloranfenicol (BOONE e
CASTENHOLZ, 2001). Os trés principais géneros mesofilos desta ordem séo o
Methanobacterium, o Methanobrevibacter e o Methanosphaera (Figura 2.2 a-d)
(BALCH et al., 1979).
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FIGURA 2.2 - ORDEM METHANOBACTERIALES: A)
METHANOSPHAERA SP. EM MEV, AUMENTO
DE 20.000X; B) METHANOSPHAERA SP. EM
MICROSCOPIA ELETRONICA DE CRIO-
FRATURA, AUMENTO DE 20.000X; C)
METHANOBREVIBACTER ARBORIPHILUS, EM
MICROSCOPIA ELETRONICA DE CONTRASTE
NEGATIVO, AUMENTO DE 20.000X; D)
METHANOBREVIBACTER ARBORIPHILUS, EM
MEV, AUMENTO 20.000X

FONTE: Boone e Castenholz (2001)
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2.5.2 Ordem Methanomicrobiales

A ordem Methanomicrobiales apresenta a maior diversidade morfolégica entre
seus membros, variando desde microrganismos com formato achatado e angular,
como no caso do género Methanoplanus, até microrganismos com formato de
longas espirais, como no caso do género Methanospirilum (BOONE e
CASTENHOLZ, 2001). Todas as espécies desta ordem podem utilizar H, e CO,
como substratos para a metanogénese. Algumas espeécies podem utilizar, ainda, ion
formiato e alcoois. Entretanto, ndo sédo capazes de utilizar acetato ou compostos
metilados como substrato (GARCIA et al., 2006). A composicdo das suas
membranas celulares inclui aminopentanetetrol, galactose e glicerol (KOGA et al.,
1998). Sob coloracdo Gram, coram negativamente, isto €, permitem a remoc¢ao do
corante violeta cristal com solucdo de alcool etilico absoluto, e apresentam
sensibilidade ao antibidtico cloranfenicol. Os géneros de maior destague para a
digestdo anaerébia sdo o Methanocorpusculum, Methanoplanus e o
Methanospirillum (Figura 2.3 a-b) (BOONE e CASTENHOLZ, 2001).

FIGURA 2.3 — ORDEM METHANOMICROBIALES: A) METHANOPLANUS
PRETOLEARIUS EM MEV, AUMENTO 25.000X; B)
METHANOSPIRILLUM SP, EM MEV, AUMENTO DE 10.000X

FONTE: Bonin e Boone (2006), Brambilla et al.(2010)

2.5.3 Ordem Methanosarcinales

Os membros da ordem Methanosarcinales podem ter o formato de cocos
isolados, pseudosarcinas ou bacilos encapsulados (BOONE e CASTENHOLZ,

2001). Encontram-se disseminados em diversos habitats, incluindo sedimentos de
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reservatorios, trato intestinal de animais e digestores anaerdbios. Na composi¢ao
lipidica da membrana destes organismos encontram-se hidroxiarchaeol, mio-inositol
e glicerol (KENDALL e BOONE, 2006). Coram Gram variavel, ou seja, dentro de um
mesmo género ha espécies Gram positivas e negativas (Methanonarcina) ou Gram
negativo (Methanosaeta) (BOONE e CASTENHOLZ, 2001). A ordem
Methanosarcinales, representada pelo versatil género Methanosarcina, possui a
maior variedade de substratos utilizaveis para a metanogénese, incluindo o acetato,
0 H, e o0 CO,, 0s compostos metilados e o ion formiato (SOWERS et al., 1984;
ROBINSON, 1986; FERRY, 1993). O género Methanosaeta utiliza acetato como
anico substrato para seu metabolismo energético (PATEL e SPROTT, 1990;
GRIFFIN et al., 1998), apesar de um estudo recente indicar que este género pode
ser mais versatil no uso de substratos do que se acredita (SMITH e INGRAN-SMITH,
2007). Os géneros Methanosarcina e Methanosaeta sdo os dois Unicos grupos
capazes de converter acetato em metano, sendo conhecidos como metanogénicos
acetoclasticos (Figura 2.4 a-b) (JETTEN et al, 1992).

ISKU %2080 9231  10.0U INRA

FIGURA 2.4 — ORDEM METHANOSARCINALES: A) METHANOSARCINA
MAZEI, EM MEV, AUMENTO DE 2.000X; B)
METHANOSAETA SP, EM MEV, AUMENTO DE 10.000X

FONTE: Deppenmeier et al. (2002), Mizukami et al. (2006)

2.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E MOLECULAR DE
METANOGENICOS

Para a caracterizacéo estrutural e ultra-estrutural de microrganismos existem
diversas técnicas microscopicas que podem fornecer informacdes sobre morfologia e

organizacao dos biofilmes microbianos. Entre as técnicas disponiveis, a Microscopia
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Eletronica de Varredura (MEV) é aquela pode ser utilizada para aumentar o
conhecimento da morfologia e da composicdo das populacdes anaerdbias que
coexistem na estrutura do biofiime de digestores e reatores (DIAZ et al., 2003;
MONTENEGRO et al., 2003; YANG et al., 2004).

Apesar da sua importancia durante a digestdo anaerdbia, pouco se sabe a
respeito da organizagdo dos metanogénicos na estrutura do biofilme. Esta lacuna
deve-se, em parte, as dificuldades de cultivo dos microrganismos metanogénicos
(WIMPENNY et al.,, 2000) e, também, ao preparo dos materiais para visualizacdo
tridimensional em técnicas como o MEV, que exige a desidratacdo completa das
amostras. A maior dificuldade relacionada a este procedimento esta em visualizar a
estrutura colonial dos metanogénicos anterior ao processo de preparacao.

Além de caracterizar morfologicamente 0s microrganismos presentes nos
biofilmes, é importante identificar os grupos microbianos de acordo com seu material
genético, utilizando-se técnicas de caracterizagdo molecular. Estas técnicas quase
sempre exigem a extracao do material genético das espécies de interesse. Colbnias
isoladas em cultivo constituem, em geral, alvos mais faceis para a extracdo do DNA.
Entretanto, a maior parte dos microrganismos presentes em amostras ambientais
nao consegue crescer fora de seu habitat natural; poucas espécies presentes em um
consorcio microbiano podem ser cultivadas e estudadas em um meio isolado. Para
contornar esta limitagdo, uma nova abordagem genética para o estudo de
populacdes microbianas foi desenvolvida. Trata-se da metagendmica, que considera
a extracdo de todo o material genético presente no meio de interesse e a analise,
por técnicas e marcadores moleculares diversos, da real diversidade microbiana
existente (COWAN et al., 2005).

A metagendmica aplicada a populacdes metanogénicas ja € uma realidade e
tem produzido resultados interessantes (ERKEL et al.,, 2006; SAKAI et al, 2007;
SCHLUTER et al., 2008). Entretanto, é importante salientar que o método escolhido
para extracdo do DNA total das amostras deve fornecer purificacdo adequada aos
acidos nucleicos. A presenca de substancias como &acidos humicos e
polissacarideos em amostras de DNA pode interferir em varias técnicas de deteccao
molecular (KINGSLEY e RICHARDS, 2001).

Dentre as técnicas de identificacdo e caracterizacdo molecular dos
microrganismos metanogénicos, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),

utilizando primers 16S rRNA especificos para grupos filogenéticos de interesse, tem
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produzido bons resultados (YU et al., 2005; SAWAYAMA et al., 2006; HWANG et al.,
2008). Outras técnicas como FISH (Fluorescence in Situ Hibridization), combinada
com microscopia confocal, permitem o estudo de biofilmes em ambiente natural ou
industrial, utilizando sondas de hibridizacao fluorescentes para os genes 16S rRNA
das espécies em estudo (MANZ et al., 1999; MACLEOD et al, 2002; DIAZ et al.,
2003; FERNANDEZ et al., 2008).

Estudos filogenéticos ainda contam com poderosos marcadores moleculares
capazes de detectar o perfil genético dentro de populagdes produzindo uma
impressao de DNA Unica para determinado grupo. Como exemplo, o RAPD (random
amplification polymorphism DNA) é um marcador molecular que utiliza um primer de
sequéncia aleatodria para amplificacdo de fragmentos de DNA ao acaso (WILLIANS,
1990). O uso deste marcador permite a avaliacdo da diversidade genética em
amostras ambientais e ja vém sendo utilizado na andlise populacional microbiana em
sistemas de lodos ativados (PUROHIT et al., 2003).

2.7 ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA

Um processo de digestdo anaerdbia bem sucedido depende,
fundamentalmente, da existéncia de biomassa adaptada, com elevada atividade e
resisténcia a variacbes de nutrientes ou condigcbes do meio (MCCARTY, 1964). A
viabilidade da biomassa presente e sua atividade devem ser acompanhadas,
evitando, desta forma, o comprometimento do processo anaerébio devido a uma
microbiota pouco adaptada. Para avaliar o comportamento da biomassa sob o efeito
de determinado efluente pode-se utilizar o teste da atividade metanogénica
especifica (DOLFING e BLOEMEN, 1985; FIELD et al., 1987).

A atividade metanogénica especifica - AME, pode ser definida como a
capacidade maxima de conversdo de um substrato a metano por uma comunidade
de microrganismos anaerobios, sob condigdes controladas em laboratério (AQUINO
et al., 2007). Entretanto, ainda ndo ha consenso em relacdo a uma metodologia
especifica para a realizacdo de ensaios para a determinacdo da AME e, de acordo
com cada pesquisador, o teste pode variar em relagdo a quantidade de lodo
adicionado, quantidade e tipo de substrato utilizado e medicdo do metano, ou
biogas, produzido (AQUINO et al., 2007).

As concentracdes iniciais de inoculo (lodo) variam de 2,0 a 5,0 g STVIL, de
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acordo com o procedimento. Para testes realizados sob agitacdo recomenda-se
maiores concentragdes de indculo (5,0g STV/L) (CHERNICHARO, 2007). Para evitar
limitacbes metabdlicas no processo, uma solugcdo nutriente deve ser adicionada.
Pode-se utilizar como substrato, glicose, acido acético ou uma mistura de acidos
organicos (acido acético, acido propidnico e acido butirico) (AQUINO et al., 2007).

Para quantificar o biogas, ou melhor, o metano produzido durante o ensaio, 0s
meétodos a serem utilizados podem ser: manométricos, com o uso de equipamentos
como respirdmetros (MONTEGGIA, 1991; CHERNICHARO et al., 1997) ou sistemas
Oxitop® (BORGES, 2004); ou volumétricos, com a medicdo do volume e
composicdo do biogas ou medicdo direta do volume de metano (CHERNICHARO,
2007).

2.8  SISTEMAS PARA DIGESTAO ANAEROBIA DE LIXIVIADO DE ATERRO
SANITARIO

Sistemas anaerobios vém se destacando no tratamento de lixiviado de aterro
sanitario, principalmente devido a elevada carga orgéanica presente neste tipo de
residuo (RENOU et al, 2008). Ap6s o desenvolvimento dos sistemas de alta taxa,
gue apresentam capacidade de reter grande quantidade de biomassa mesmo com a
aplicacéo de baixos tempos de detenc¢édo hidraulica, tornou-se viavel o tratamento de
residuos complexos, como o lixiviado de aterro, utilizando-se reatores anaerdbios
continuos (CHERNICHARO, 2007). Entretanto, sistemas anaerdbios descontinuos,
como 0s reatores anaerobios operados em bateladas sequenciais (ASBR) vém
novamente ganhando espago, apresentando-se como uma alternativa interessante
para efluentes com fluxo intermitente. A seguir, uma breve descricdo de alguns
sistemas anaerobios continuos e descontinuos, utilizados em estudos recentes para

o tratamento de lixiviado de aterro sanitario.

2.8.1 Sistemas anaerébios continuos

Nos ultimos anos, varias configuracdes de reatores anaerdbios vém sendo
testadas para o tratamento de lixiviado de aterro sanitario, obtendo bons resultados
(CALLI et al.,, 2003; CALLI et al., 2006; CONTRERA et al., 2006). O tratamento

anaerobio é uma alternativa de baixo consumo energético, sendo menos onerosa
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gue processos aerdbios normalmente aplicados para lixiviados de aterro, como 0s
lodos ativados (VELA, 2006).

Os sistemas continuos de alta taxa, com mecanismos eficientes de retencao
da biomassa, apresentam alta eficiéncia na remoc¢éo da DQO do lixiviado; a reducéo
da concentragcdo da amodnia, entretanto, so foi atingida quando associada a reducdes
de pH ou a tratamentos aerébios complementares (IM et al., 2001; CALLI et al.,
2003). Exemplos de sistemas anaerobios continuos utilizados para o tratamento de
lixiviado de aterro sanitario incluem reatores de manta de lodo com fluxo ascendente
(UASB) (BERRUETA et al., 1996; CALLI et al., 2006), filtros anaerébios (BIDONE et
al., 2007), reatores anaerobios de leito fluidizado (GULSEN e TURAN, 2004),
reatores anaerdbios horizontais de leito fixo (CONTRERA et al., 2006) e reatores
anaerobios compartimentados (WANG e CHEN, 2000).

2.8.2 Sistemas anaeroébios descontinuos

Pesquisas recentes na area de saneamento tém se dedicado ao tratamento
biologico de aguas residuarias utilizando reatores anaerobios descontinuos (MAHVI,
2008). No Brasil, estudos sobre os reatores anaerobios operados em bateladas
sequenciais (ASBR) e estratégias de otimizagdo do seu desempenho para o
tratamento de efluentes tém produzido resultados promissores (LAPA et al., 2003;
CUBAS, 2004; MIQUELETO, 2003). Estes sistemas apresentam a vantagem de
possuirem uma configuracdo simples, com boa remocédo de matéria organica e de
sélidos suspensos (MAHVI, 2008).

Os reatores anaerobios em batelada também tém obtido destaque no
tratamento de lixiviado de aterro sanitario (HOLLOPETER e DAGUE, 1994;
KENNEDY e LENTZ, 2000; NIEZAJ et al., 2005; SELLAMI et al., 2009). Os valores
da remocao de DQO do lixiviado de aterro durante o tratamento em batelada tém
sido, em média, 60% para sistemas operados sob agitacdo e 40% para 0S casos
sem nenhum sistema de agitacdo (HOLLOPETER e DAGUE, 1994; SELLAMI et al.,
2009). Este valor pode ainda variar de acordo com o restante da configuracdo do
reator como, por exemplo, controle de temperatura e tipo de suporte utilizado para
imobilizagdo da biomassa (HOLLOPETER e DAGUE, 1994; GOMES, 2008;
SELLAMI et al., 2009).

Em relacédo a imobilizacdo da biomassa, ha dois mecanismos que permitem a
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retengdo dos microrganismos nos sistemas em bateladas sequenciais: a
autoimobilizacdo, que conduz a formacdo de granulos (DAGUE et al., 1992) e a
fixacdo da biomassa em suportes inertes (RATUSZNEI et al., 2000).

Os principios operacionais de um reator anaerobio operado em bateladas
sequenciais baseiam-se em quatro etapas consecutivas: (1) alimentacéo, (2) reacéo,
(3) sedimentacdo e (4) descarga (SUNG e DAGUE, 1995). As quatro etapas
sequenciais constituem um ciclo, ou uma batelada, e o tempo entre o inicio da
alimentacdo e o final da descarga é conhecido como tempo de ciclo (SUNG e
DAGUE, 1995). Para reatores anaerdbios em batelada tratando lixiviado de aterro
sanitario, tempos de ciclo entre 8h e 48h tém sido observados (KENNEDY e LENTZ,
2000; GOMES, 2008).

2.8.3 Granulacéo e biomassa autoimobilizada

A formacgéo do lodo granular anaerébio é o principal responsével pelo sucesso
de sistemas como o UASB, em que a sedimentacdo e filtracdo do efluente é
facilitada pela presenca da biomassa autoimobilizada ou granulos (HULSHOFF POL
et al.,, 2004). Uma das principais vantagens da granulacdo em sistemas de
tratamento anaerdbios é a desvinculacédo do tempo de retengdo hidraulica do tempo
de retencdo dos sélidos. Tempos de retencdo de sélidos de mais de 200 dias podem
ser alcancados com tempos de retengdo hidraulica de apenas 6 horas (HULSHOFF
POL et al., 2004)

O processo de granulacdo, ou biogranulacdo, relaciona-se a interacfes
celulares envolvendo fenémenos fisicos, quimicos e bioldgicos (LIU e TAY, 2004).
As teorias sobre como se inicia o processo de biogranulagédo podem ser divididas em
trés grupos: abordagem fisica, microbiana e termodinamica, onde cada um destes
fatores é caracterizado como principal responsavel pelo principio da granulacéo.

As teorias com abordagem fisica consideram as condi¢cdes fisicas dos
reatores, como por exemplo, velocidade ascencional e concentragdo de solidos
suspensos, para justificar a formacdo de granulos nos sistemas (PEREBOOM,
1994). As teorias microbianas, por sua vez, consideram as caracteristicas e
atividades dos microrganismos como principal fator para a granulagéo, sem ignorar a
importancia dos fatores fisicos j& mencionados. Nestas teorias, a observacao das

caracteristicas do granulo, como por exemplo, a estrutura granular e a microbiologia
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correspondente, aliam-se as condi¢gfes prevalecentes nos reatores (hidrodinadmica,
concentracdo de substratos, entre outros) para explicar a formacéo do granulo
anaerobio (DOLFIN,1987; HULSHOFF POL et al., 2004) .

Relacionando-se a teoria termodinamica, a producdo de polimeros
extracelulares é considerada, por alguns autores, como fator determinante na
granulacdo anaerobia (HULSHOFF POL et al., 2004). De acordo com Sam-Soon e
colaboradores (1987) esta producdo ¢é estimulada por microrganismos
metanogénicos hidrogenotréficos, com destaque ao género Methanobacterium.
Estes microrganismos, em presenca de elevadas pressdes parciais de hidrogénio,
sintetizam altas concentracdes de aminoacidos, na forma de polipeptideos
extracelulares. Estes polipeptideos seréo, portanto, responsaveis pela adesdo dos

microrganismos e a formacéo dos granulos anaerobios (DOLFIN, 1987).

2.8.4 Uso de microrganismos cultivados como inéculo ou bioaumento em

sistemas de digestdo anaerdbia

Poucos estudos em digestdo anaerdbia de residuos tém trabalhado com
cultivo de microrganismos para inéculo adaptado nos sistemas (bioaumento). Ming e
colaboradores (2008) cultivaram microrganismos a partir do lixiviado e os inocularam
em fracBes organicas de residuos solidos com o objetivo de acelerar o processo de
digestdo anaerdbia nestes residuos (compostagem). Como resultados, obtiveram
100% de aumento no numero de individuos na comunidade bacteriana presente nos
residuos, com aumento de 50% na taxa de consumo de oxigénio e 27% na atividade
da celulose. Qiu e colaboradores (2009) isolaram cinco linhagens dominantes a
partir do lixiviado de aterro sanitario e concluiram que a adi¢do das cinco linhagens
juntas em uma concentracdo de 10% do volume de lixiviado a ser tratado aumentou
a remocao de residuos refratarios em 30%.

Outros estudos consideram a adicdo de microrganismos, em sistemas
anaerobios, na forma de lodo de esgoto doméstico, por estes apresentarem
biofilmes ja bem estabelecidos e estaveis (RITA et al., 2002; AMARAL et al., 2008).
Entretanto, por ndo serem microrganismos adaptados ao residuo a ser tratado, a
partida destes sistemas pode ser longa e o processo da digestdo anaerdbia pouco
eficiente (WENS et al., 2001, CONTRERA, 2008).
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3 MATERIAL E METODOS

A metodologia adotada neste estudo foi dividida em trés etapas principais, a

saber:

I.  analises fisico-quimicas do lixiviado bruto e do lodo coletados no Aterro
Sanitario de Curitiba e caracterizacdo morfolégica e molecular do biofilme anaerdbio
presente no lodo;

ii.  cultivo de microrganismos tipicos adaptados a meio contendo lixiviado de

aterro sanitario, para producao de indculo microbiolégico;

iii.  concepcdo e operacao de reator anaerobio em bateladas sequenciais com
biomassa autoimobilizada, a ser inoculado com o0s microrganismos cultivados e

alimentado com o lixiviado coletado no Aterro Sanitario de Curitiba.

No desenvolvimento da etapa trés (iii) foram concebidos dois reatores: reator
Controle (RC), sem in6culo microbiolégico e reator Teste (RT), no qual foram
adicionados os microrganismos cultivados. Para avaliar a eficiéncia da digestéao
anaerobia do lixiviado de aterro sanitario nos reatores, esta etapa foi subdividida em
trés fases:

1) monitoramento das caracteristicas fisico-quimicas do lixiviado efluente
durante os primeiros 30 dias de operacao dos reatores (Fase |) e acompanhamento
da evolucdo dos biofilmes e da atividade metanogénica do lodo anaerébio durante
60 dias de operacao dos reatores;

2) determinacdo do perfil de producdo e consumo de acidos organicos
volateis nos reatores durante um tempo de ciclo completo;

3) monitoramento das concentracdes de N-NH; e COD do lixiviado
efluente apds adicao de fonte de fosfato, durante 20 dias de operacdo dos reatores
(Fase Il).

A seguir, a descricdo dos métodos e técnicas utilizados no desenvolvimento
deste estudo.
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3.1 ATERRO SANITARIO DE CURITIBA

Localizado ao sul da cidade de Curitiba, no bairro da Caximba, o Aterro
Sanitario de Curitiba (25°, 37°,11,85"S; 49°,20,11,86"0) foi desativado em novembro
de 2010, apds 21 anos de operagdo. Formado por trés células implementadas em
periodos distintos (fases |, Il e I1), apresenta geracdo de lixiviado de até 1000 m? por
dia, dependendo do regime pluviométrico. A composi¢cado deste lixiviado é altamente
heterogénea devido a mistura entre lixiviados de diferentes células: lixiviado recente
da fase Il e lixiviado estabilizado e contendo compostos altamente refratarios das
fases Il e lll. O lixiviado originado na fase | (1989-2002) ndo é equalizado com
agueles das demais fases; segue diretamente para o mddulo fisico-quimico na

estacdo de tratamento do aterro, devido a baixa biodegradabilidade deste residuo.

3.1.1 Coleta das amostras

Foram realizadas duas coletas de lixiviado, em setembro e outubro de 2010,
no emissério central do Aterro Sanitario de Curitiba. O lixiviado era resultante da
degradacédo dos residuos das fases Il e lll, cujas operagdes iniciaram em 2002 e
2004, respectivamente. Juntamente com o lixiviado, durante a primeira coleta
(set/2010), foram coletadas amostras de lodo anaerébio da lagoa facultativa,
componente do sistema de tratamento do lixiviado do aterro. As Figuras 3.1 a 3.3
apresentam os dois pontos de coleta no Aterro Sanitario de Curitiba.

Imediatamente apOs as coletas, as amostras foram acondicionadas em

refrigerador, sob temperatura de 4°C + 2°C.

3.1.2 Caracterizacéo do lixiviado do Aterro Sanitar  io de Curitiba

As amostras coletadas do lixiviado do Aterro Sanitario de Curitiba foram
ensaiadas para as variaveis listadas no Quadro 3.1. Todas as analises foram
realizadas em triplicata, com excecdo da DQO (duplicata). Os ensaios foram
realizados no Laboratorio de Engenharia Ambiental Professor Francisco Borsari
Neto, no Departamento de Hidraulica e Saneamento, na Universidade Federal do

Parana.
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FIGURA 3.1 - VISTA AEREA DO ATERRO SANITARIO DE CURITIBA (25°,37’
15,35”S; 49°,20’ 18,82”0): (1) EMISSARIO CENTRAL E (2) LAGOA
FACULTATIVA

FONTE: adaptado de GOOGLE EARTH-MapLink/Tele Atlas (2010)

FIGURA 3.2 - EMISSARIO CENTRAL DO ATERRO SANITARIO
DE CURITIBA
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FIGURA 3.3 - COLETA DO LODO ANAEROBIO NA LAGOA
FACULTATIVA DO ATERRO SANITARIO DE

CURITIBA
Variavel Método Referéncia
DQO Refluxo ab_ertE)- _tltulagao APHA (1998)
colorimétrica
Conjunto de Solidos Gravimétrico APHA (1998)
COD AnallsadorAd_e carbono SHIMADZU (2003)
organico
Alcallpu_jade (tojcal/_HCO3/ Titulacdo potenciométrica APHA (1998)
acidos volateis)

Nitrogénio amoniacal Fenol-hipoclorito WEATHERBURN (1967)

Ortofosfato Acido ascorbico APHA (1998)

QUADRO 3.1 - ANALISES FiSICO-QUIMICAS REALIZADAS COM
AMOSTRAS DO LIXIVIADO DO ATERRO SANITARIO
DE CURITIBA

3.1.3 Caracterizacao do lodo anaerdbio do Aterro Sa  nitario de Curitiba
3.1.3.1 Conjunto de sdlidos totais

O lodo anaerdbio coletado foi caracterizado para o conjunto de solidos totais
(APHA, 1998). Esta anélise permitiu estimar a concentracdo de biomassa presente
no lodo, a partir da quantidade de solidos totais volateis existentes nas amostras. Os

ensaios foram realizados em triplicata.



52

3.1.3.2 Extracdo de DNA

Para identificar os grupos metanogénicos encontrados no biofilme anaerdbio
de amostras de lodo, bem como a sua proporc¢ao, foi realizada a extragdo do DNA
total presente nas amostras. A metodologia utilizada foi uma adaptacdo de duas
metodologias classicas de extracdo: método do fenol-cloroformio (SAMBROOK e
RUSSEL, 2001) e método do salting-out (LAHIRI e NUREMBERG, 1991), devido a
dificuldade relativa a extacdo do DNA de complexos biolégicos com grande
quantidade de material extracelular. A seguir sdo descritas as etapas da
metodologia estabelecida para este estudo.

Um volume de 100 pL de lodo foi disposto em tubo tipo Eppendorf®,
centrifugado a 3.500 rpm (2.054 x g) por 10 minutos e lavado 2X em tampéao fosfato
(PBS), pH 7,2. ApGs a lavagem, o material foi centrifugado a 1.500 rpm (377 x g) por
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o material precipitado (pellet) foi
macerado com o auxilio de um pistilo. O pellet foi suspenso em tampao de extracao
A (10 mM Tris pH 7,4, 10 mM NaCl, 25 mM EDTA, 1% SDS, 50 pug. mL™ de
Proteinase K) e incubado em banho-maria, temperatura de 42°C, por 1 hora.

Apbs o periodo de incubacéo, foram adicionados 100 pL de solugéo de fenol
tamponado (pH 8,0), seguindo agitacdo manual cuidadosa, por inversédo, por 10
minutos. A seguir, o tubo foi centrifugado a 3.500 rpm (2.954 x g), por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo tipo Eppendorf® e foram adicionados
200 pL de cloroférmio, seguindo agitacdo manual cuidadosa, por inversdo, por 10
minutos. A seguir, o tubo foi centrifugado a 3.500 rpm (2.054 x g) por 10 minutos,
sob temperatura de 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde
foram adicionados 40 pL de solucdo 3M de acetato de sodio, pH 5,2 e 1 mL de
etanol absoluto gelado. Seguiu-se um periodo de incubacdo de 15 minutos, em
geladeira (4°C). ApOs este periodo, foi realizada nova centrifugacdo a 3.500 rpm
(2.054 x g), por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com
500 pL de etanol gelado, na concentracdo de 70%. A segquir, foi realizada nova
centrifugacdo a 3.500 rpm (2.054 x g), por 10 minutos, para a sedimentacdo do
material genético. O material precipitado foi seco em estufa a 30°C, por 10 minutos.

Apés esta primeira fase, foi realizada uma nova etapa de extracdo, para
assegurar quantidade de DNA suficiente para a realizacdo dos ensaios posteriores.

O pellet seco foi ressuspenso em 10 pL de tampéo TE (Tris 1 mM, EDTA 0,1 mM pH
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8,0). Foi adicionado 1 mL de tampé&o de extracao B (Tris 2M pH 8,0, NaCl 3M, EDTA
0,4M pH 8,0, proteinase K 100 pL/mL) no tubo da amostra que, a seguir, foi
incubado em banho-maria, temperatura de 42°C, por uma noite. Ao final do processo
foram adicionados 100 pL de solucdo de cloreto de sédio 6 M. As amostras foram
resfriadas a 4°C, por 20 minutos, e centrifugadas a 3.000 rpm (1.509 x g), por 25
minutos.O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 200 pL de etanol absoluto.

O material precipitado foi seco em estufa, a 30°C, por 10 minutos. O pellet
(DNA) foi ressuspenso em solucéo tampéo TE para preservacao e armazenado sob
temperatura de -20°C.

3.1.3.3 Primers metanogénicos

Para realizar a PCR a partir do DNA extraido do lodo anaerdbio, foram
construidos primers (oligonucleotideos iniciadores) capazes de reconhecer e anelar-
se com sequéncias especificas dos gene 16S rRNA de cada grupo de interesse.
Para deteccdo das ordens Methanobacteriales, Methanomicrobiales e
Methanosarcinales e do dominio Archaea, foram empregados, respectivamente, 0s
primers MBT857F e MBT1196R; MMB282F e MMB832R; MSL812F e MSL1159R;
ARC787F e ARC1059R (YU et al., 2005). Para deteccdo do dominio Bacteria foram
empregados os primers 9F e 1515R (TEN et al., 2003). A sequéncia de
oligonucleotideos e o tamanho dos fragmentos de amplificacdo esperados para cada

par de primers séo apresentados no Quadro 3.2.
3.1.3.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA obtido do lodo anaerdbio foi submetido & amplificacéo pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), utilizando os primers descritos na secdo 3.1.3.3. As
reacoes de amplificacdo foram realizadas em termociclador, marca Eppendorf,
modelo Mastercycler gradient. Para cada PCR foi inserido um controle negativo que
visava detectar possiveis contaminagfes por DNA. Este controle continha, no tubo

de reacéo, todos os reagentes da PCR exceto o DNA gendmico.
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Tamanho do
Nome Primers Sequéncia 5'-3' fragmento
amplificado
ARC787F CGWAGGGGAAGCTGTTAAGT
Dominio Archaea 273pb
ARC1059R TACCGTCGTCCACTCCTT
MBT857F ATTAGATACCCSBGTAGTCC
Ordem
. 343pb
Methanobacteriales MBT1196R GCCATGCACCWCCTCT
o MMB282F GTAAACGATRVTCGCTAGGT
rdem
°m 506pb
Methanomicrobiales MMB832R GGTCCCCACAGWGTACC
MSL812F ATCGRTACGGGGTTGTGGG
Ordem 354pb
Methanosarcinales MSL1159R CACCTAACGCRCATHGTTTAC
oF GAGTTTGATCCTGGCTCAG
Dominio Bactéria 530pb
1512R ACGGHTACCTTGTTACGACTT

QUADRO 3.2 — SEQUENCIAS DOS PRIMERS UTILIZADOS E TAMANHOS DOS
FRAGMENTOS DE AMPLIFICACAO ESPERADOS, EM PARES DE
BASE (pb)

FONTE: Ten et al. (2003), Yu et al. (2005)

As PCRs, para os dominios Archaea e Bacteria e para as ordens
metanogénicas, foram realizadas em um volume final de 10 pL, contendo: tampao
1% (obtido do tampéo 10%, constituido de 10 mM de Tris-HCI pH 8,3 e 50 mM de
KCI); ddNTP 0,2 mM, cloreto de magnésio 2,5 mM; 8 pmoles de cada primer, 0,5 U
de Taq polimerase, marca Invitrogen, e 2 uL de DNA amostra.

Para amplificar as sequéncias do dominio Archaea e da ordem
Methanosarcinales foi utilizada a seguinte condi¢do de ciclo da PCR: 30 ciclos de
94°C-1 min, 55°C-1 min e 72°C-1 min (HWANG et al., 2008). Para amplificacdo das
sequéncias das ordens Metanobacteriales e Methanomicrobiales a condi¢ao de ciclo
da PCR foi: 30 ciclos de 94°C-1 min, 62°C-1 min e 72°C-1 min (HWANG et al.,
2008). Finalmente, para amplificar as sequéncias do dominio Bacteria, a condicédo de
ciclo utilizada foi: 25 ciclos de 95°C- 2 min, 42°C- 30 seg e 72°C- 4 min (WEISBURG,
1991).

3.1.3.5 Eletroforese em gel de agarose

Apbs as reacbes de amplificacdo foi realizada uma eletroforese para controle

da qualidade da PCR, aplicando-se 10 pL do produto de PCR em gel de agarose
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1,5% e submetendo a corrida eletroforética de 100 V por 1 hora. Ap6s a corrida
eletroforética, o gel de agarose foi corado com solu¢cdo de brometo de etideo e

visualizado e fotografado em sistema UV de fotodocumentacéo de géis.
3.1.3.6 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a visualizacdo em microscopia eletrbnica de varredura (MEV), amostras
de granulos do lodo coletado foram dispostas em tubos falcon de 15 mL, contendo
solucdo tampédo de fosfato (PBS), e centrifugadas a 3500 rpm (2.054 x g) por 5
minutos. A seguir, 0 sobrenadante foi desprezado e adicionado 1 mL de solucéo de
Karnovsky (glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4%, PBS) (KARNOVSKY,1965) para a
fixacdo do material. Apos duas horas, os tubos foram novamente centrifugados e o
material lavado com o tampao PBS. O contraste do material foi realizado com
tetroxido de oOsmio por uma hora. Apos a lavagem com PBS, o material foi
desidratado por 10 minutos em cada uma das solucfes de etanol com concentracéo
alcéolica crescente (etanol a 50°, 70°, 90° e 100°).

ApoOs imersédo em alcool absoluto, 0 material foi colocado em equipamento de
Ponto Critico, modelo CPD-030 Critical Point Dryer, marca Bal-Tec, visando a
desidratacdo das amostras e, em seguida, metalizado em Metalizador modelo
SCDO030 — Balzers Union FL 9496, marca Balzers.

O material processado foi visualizado em microscépio eletrdnico de varredura,
marca Jeol, modelo JSM — 6360LV.

3.2 CULTIVO DOS MICRORGANISMOS

Aliquotas de 50 ml do lixiviado de aterro sanitario coletado foram transferidas
para frascos estéreis, vedados e incubados por 24 h em estufa microbiol6gica Nova
Etica, modelo 410/1ND, sob temperatura de 35°C + 1°C. Apés este periodo foram

realizados os testes de substrato e antibiético, descritos a seguir.

3.2.1 Teste de substrato

Para avaliar quais as possiveis vias de producdo de metano utilizadas pelos
microrganismos metanogénicos presentes no lixiviado de aterro sanitario, foi

realizado um teste de substrato. As fontes de carbono testadas foram: lixiviado bruto
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coletado, acetato e metanol.

Foi confeccionado um meio base (MB), contendo lixiviado de aterro como
fonte nutriente e agar como agente solidificante. Outros meios MB foram preparados
e enriquecidos com acetato ou metanol. A adicdo destes compostos foi realizada
durante o preparo dos meios, sendo 10 mL de acetato para 250 mL de MB e,
igualmente, 10 mL de metanol para 250 mL de MB. Os meios foram autoclavados e,
a seguir, colocados em camara anaerbbia, sob ambiente gasoso composto de
mistura nitrogénio e gas carbdnico, na propor¢ao 4:1.

Para avaliar como inibicdo do crescimento bacteriano interfere no crescimento
dos microrganismos metanogénicos, foi adicionado um disco de antibibtico
cloranfenicol (inibidor da sintese protéica em bactérias), concentracdo 30 pg, em
metade dos meios confeccionados. Ao final do processo, seis tipos de meios de
cultivo foram produzidos: MB, MB-acetato, MB-metanol, MB-cloranfenicol, MB-
acetato-cloranfenicol e MB-metanol-cloranfenicol.

A seguir, 100 pL do lixiviado bruto foram inoculados e semeados por
esgotamento sobre os meios. Os meios inoculados foram mantidos em camara

anaerodbia sob temperatura ambiente, por 20 dias.

3.2.2 Teste de Antibidtico

Os microrganismos podem ser identificados de acordo com sua resisténcia ou
inibicdo na presenca de determinados antibidticos (BOONE e CASTENHOLZ, 2001).
Para identificar possiveis espécies de metanogénicos presentes no lixiviado de
aterro sanitario foi desenvolvido um teste utilizando os antibioticos cloranfenicol,
penicilina e bacitracina.

Para os ensaios, foram confeccionados meios MB contendo: a) meio com
disco cloranfenicol 30ug, marca Laborclin (MB-clo); b) meio com disco bacitracina
10pg, marca Laborclin (MB-baci); ¢) meio com disco penicilina G 10 pg, marca
Laborclin (MB-pen) e d) meio livre de antibidticos (MB-free). Os discos para
antibiograma foram colocados no centro da placa de Petri e, ao seu redor, foram
dispostos quatro cortes de 1Imm x 1mm de membrana de nitrato de celulose,
0,45um de diametro de poro, marca Sartorius Stedim Biotech. Para o meio MB-free
os cortes de membrana foram dispostos ao redor do eixo central da placa. No

espaco entre o disco antibiotico (centro da placa) e os cortes de membrana foram
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inoculados 10uL de lixiviado bruto. Os meios inoculados foram mantidos em camara

anaerobia, por 20 dias, sob temperatura ambiente.

3.3 CARACTERIZACAO DOS MICRORGANISMOS CULTIVADOS

ApoOs 20 dias de cultivo anaerdbio, as colonias formadas nas placas de Petri,
apoOs os testes de substrato e antibiético, foram analisadas utilizando as técnicas

morfoldgicas e moleculares descritas a seguir.

3.3.1 Analise morfoldgica e estrutural
3.3.1.1 Estereomicroscopia e microscopia Optica

As linhagens cultivadas foram fotografadas em estereoscopio (modelo SXZ,
marca Olympus) com ampliacao de 520 e 560 vezes. A partir das coldnias crescidas
nos meios foram confeccionadas laminas coradas pelo método de Gram para
visualizacdo em microscoépio 6tico BX41TF, marca Olympus, com ampliacdo de 1000

vezes.
3.3.1.2 Microscopia Eletrbnica de Varredura

Os cortes de 1 mm x 1 mm da membrana de nitrato de celulose presentes nos
cultivos do teste de antibidtico foram processados de acordo com a metodologia
descrita na secao 3.3.1.2.

O material processado (Figura 3.4) foi visualizado em microscépio eletrdnico

de varredura, marca Jeol, modelo JSM — 6360LV.
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3.3.2 Andalise molecular

Foi realizada a extracdo do DNA dos microrganismos cultivados em meio MB-
cloranfenicol. Foram adotados dois métodos classico de extracdo: o método do
fenol-cloroférmio (SAMBROOK e RUSSEL, 2001) e o método“salting-out” (LAHIRI e
NUREMBERG, 1991), conforme metodologia descrita na secdo 3.1.3.2. O DNA
obtido foi submetido a amplificacdo pela reacdo da cadeia da polimerase (PCR)
utilizando os mesmos primers descritos na se¢do 3.1.3.1. As condicbes da PCR
utilizadas foram as mesmas apresentadas na secéo 3.1.3.3.

Os produtos obtidos com a PCR foram avaliados em eletroforese em gel de
agarose 1,5%. A corrida eletroforética foi realizada sob tenséo de 100 V, por 1 hora.
ApoOs a corrida, o gel foi corado com solugdo de brometo de etideo e visualizado e
fotografado em sistema UV de fotodocumentacédo de géis.

3.4 REATORES OPERADOS EM BATELADAS SEQUENCIAIS COM BIOMASSA
AUTOIMOBILIZADA

Para avaliar a digestdo anaerébia do lixiviado de aterro sanitario, com e sem
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inbculo microbiano, foram construidos dois reatores em batelada, com biomassa

autoimobilizada na forma de lodo anaerobio e alimentacdo em fluxo ascendente.

3.4.1 Descricao do sistema

O sistema era composto por dois cones de Imhoff, com capacidade para 1 L
cada. Uma abertura de 3 cm de diametro, na parte inferior de cada reator, era
conectada a uma mangueira de latex, que, na sua extremidade, estava acoplada a
um funil de 20 cm de diametro (Figura 3.5 a).

A alimentacdo dos reatores foi realizada por meio do funil conectado a
mangueira, que deveria ser mantido elevado durante o processo (Figura 3.5 b). Apds
a alimentacdo, a abertura inferior era mantida fechada por pincas de Mohr na
extremidade da mangueira conectada a base do reator.

A parte superior dos reatores foi vedada com uma placa de PVC, mantendo-
se, entretanto, uma abertura na placa para o descarte do efluente. Para evitar a
entrada de ar no sistema, esta abertura foi fechada por um cap removivel, com
diametro de 32 mm (Figura 3.5 c). A liberacdo do gas produzido foi realizada por
meio de um tubo em “L” conectado ao cap.

A evolucdo da biomassa anaerdbia foi acompanhada por meio de retiradas
por saidas laterais (Figura 3.5 d) nos periodos de 1, 20, 40 e 60 dias de operacdao.
Estas saidas eram mantidas fechadas por pincas de Mohr.

3.4.2 Operacéao dos reatores

Para evitar o acumulo de lodo na entrada da alimentacéo, os reatores foram
preenchidos com pedras de 1 mm de didmetro até a marca de 50 mL. Na sequéncia,
foram adicionados 600 mL de lodo anaerdbio, coletado na lagoa facultativa do Aterro

Sanitario de Curitiba, em cada reator (Figura 3.6).
3.4.2.1 Inoculacao do reator Teste

A quantidade de inéculo adicionada ao reator Teste foi calculada levando em
consideracdo a concentracao total esperada de metanogénicos em um biofilme
anaerobio, que segundo Huang et al. (2002), ndo é maior do que 2%. Portanto, este
valor foi adotado como base para o calculo do in6culo a ser produzido.

As colbnias crescidas em uma das placas de Petri (se¢ao 3.2.1) contendo
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meio solido de lixiviado e o antibidtico cloranfenicol (MB-cloranfenicol) foram
transferidas para 20mL de meio liquido de lixiviado autoclavado (MT). Este meio de
transferéncia (MT) foi mantido em camara anaerdbia N,: CO,, relacdo 4:1, por 48
horas. O final deste tempo de incubacéo foi calculado para coincidir com a adi¢do do

lodo anaerébio nos reatores.

FIGURA 35 — REATORES: a) VISAO GERAL, b) FUNIL DE
ALIMENTACAO, c) CAP E TUBO EM “L”, d) SAIDA
DO LODO

Terminado o tempo de incubacao, o reator Teste foi inoculado com 12 mL do
meio MT (2% do volume de 600 mL de lodo). Apos a adi¢cdo do indculo, ambos 0s
reatores foram jateados com gas nitrogénio por 5 minutos, fechados com o cap e
mantidos em repouso por 24h.
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FIGURA 3.6 — CAMADA DE LODO ANAEROBIO. 1)
REATOR CONTROLE, 2) REATOR
TESTE

3.4.2.2 Alimentacéo dos reatores

Os reatores foram projetados para receber o lixiviado de aterro sanitario como
substrato durante sua operacdo. A carga organica volumétrica adotada neste
experimento foi de 2 kg DQO/m?. dia (LETTINGA, 1984).

O volume de alimentacao diaria foi calculado mediante a aplicacdo da

Equacéao 3.1.

j— Vreator X COV

Vaim = ~pao]

Em que:

(3.1)

Vaim= volume diario de alimentacdo (m*/batelada)

V/eator= Volume do reator (m?)

COV= carga organica volumétrica (kg DQO/m*d)

DQO= concentracéo de substrato afluente (kg/m°)

O volume inicial de lixiviado alimentado por dia (Vam) foi calculado

considerando-se 0 volume dos reatores (Vyeator) igual ao volume de lodo (600 mL). O

volume Util final dos reatores foi alimentado com lixiviado até atingir 1L, apds o que,
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0 volume de alimentagcdo foi igual ao volume de descarte. Em fungdo da carga
volumétrica aplicada, apos atingir o volume final (1L), a vazao diaria de alimentagéo
dos reatores manteve-se constante e igual a 200 mL. Este volume era, entéo,
adicionado e removido ao final de cada tempo de ciclo dos reatores. O biogas

gerado nos sistemas era liberado pelos tubos em “L” antes do inicio de cada ciclo.
3.4.2.3 Tempo de ciclo

O tempo de ciclo adotado para os reatores RT e RC foi de 24 horas. O tempo
para alimentacdo e descarte do lixiviado foi de 10 minutos (5 minutos para cada

etapa). O restante do tempo era utilizado para reagéo e sedimentagéao.
3.4.2.4 Condi¢cOes operacionais dos reatores

Os reatores foram operados por 60 dias na primeira fase e por 20 dias na
segunda fase de monitoramento do lixiviado efluente. Durante todo o periodo, a
carga organica volumétrica foi mantida em 2 kg DQO/m? dia.

Os reatores foram cobertos com papel aluminio e mantidos sob temperatura

ambiente durante todo o experimento.

3.4.3 Monitoramento do efluente- Fase |

A caracterizagdo fisico-quimica das variaveis do lixiviado efluente dos
reatores, durante os primeiros trinta dias de operacao (30 tempos de ciclo), foi
denominada de monitoramento da Fase |.

Durante este periodo, amostras do lixiviado descartado dos reatores ao final
dos tempos de ciclo, foram ensaiadas para as mesmas variaveis utilizadas durante a
caracterizacdo do lixiviado bruto do aterro sanitario (secdo 3.2.1), com excecao da
variavel fosforo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata, com excecéo dos

ensaios da DQO que foram realizados em duplicata.

3.4.4 Monitoramento do lodo dos reatores RC e RT

Amostras de lodo foram coletadas nos tempos de 1, 20, 40 e 60 dias de
operacdo. O critério adotado para os periodos das coletas levou em conta o tempo
médio de 20 dias para a maturacdo do biofilme anaerébio (FERNANDEZ et al.,
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2008). Portanto, o monitoramento do lodo avaliou as caracteristicas do biofilme
anaerobio em trés geracdes ou periodos de desenvolvimento.

As amostras de lodo anaerdbio dos reatores RC e RT foram avaliadas para as
seguintes variaveis: conjunto de solidos totais, composi¢cdo morfologica e estrutural
dos granulos de lodo em MEV (secédo 3.3.1.2), PCR de populacdes com primer

universal 16S rRNA (secao 3.3.2.3) e atividade metanogénica especifica (AME).
3.4.4.1 Atividade metanogénica especifica

Para os ensaios da AME foi construido um sistema de medicdo direta do
volume de metano produzido (Figura 3.7a-b).

Este sistema é composto por um frasco reator (R), que recebeu o indculo de
biomassa (lodo), a solucéo de nutrientes (Tabela 3.2) e uma solugéo concentrada de
acidos graxos volateis (AGV), contendo: 1,9 mL de acido acético concentrado, 0,5
mL de &cido propidnico concentrado e 0,52 mL de acido butirico concentrado.

Cada frasco reator foi conectado a uma camara de seguranca ou trap (T)
cuja funcéo era evitar o refluxo da solugcéo presente no frasco de Mariotte (M). Este
frasco (M) encontrava-se ligado ao trap e apresentava um volume equivalente de
250 mL de solucdo alcalina (NaOH 25 g/L) capaz de reter o dioxido de carbono
formado no processo. Desta forma, apenas o metano produzido passava para o
espaco vazio acima do frasco e era o responsavel pelo deslocamento da solucdo
alcalina. O volume deslocado era medido por meio de provetas, localizadas abaixo
do frasco invertido de solucéo alcalina. O sistema completo da AME foi mantido sob
temperatura constante de 32°C.

O volume de lodo adicionado no frasco de biomassa foi calculado com base
nos resultados de solidos totais volateis (STV) obtidos para este lodo. O valor
utilizado nesta pesquisa forneceu a concentracao final da biomassa no frasco reator
(R) de 2,5 g/STV L™ (CHERNICHARO, 2007; AQUINO et al., 2007; MEYER et al.,
2008).
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FIGURA 3.7 — (a) REATOR DE ATIVIDADE METANOGENICA. R- FRASCO DE
BIOMASSA; M- FRASCO DE SOLUCAO NAOH; T - CAMARA DE
SEGURANCA, (b) SISTEMA DA AME DURANTE ENSAIO

Nutriente Concentracdo (mg. L ™ Finalidade

NaHCO; 1000 Solugao tampao

Solugdo tampao e

KH,PO, 650 macronutriente
Solugdo tampao e

K,HPO, 150 macronutriente

NH,CI 500 Macronutriente

MgCl, 100 Macronutriente

CaCl,.2H,0 100 Macronutriente
Extrato de levedura 50 Fonte de vitaminas

QUADRO 3.3 — COMPOSICAO DA SOLUGCAO DE NUTRIENTES UTILIZADA
DURANTE O TESTE DA AME

FONTE: Chernicharo (2007)

O volume deslocado de solucdo alcalina do frasco M indica a producao
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cumulativa de metano ao longo do tempo. Graficamente, correlacionando tempo
versus producdo cumulativa de metano é possivel obter uma curva, cuja inclinacéao
do trecho reto fornece a taxa de producdo de metano (ex: mLCH4/h) (Figura 3.8).
Para o calculo da AME (em gDQOcn4/gSTV.d) utilizou-se a férmula 3.2 (Aquino et
al., 2007):

R x 24

AME = —"—=— (3.2)
38 ,5x STV

Em que:

AME-= atividade metanogénica especifica (JDQOcnH4/gSTV.d)
R= taxa de producdo de metano (mLCH,4. h™)

24= fator de conversao (horas para dias)

38,5= fator de conversao (mLCH, para gDQO)

100 1
90
80 4

y=1,8001x + 0,065
70 - R?=0,9994

60 1 /'—’// —— Sérigt
50 - /‘ &— Série2

——Linear (Séie2)

40 4

Velurne Deslocado (mL)

30 1

20 4

0 20 40 60 80 100

Horas Acumuladas

FIGURA 3.8 — EXEMPLO DE REPRESENTACAO GRAFICA TEMPO
VERSUS PRODUCAO CUMULATIVA DE METANO. A
INCLINACGAO DO TRECHO RETO DA CURVA

FORNECE A TAXA DE PRODU(;AO DE METANO
FONTE: Yoo e Braga (2008)

3.4.5 Perfil da concentracéo de acidos organicos vo  lateis

Para avaliar como as fases da digestdo anaerdbia se desenvolveram durante

a etapa de reacdao em um tempo de ciclo dos reatores, foi realizado o perfil das
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concentracdes dos acidos organicos volateis.

A amostragem ao longo de um tempo de ciclo foi realizada ao final do 30° dia
de operacdo. Completada a etapa da alimentacdo, amostras foram retiradas, de
ambos os reatores, ap0s 0s seguintes tempos de inicio da etapa reacional: 15 min,
30 min, 1h, 1h30, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h, 10h, 12h, 15h, 18h, 21h e 24h. Logo apds a
retirada das amostras, foram medidos o pH e a temperatura. As amostras foram
filtradas a vacuo em filtro 0,45 um, marca Stedium Biotech e diluidas 10x. Foram
injetados 20 pL do material filtrado e diluido em cromatografo liquido de alta
eficiéncia, marca Shimadzu, modelo Prominence, sob fluxo de 1,6 mL min™ e leitura
em 220 nm. A metodologia para calibragcédo e leitura das concentracdes de acidos

volateis seguiu aquela proposta por Cerqueira e colaboradores (2010).

3.4.6 Adicao de fésforo no lixiviado e monitorament o do efluente- Fase Il

Apébs o término dos 60 dias de monitoramento da Fase |, a alimentagdo dos
reatores passou a ser realizada com lixiviado de aterro sanitério corrigido para o
macronutriente fosforo.

A relacéo 1000: 1 de DQO: P foi adotada para o céalculo da quantidade de
fésforo a ser adicionada no lixiviado. Os valores de DQO e fésforo no lixiviado bruto
(secéo 4.1) apresentaram a relagéo 1000: 0,3. Portanto, para a corre¢ao da relagéao
entre as duas variaveis, foi adicionado 0,02 g de KH,PO, para cada dois litros de
lixiviado bruto.

A operacédo dos reatores foi a mesma adotada durante a Fase | (secéo 3.4.2),
porém sem nova adigdo de microrganismos. Os reatores foram operados por 20 dias
e as coletas para monitoramento foram realizadas apés 1, 5, 10, 15 e 20 dias de
atividade dos sistemas. O monitoramento do efluente nesta etapa foi denominado
Fase Il e avaliou as seguintes variaveis: nitrogénio amoniacal (WEATHERBURN,
1967), carbono organico dissolvido (SHIMADZU, 2003) e ortofosfato (APHA, 1998).

3.4.7 Andlise estatistica ndo-paramétrica paraosr eatores RC e RT

Para comparar os desempenhos obtidos pelos dois reatores, foram aplicados
testes estatisticos ndo paramétricos (n<30). Durante a Fase | foi aplicado o teste U
de Mann-Whitney para verificar se houve diferenca significativa na concentragéo das
variaveis monitoradas no efluente e no teste da AME do lodo anaerobio entre os dois
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reatores RC e RT. Para avaliar a possivel relagdo entre a adigdo do fosforo no
lixiviado e as remo¢des da matéria organica e nitrogénio amoniacal no afluente, foi
aplicado o teste da Correlacdo de Spearman, para cada reator isoladamente.

Todos os testes foram realizados no software SPSS®, versdo 13.0 (SPSS

INC., 2004), com um intervalo de confianga de 95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos durante

a realizacao das etapas deste estudo.

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO LIXIVIADO DO ATERRO
SANITARIO DE CURITIBA

A Tabela 4.1 apresenta os resultados para as variaveis fisico-quimicas do
lixiviado de aterro sanitario coletado. Todos os ensaios foram realizados em triplicata

e o0s valores expressam a média observada.

TABELA 4.1 - RESULTADOS DA CARACTERIZACAO DO LIXIVIADO DO ATERRO
SANITARIO MUNICIPAL DE CURITIBA (SET e OUT/2010)

Variaveis Valores* Variaveis Valores*
pH 8,3(0,2) Fésforo 3,2(0,3)
DQO 9.369 (1.159) SST 431 (72)
COD 2.300 (380) SSV 352 (59)
Nitrogénio amoniacal 1.800 (175) SSF 79 (12)
Alcalinidade total 860 (219) SDT 12.552 (429)
Alcalinidade como bicarbonato 808 (184) SDhV 3.367 (234)
Alcalinidade dos acidos volateis 52 (17) SDF 9.184 (451)

Notas: SST- Solidos Suspensos Totais; SSV- Sélidos Suspensos Volateis; SSF- Sélidos Suspensos
Fixos; SDT- Sélidos Dissolvidos Totais; SDV-Sélidos Dissolvidos Volateis; SDF- Sélidos Dissolvidos
Fixos. Valores em () apresentam o desvio-padréo
* Todos os valores em mg.L™", com excecdo do pH

Conforme Christensen e colaboradores (1994) e Kjeldsen e colaboradores
(2002), os valores de pH obtidos para o lixiviado caracterizado sao tipicos da etapa
metanogénica de degradacdo. Apesar disto, a concentracdo da matéria organica
obtida na forma de DQO indicou que 0 meio ndo se encontrava estabilizado e
grande parte da matéria organica dissolvida poderia, ainda, ser encontrada na forma
de AGV, de acordo com Harmsen (1983) e Frimmel e Heiss (1991).

A concentragdo do nitrogénio amoniacal presente no lixiviado de aterro

sanitario de Curitiba ultrapassou o valor de 1.500 mg.L™. De acordo com Lay e



69

colaboradores (1997), concentragbes acima deste valor podem induzir & queda
gradativa da atividade metanogénica, principalmente devido a formacdo de géas
amonia. Entretanto, no pH observado para estas amostras (8,3), a maior parte do
nitrogénio amoniacal ainda se encontraria na forma de ion amoénio, ndo toxico e
fonte de nitrogénio biodisponivel para os microrganismos.

De acordo com a Tabela 4.1, mais de 93% da alcalinidade total obtida para o
lixiviado caracterizado foi encontrada na forma de alcalinidade como bicarbonato
(808 mg.L™). Os resultados estéo de acordo com o esperado para lixiviado de aterro
sanitario, no qual a aménia presente neste residuo combina-se com dioxido de
carbono, para formar bicarbonato de amoénio, que age como um sistema tampao
natural e ja foi observado por Tajarudin e colaboradores (2006). Uma fracdo menor
da alcalinidade total encontrou-se, ainda, na forma de sais derivados de acidos
volateis (52 mg.LY) e, de acordo com Devlin (1990), este valor deve-se,
majoritariamente, a presenca de acetato nas amostras.

O valor médio encontrado para a variavel fésforo (3,2 mg.L™) foi condizente
com os valores para este macronutriente relatados por diferentes pesquisadores
como Baere e colaboradores (1984) e Morais e Zamora (2005). A relagdo DQO:P
encontrada no lixiviado caracterizado foi de 1.000: 0,3. Esta relacdo esta em
desacordo com aquela sugerida por Lettinga (1996) como ideal para o equilibrio dos
processos biologicos (1.000:1) e permite afirmar que o fésforo encontra-se em
baixas concentracdes no lixiviado de aterro sanitario e pode limitar os processos
biolégicos de degradacdo da matéria organica neste tipo de residuo.

O conjunto de sélidos suspensos das amostras do lixiviado de aterro sanitario
de Curitiba apresentou-se, em quase sua totalidade, como fracdes volateis (SSV)
(352 mg.L?). Os SSV sé&@o constituidos por material de origem celular e podem
contribuir para o crescimento do biofilme anaerdbio, quando em contato com
bioparticulas em desenvolvimento, ja observado por Vangulk e Rowe (2004).

A concentracdo de solidos dissolvidos no lixiviado foi a mais representativa
dentre os sélidos totais. Os valores encontrados para o lixiviado do Aterro Sanitario
Municipal de Curitiba estdo de acordo com os resultados de Qasin e Chang (1994)
para sélidos dissolvidos totais neste tipo de efluente.
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4.2 LODO ANAEROBIO DO LIXIVIADO DE ATERRO SANITARIO

A coleta do lodo anaerébio para adicdo nos sistemas em batelada foi
realizada na lagoa facultativa do Aterro Sanitario de Curitiba, por se tratar de uma
potencial fonte de biomassa ja adaptada ao tipo de efluente a ser utilizado como

substrato.
A Tabela 4.2 apresenta os resultados obtidos para a analise do conjunto de

solidos totais do lodo anaerdbio coletado. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata e os valores expressam a média observada.

A alta concentracdo de solidos totais observada para este lodo (23%)
assemelhou-se com o que ja foi observado por Gongalves et al. (1997) em lodos
formados em lagoas anaerdbias. Destaca-se também o avancado estado de
mineralizacdo observado neste lodo, com apenas 18% dos solidos totais na forma

de sodlidos volateis.

TABELA 4.2 - RESULTADOS PARA O CONJUNTO DE SOLIDOS
TOTAIS DO LODO ANAEROBIO

Variaveis Valores (g. L™ %
Soélidos Totais 254,8 (15,4) 100
Soélidos Totais Volateis 46,2 (3,8) <20
Solidos Totais Fixos 208,7 (11,7) >80

O lodo coletado apresentou caracteristicas similares a lodos de lagoas
anaerobias do que aqueles encontrados em lagoas facultativas, nas quais se espera
uma concentragdo de solidos totais inferior a 10%. O acumulo de lodo na lagoa
facultativa do Aterro Sanitario de Curitiba, sem remocdes peridédicas durante a
operacdo deste sistema, poderia explicar a elevada concentracdo de solidos

observada neste residuo.

4.3 CULTIVO DOS MICRORGANISMOS

O periodo de incubacdo em estufa microbiolégica sob temperatura de 35°C,
gue precedeu o cultivo dos microrganismos em meios MB, visou aclimatar e
estimular as espécies microbianas presentes no lixiviado. A funcdo desta etapa foi

reduzir a taxa de mortalidade deste tipo de organismo, cuja intolerancia ao oxigénio
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atmosférico implica na sua dificuldade em crescer sob cultivo.

4.3.1 Teste do substrato

Todos os meios contendo o lixiviado bruto (MB e variantes) apresentaram
desenvolvimento colonial (Figura 4.1 a-f). Os meios contendo o antibiético
cloranfenicol, apresentaram a formag&o de um halo ao redor do antibiotico, definindo
regides de inibicdo do crescimento. O halo de inibigdo, entretanto foi mais evidente
nos cultivos sem adicdo de metanol e acetato.

Foram observados bolsdes de gas na superficie de todos os meios testados,
provavelmente decorrentes da saida do biogas produzido no interior do meio,
conforme apresentado na Figura 4.2.

FIGURA 4.1 — (a) MEIO MB, (b) MEIO MB-CLORANFENICOL, (c)
MEIO MB-ACETATO, (d) MEIO MB-ACETATO-
CLORANFENICOL, (e) MEIO MB-METANOL, (f)
MEIO MB-METANOL-CLORANFENICOL
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FIGURA 4.2 - BOLSOES DE GAS EM MEIO MB

Sob estereomicroscopia, as colbnias observadas no meio MB e MB-
cloranfenicol dividiram-se em dois tipos principais: (1) bordos lisos, formas
arredondadas, levemente céncavas, coloracdo rosea ou marrom claro e (2) difusa,
branca acinzentada, com forma arredondada ou eliptica. A morfologia colonial do
tipo 1 assemelhou-se aquela obtida por Edwards e McBride (1975), isolando
metanogénicos a partir de lodo de esgoto doméstico. As colbnias observadas pelos
autores nem sempre eram puras e podiam ser formadas por varias espécies de
metanogénicos como, por exemplo, Methanosarcina spp., Methanobacterium spp. e
Methanospirillum sp.

A segunda morfologia colonial observada assemelhou-se a colonias do
género Methanobrevibacter, hidrogenotréfico e apareceu em maior quantidade na
regido de inibicdo ao redor do antibiotico. De acordo com Morvan e Fonty (1996),
este crescimento diferenciado pode ter resultado da reducdo da competicdo de
algumas bactérias acetogénicas consumidoras de hidrogénio e bicarbonato pelo
substrato das hidrogenotroficas (H/CO,), o que permitiu o0 crescimento mais
pronunciado de géneros como Methanobrevibacter. Na Figura 4.3 a-b sao
apresentadas as imagens das colbnias observadas proximas ao halo de inibicdo do
cloranfenicol.
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FIGURA 4.3 — (a) COLONIAS EM REGIAO DE INIBICAO NO MEIO MB-
CLORANFENICOL; (b) MORFOLOGIAS COLONIAIS
OBSERVADAS, TIPOS 1 e 2

Os meios com adicdo de acetato e metanol, com e sem cloranfenicol
apresentaram um grande numero de coldnias similares ao primeiro tipo morfolégico
descrito no meio MB e menor crescimento de colbnias similares as do género
Methanobrevibacter (Figura 4.4). Isto porque o0s meios, contendo altas
concentracbes de acetato e metanol, reduzem drasticamente a atividade das
bactérias acetogénicas do tipo OHPA, pois ndo ha necessidade de converter os
acidos organicos formados no meio, em &cido acético. Como se trata de um
consoércio intrinsecamente vinculado, a reducdo da atividade das acetogénicas
produtoras de hidrogénio afeta diretamente o metabolismo das metanogénicas
hidrogenotroficas (i. e. Methanobrevibacter), reduzindo também seu crescimento.

Sob microscopia Optica foram observados, nos meios MB e MB-cloranfenicol,
microrganismos similares a Methanosarcina sp., Methanosaeta sp., Methanosphaera
sp. além de grande quantidade de microrganismos similares a Methanobrevibacter

sp. (Figura 4.5).
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FIGURA 4. 5 - MICRORGANISMOS
SIMILARES A
METHANOBREVIBACTER
SP. BARRA= 10pm

Os meios contendo acetato e metanol também apresentaram grande
guantidade de microrganismos similares a Methanosarcina sp., espécie
metabolicamente verséatil e pioneira. Para o meio contendo acetato, outro destaque
foi o crescimento de microrganismos similares a Methanosaeta sp., um dos poucos
grupos capazes de metabolizar acetato, juntamente com o género Methanosarcina.
Para o meio contendo metanol, além da presenca de Methanosarcina sp., observou-
se grande quantidade de microrganismos similares a Methanosphaera sp. De acordo
com Boone e Castenholz (2001), o metanol e as metilaminas sao substratos
catabdlicos exclusivos de alguns membros da familia Methanosarcinaceae (entre
eles, o género Methanosarcina) e da espécie Methanosphaera sp., o que explica o

crescimento destas espécies nos meios MB em que foi adicionado metanol.

4.3.2 Teste do antibi6tico

O teste do antibidtico foi realizado como tentativa de identificacdo das
espécies, principalmente metanogénicas, presentes nos meios cultivados.

Todas as placas apresentaram crescimento de microrganismos. Entretanto, a
morfologia colonial variou de acordo com o antibidtico utilizado. O crescimento
colonial dos quatro meios MB pode ser observado nas Figuras 4.6 a-d.

O meio MB-free apresentou crescimento mais disperso e o maior nimero de
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colénias formadas. O meio MB-clo apresentou coldnias morfologicamente similares
ao meio MB-free, entretanto com menor dispersdo. Para o antibiético penicilina,
inibidor da sintese protéica das bactérias acetogénicas, a morfologia colonial foi
distinta dos meios MB-free e MB-clo, pois apresentou uma massa de crescimento
branca, sem distin¢do clara entre as colénias. Para o antibidtico bacitracina houve
menor dispersao colonial, como observado no MB-clo e, em relacdo a este, menor

numero de colonias formadas.

FIGURA 4.6 — CRESCIMENTO COLONIAL EM MEIO: (a) MB-FREE; (b)
MB-CLO; (c) MB-BACI E (d) MB-PEN

4.3.2.1 Morfologia e estrutura colonial dos microrganismos cultivados

Em microscopia eletrbnica de varredura, o material biolégico presente nas
placas contendo os meios MB-free e MB-clo, apresentou-se como um biofilme
denso, formado por bacilos de extremidades arredondadas, e espacados por canais
(Figura 4.7). Estes canais tém como provavel funcdo a circulacdo de agua,
nutrientes e a excrecdo de metabdlitos pelos membros do consorcio microbiano,
conforme sugerido por Costerton et al. (1994); Costerton et al. (1999), Manz et al.
(1999) e Wimpenny et al. (2000). O meio contendo cloranfenicol induziu ao
crescimento de maior diversidade de popula¢cdes metanogénicas, provavelmente por
reduzir a competicdo com populacdes bacterianas (Figura 4.8). A visualizacdo em
MEV confirmou a presencga da morfologia observada em microscopia optica, similar
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a espécie Methanobrevibacter sp. (Figuras 4.9a e 4.9b).
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FIGURA 4.8 - MEIO MB-CLO. MS- SIMILAR A METHANOSARCINA
SP.; MB- SIMILAR A METHANOBREVIBACTER SP.;
MP- SIMILAR A METHANOSPHAERA SP.
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FIGURA 4.9 — (a) MICRORGANISMOS SIMILARES A METHANOBREVIBACTER
SP. (SETAS); b) PONTAS AFUNILADAS (*TAPERED ENDS”),
CARACTERISTICA DE METHANOBREVIBACTER SP. (SETAS)

Para o meio contendo bacitracina, antibiético inibidor da sintese protéica de
Methanobrevibacter sp., o biofilme observado foi menos denso e formado por canais
mais largos (Figura 4.10). Este resultado reforca a hipétese de que a ordem
Methanobacteriales, representada pelas espécies Methanobrevibacter spp.,
compreende os metanogénicos hidrogenotroficos mais bem adaptados ao meio de
lixiviado bruto de aterro sanitario.

FIGURA 4.10 - CANAIS DE CIRCULACAO EM MEIO MB-BACI
(SETAS). BARRA = 1pm
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Para o0 meio contendo penicilina, antibiético inibidor das espécies
acetogénicas (OHPA) e algumas espécies acidogénicas, o biofilme formado
apresentou menor biodiversidade que o meio MB-clo, prevalecendo microrganismos
similares a Methanosphaera sp. (Figura 4.11). Este resultado pode indicar a inibicdo
indireta das populacbes metanogénicas associada a inibicdo das populagbes
acetogénicas produtoras de hidrogénio e acidogénicas no consorcio microbiano.

N

HZBaAE o o =
xzanaaa | 1 7 f"ﬁ
4 e

e

FIGURA 4.11 - MEIO MB-PEN. SETA- MICRORGANISMOS
SIMILARES A METHANOSPHAERA SP.

Os microrganismos presentes no meio MB-cloranfenicol foram submetidos a
extragdo e amplificagdo do material genético. Os resultados obtidos serdo discutidos
e comparados com aqueles obtidos para amostras de lodo anaerdbio (secéo
4.4.2.2).

4.4 OPERACAO DOS REATORES EM BATELADAS SEQUENCIAIS

Os microrganismos cultivados em meio MB-cloranfenicol foram utilizados
como indculo no reator Teste, conforme metodologia descrita na sec¢éo 3.4.2.1. A
maior diversidade de metanogénicos observada neste meio foi um fator importante
na escolha desta fonte de microrganismos para producao do indculo.

A temperatura dos reatores Controle e Teste, durante todo o experimento, néo
foi controlada, somente monitorada. Desta forma, pretendeu-se avaliar a adaptagcao
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da microbiota presente no biofilme, em um ambiente com possiveis perturbacdes

ambientais.
4.4.1 Monitoramento do efluente dos reatores - Fase I

O periodo compreendido pelos primeiros trinta dias de operacéo dos reatores
foi denominado de Fase | para diferenciar esta etapa de monitoramento daquela
posterior, em que houve a adicdo do macronutriente fosforo no lixiviado.

Durante estes trinta dias de operacdo, foram coletadas 20 amostras, cada
uma ao final do tempo de ciclo em cada reator. A Tabela 4.1 apresenta os valores
médios obtidos para cada variavel analisada durante este periodo e também a
eficiéncia na remoc¢éo da variavel em relagédo ao afluente, ou seja, o lixiviado bruto
do Aterro Sanitario Municipal de Curitiba. Algumas variaveis apresentaram aumento
durante a operacao e sua taxa de remocao foi expressa em valores negativos.

Os valores de pH observados durante a operacao dos reatores restringiram-
se a faixa 8 a 9, confirmando a elevada capacidade de tamponamento do lixiviado
de aterro sanitario. Nao houve diferenca estatisticamente significativa para esta
variavel entre os reatores RC e RT (teste U de Mann-Whitney, p= 0,462). A Figura
4.12 apresenta a variagdo do pH durante o monitoramento do efluente dos reatores
Controle e Teste ao longo dos 30 dias de operacéao.

1C

pH
[#s]
n

dias

—&— Reator Contrale —— Reator Teste

FIGURA 4.12 — VARIACAO TEMPORAL DO PH PARA OS REATORES
CONTROLE E TESTE
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TABELA 4.3 — RESULTADOS DAS VARIAVEIS MONITORADAS PARA AMOSTRAS DO EFLUENTE DOS REATORES
CONTROLE E TESTE

Variavel N Valor médio* RC Valor médio* RT MaximoR C | M&ximo RT | Minimo RC |Minimo RT R,er_nogéci* R,em"‘?a‘i*
média RC média RT
pH 27 8,8 (0,2) 8,7 (0,2) 9,2 9 8,4 8 - -
Temperatura 27 23,4 (2,8) 23,5(2,8) 28,2 28,1 17,3 17,5 - -
DQO 21 5.498 (1369) 3.789 (1254) 8.333 6.547 3.373 1.587 41 (14) 60 (13)
COoD 20 680 (116) 572 (89) 892 739 437 372 70 (5) 75 (4)
N-NH3 21 1.763 (683) 1.738 (655) 3.051 2.695 700 758 20 (31) 21 (30)
Alcalinidade Total 20 2.380 (589) 2.632 (483) 3.626 3.524 1.152 1.732 - -
Alcalinidade como bicarbonato 20 2.168 (588) 2.413 (475) 3.469 3.241 1.055 1.625 - -
Alcalinidade como &cidos volateis 20 140 (46) 174 (69) 230 300 77 73 - -
SST 20 1.800 (1422) 825 (384) 4.750 1.560 429 180 318 (330) 92 (89)
Ssv 20 1.041 (721) 450 (294) 2.900 1.336 293 90 196 (204) 28 (83)
SSF 20 790 (811) 344 (1.027) 3.200 680 136 70 900 (1027) 336 (234)
SDT 20 10.403 (3.270) 10.298 (3.463) 16.800 16.930 4.550 5.400 17 (26) 18 (28)
SbV 20 3.495 (1161) 3.328(1.214) 5.610 5.600 1.600 1.070 4 (34) 1 (36)
SDF 20 6.813 (2.674) 6.953 (2.511) 11.500 11.300 2.150 3.350 25 (29) 24 (27)

Notas: N- nimero de amostras; RC- Reator Controle, RT- Reator Teste; SST- Sélidos Suspensos Totais; SSV- Sélidos Suspensos Volateis; SSF- Solidos

Suspensos Fixos; SDT- Sdélidos Dissolvidos Totais; SDV - Sélidos Dissolvidos Volateis; SDF- Sélidos Dissolvidos Fixos

“valores em mg. L™, exceto pH e temperatura (T); ~remocao (%) para as variaveis DQO, COD, N-NH3 e conjunto de sélidos; valores negativos em

destaque (vermelho)
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De acordo com Ross e Louw (1987), quanto maior a alcalinidade do meio,
mais tamponado ele se encontra e o0 sistema deve estar apto para controlar
possiveis variacbes de pH devido a producdo &acida (alta relacdo alcalinidade
total/acidez volatil).

A formacado de sais de acidos volateis, principalmente acetato, pode elevar a
alcalinidade total e ficou definida como alcalinidade dos acidos voléateis. O acetato é
a maior fonte de alcalinidade dos &cidos volateis e € o0 acido organico volatil em
maior quantidade nas amostras de lixiviado, segundo Tajarudin (2006). Desta forma,
as variaveis alcalinidade dos é&cidos volateis e acidez volatil foram consideradas
iguais para este tipo de residuo. A Figura 4.13 apresenta a variacdo da relacao
alcalinidade total/ acidez volatil, no decorrer dos dias monitorados, para 0s reatores

Controle e Teste.
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Relagdo alcalinidade total/

—— Rector Controle  —M—Reator Teste

FIGURA 4.13 — VARIACAO TEMPORAL DA RELACAO ALCALINIDADE
TOTAL E ACIDEZ VOLATIL PARA OS REATORES
CONTROLE (RC) E TESTE (RT)

Em geral, ambos os sistemas apresentaram valores de relacédo alcalinidade
total/ acidez volatil acima de 10, mantendo-se com valores superiores a 20 apos o
25° dia de operacdo. Estes resultados indicam que 0s reatores permaneceram
estaveis, ou seja, ndo sofreram queda consideravel de pH devido & producao acida,

ao se utilizar lixiviado de aterro sanitario como substrato.
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A variagdo da concentragdo de acidos volateis no meio (Figura 4.14) nao
representou risco de colapso para os reatores, pois 0 aumento da producéo de
acidos foi seguido pelo aumento da alcalinidade como bicarbonato, mantendo os
sistemas em equilibrio. Péde-se notar, também, que o RT apresentou maior
concentracdo de acidos volateis em relagdo ao RC durante todo o periodo. A Figura
4.15 (a-b) apresenta a variacdo da alcalinidade, como total, bicarbonato e &cido
volatil, para os reatores Controle e Teste.
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FIGURA 4.14 — VARIACAO TEMPORAL DA CONCENTRACAO DE
ACIDOS VOLATEIS NOS REATORES CONTROLE (RC)
E TESTE (RT)
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FIGURA 4.15 — VARIACAO TEMPORAL DA ALCALINIDADE NOS
REATORES: a) REATOR CONTROLE, b) REATOR
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ambiente e os valores observados encontraram-se entre 17C e 28<C, sendo 23T o
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A temperatura observada nos reatores variou de acordo com a temperatura

valor médio, para ambos os reatores. A Figura 4.16 apresenta a variacdo grafica da
temperatura ao longo do periodo monitorado.
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A Figura 4.17 apresenta as taxas de remocdo de DQO para os reatores

Controle e Teste.
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FIGURA 4.17 — REMOCAO DA DQO DO LIXIVIADO DURANTE A

OPERACAO DOS REATORES CONTROLE E TESTE

As baixas temperaturas observadas na primeira semana de operagao como,

por exemplo, 18°C, podem ter induzido a queda na remocédo da DQO entre os dias 9

e 11. Entretanto, a recuperacédo do sistema foi rapida, atingindo valores de 64% (RC)
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e 70% (RT) de remocao da DQO, apenas dois dias apds a perturbacdo no sistema.
De acordo com Dague e colaboradores (1992), reatores em batelada parecem
apresentar um “efeito de compensacdo”, em que as baixas temperaturas que
conduzem a reducdo da conversdo do substrato, sdo rapidamente compensadas
pelo aumento do niumero de microrganismos.

Em relacdo a eficiéncia na remocdo da DQO, sob as condi¢des fornecidas
neste estudo, houve diferenca significativa entre os reatores Controle e Teste (teste
U de Mann-Whitney, p<0,05). O reator Teste apresentou as maiores taxas de
remocdo da matéria organica do lixiviado como DQO, confirmando o aumento da
atividade microbiolégica no biofilme do reator inoculado com 0s microrganismos
cultivados.

Os resultados obtidos para o carbono orgéanico dissolvido (COD) foram
coerentes com aqueles observados para a DQO (Figura 4.18). A média de remocéao
para o carbono dissolvido foi de 70% para o reator Controle e 75% para o reator
Teste. Este, por sua vez, apresentou-se mais estavel em relacdo a esta variavel, ndo
apresentando varia¢des bruscas na concentracédo de carbono organico dissolvido no
meio. A analise estatistica confirmou a diferengca como significativa entre os dois

reatores para esta variavel (teste U de Mann-Whitney, p<0,05).
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FIGURA 4.18 - REMOCAO DO COD DO LIXIVIADO DURANTE A OPERACAO
DOS REATORES CONTROLE E TESTE

A persisténcia do nitrogénio na forma amoniacal foi observada em ambos os

reatores, de acordo com o esperado para lixiviado de aterro sanitario e descrito por
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Ehrig (1983), Gallert e colaboradores (1998), Jarrel e Saunier (1988), Krumpelbeck e
Ehrig (1999) e Vigneron e colaboradores (2005 e 2007). A Figura 4.19 apresenta a
variacdo da taxa de remocdo do nitrogénio amoniacal, em ambos os reatores,

durante os 30 dias de monitoramento.
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FIGURA 4.19 - REMOCAO DO NITROGENIO AMONIACAL DO LIXIVIADO
DURANTE A OPERACAO DOS REATORES CONTROLE E TESTE

A variacdo de amobnia no meio parece estar associada a atividade dos
microrganismos do consércio microbiano, principalmente em relacdo aos
metanogénicos, conforme descrito por Sawayama e colaboradores (2004). Periodos
de remocao da aménia podem estar vinculados ao consumo deste macronutriente
por alguns grupos de microrganismos, entre eles os metanogénicos acetoclasticos e
hidrogenotroficos.

Durante a operacdo dos reatores, periodos de remocdo do nitrogénio
amoniacal eram seguidos pelo aumento da quantidade deste macronutriente,
formando ciclos continuos. De acordo com os resultados graficos apresentados na
Figura 4.19, apGs a remocao da amonia no meio em até 60%, alguma via é induzida
a aumentar, novamente, a concentracdo deste composto. Uma das vias de
conversdo final de substrato que pode gerar amobnia como subproduto é a
metilotrofica, conforme descrito por Vich (2010). Esta via utiliza metilaminas para a
geracdo de metano e € conduzidas por algumas espécies do género
Methanosarcina e pela espécie Methanosphaera sp.,conforme descrito por Fricke e
colaboradores (2006).
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Durante o teste do substrato (secdo 4.3.1) foram observadas grandes
qguantidades de microrganismos similares a Methanosarcina spp. e Methanosphaera
sp. nos meios de cultivo em que foi adicionado metanol. A presenca destes
microrganismos, originados a partir do proprio lixiviado, indica o potencial deste
residuo em ser utilizado como substrato na via metilotrofica. Para ativar esta via séo
necesséarias baixas concentragbes do produto gerado pelos microrganismos
metilotréficos, ou seja, amobnia e metano. Se as vias acetogénica e hidrogenotrofica
forem limitadas de alguma forma, como por exemplo, pela reducdo dos acidos
organicos volateis no meio, a via metilotrofica € ativada e devera produzir metano, e
amonia como subproduto.

Uma forma de avaliar se houve Ilimitacdo dos substratos para a
metanogénese pelas vias metanogénicas e hidrogenotroficas € pela variacdo da
concentragcdo de sOlidos dissolvidos volateis presente no meio. Baixas
concentracdes (<1 mg.L™) sdo indicativas do esgotamento temporéario de potenciais
fontes para a acetogénese e metanogénese, como 0s acidos propibnico, butirico e
acético. O consumo e a reducao destes acidos no meio também levam a reducéo de
acetato e H, produzido pelas acetogénicas.

Os resultados obtidos para o conjunto de sélidos dissolvidos dos reatores
Controle e Teste podem ser observados na Figura 4.20a-b. A concentracdo dos
sélidos dissolvidos volateis no meio foi reduzida pouco antes dos periodos de queda
na remocao do nitrogénio amoniacal nos reatores, o que pode ter ativado a terceira
via da metanogénese, a via metilotréfica. Estes resultados indicam a provavel
influéncia dos microrganismos metanogénicos metilotroficos na manutencdo da
amonia na digestao anaerdbia do lixiviado de aterro sanitario.

Apesar da producdo da amodnia no meio interferir com a remoc¢ao deste
composto pelo processo da digestdo anaerdbia, foram obtidas, em média, remoc¢des
de 20% e 21% para os reatores Controle e Teste, respectivamente. A andlise
estatistica, entretanto, descarta a existéncia de diferenca significativa entre os dois

reatores (teste U de Mann-Whitney, p=0,910).



88

13000
15000 /!1
14000
—
212000 .//r'\"‘.} = \
S 10000 . %\ /'/’\ FaN
g E Y B\ WAV |
E oo o e AR /.,l
= 3 7 s
T G000 - S \/'\
v} -l T P >,
g -"—"‘ ‘\ - l}\ \:‘“-‘C' \/ ’
w 4000 ‘—--‘i'*---__‘_,d"— LY ,*‘--.._ £ ‘K ﬁ"‘"‘-- J‘:‘-\:-
- ~-—4 - <
2000 z Tt
]
0] 5 10 15 20 25 30
dias
a —— 50licos Dissolv dos Totais --<2==- 5¢lidos Dissolvides Fixos
==k ==S5licos Dissalv dos Velateis
18000
16000 /’\q\
A s—
£ 12000 .
S 10000 W ,»‘
lg i //\0-__0“““ \.-<J \ \ /
£ 800U =
c ) \ // "“'&
T 600C i }u.. —
S 400 AKTA . &ﬁ\«”&“ﬁ—*/—” "
% 2xc P ‘\ e kh A kA
Ay
C.
0 5 10 15 20 25 30
dias
b —— Sdlides Dissolvidos Totais — &= = Sdlides Dissolvidos Fixcs
---A--- Solides Dissolvidos Yolateis

FIGURA 4.20 — VARIAGAO TEMPORAL DO CONJUNTO DE SOLIDOS
DISSOLVIDOS: (a) REATOR CONTROLE, (b) REATOR
TESTE

Em relacdo ao conjunto de solidos dissolvidos, houve redugédo dos sélidos
dissolvidos fixos, com taxa de remocdo de 25% e 24%, para RC e RT,
respectivamente. Os sélidos dissolvidos volateis apresentaram ora reducdo, ora
aumento na sua concentracdo no meio, de acordo com 0 consumo e geracao de
compostos organicos nos reatores. Para os solidos dissolvidos totais, a remocéo
atingiu os valores de 27% e 18%, para RC e RT, respectivamente. Os resultados
nao apresentaram diferenca estatistica para os dois reatores (teste U de Mann-
Whitney, p=0,965).

Os resultados obtidos com os solidos suspensos indicam aumento nas
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concentragdes deste conjunto de solidos ao longo do tempo, para ambos os reatores
(Figura 4.21 a-b).
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FIGURA 4.21 — VARIACAO TEMPORAL DO CONJUNTO DE SOLIDOS
SUSPENSOS NO AFLUENTE: (A) REATOR CONTROLE, (B)
REATOR TESTE

Para solidos totais suspensos volateis, a concentragdo presente no efluente
foi maior no reator Controle; uma possivel explicagdo é o aumento da capacidade do
biofilme no reator Teste em agregar particulas (maior producdo de EPS), o que
reduz a quantidade de particulas floculadas, conforme ja descrito por Fang e
colaboradores (2000), Tolker-Nielsen e colaboradores (2000) e Fernandez e
colaboradores (2008).
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Os sodlidos suspensos fixos também sofreram menor reducdo no reator
Controle. A geracéo de biogas no interior do reator pode ter gerado revolvimento dos
sélidos suspensos fixos e 0 consequente aumento da sua concentracado no efluente.
Isto porque, a liberacdo do biogas era realizada apenas uma vez em ambos 0sS
reatores, imediatamente antes a etapa de alimentacdo. O arraste de solidos no
descarte de sistemas anaerébios em bateladas sequenciais € um dos principais
problemas para este tipo de sistema e ja foi descrito por Contrera (2008).A diferenca
entre os reatores para esta variavel (SSF) pode ser atribuida a maior estabilidade do
reator Teste frente as perturbacdes do sistema, com biofilmes mais estaveis e bem
aderidos a suportes sélidos originados a partir dos sélidos suspensos fixos.

A analise estatistica realizada para o conjunto de sélidos volateis conferiu
diferenca significativa para a resposta dos reatores Controle e Teste (Mann-Whitney,
p< 0,05). Este resultado pode ser atribuido ao bom desempenho dos
microrganismos inoculados no reator Teste em estabelecer ou acelerar a formacao

de um biofilme resistente e estavel.

4.4.2 Monitoramento do lodo anaerébio
4.4.2.1 Conjunto de solidos totais

Os valores obtidos para o conjunto de soélidos totais (fixos e volateis)
encontram-se na Tabela 4.4. Os ensaios foram realizados em duplicata e os valores
expressam a média obtida.

A concentracdo de solidos totais foi inferior aquela do lodo bruto adicionado
nos reatores. Isto, provavelmente, devido a sedimentacdo dos solidos do lodo no
interior dos sistemas e a permanéncia de um lodo mais clarificado na altura do
amostrador de lodo dos reatores.

As amostras de lodo coletadas apos 1, 20, 40 e 60 dias de operacdo, em
ambos os reatores, apresentaram aumento na concentracdo de sdlidos, com
excecao do 60° dia de operacdo no reator Controle. A queda na concentracdo desta
amostra pode estar associada a menor estabilidade observada, ao longo do tempo
de operacdo, no biofiime do reator Controle; a maturacdo e a estabilidade
observadas nos biofilmes dos reatores RC e RT séo discutidas na préoxima secéo
(4.4.2.2).
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TABELA 4.4 — CONJUNTO DE SOLIDOS TOTAIS (FIXOS E VOLATEIS)
(g.L'Y) PARA OS REATORES RC E RT APOS 1, 20,
40 E 60 DIAS DE OPERACAO

Conjunto de sélidos totais

Dias RC RT
STT STV STF STT STV STF
1 28,6 (1,7) 10,8 (0,3) 17,8 (0,8) 34,4(0,3) 9,5(0,5) 24,9 (0,8)
20 58,1 (0,9) 14,3 (0,6) 43,7 (1,3) 77,3(0,7) 16,1 (1,1) 61,2 (2,1)
40 85,7 (0,6) 18,7 (0,7) 67 (1,6) 110,7 (1,8) 19,3 (0,4) 91,4(1,4)
60 37,9 (1,2) 8,5 (0,5) 294 (1,1) 115,3(1,3) 20,1 (0,6) 95,2(1,1)

Notas: RC- Reator Controle, RT- Reator Teste; STT- Sélidos Totais Totais; STV- Sdlidos Totais
Volateis; SSF- Solidos Totais Fixos
* valores em g. L™

Comparando os valores da Tabela 4.4 para os reatores RC e RT foi possivel
observar que o reator Teste apresentou maior quantidade de soélidos durante todo o
periodo monitorado. Esta diferenca foi definida como estatisticamente significativa
(teste de Mann-Whitney, p<0,05).

4422 Biofilme anaerdébio

A visualizacdo de granulos do lodo coletado dos reatores permitiu
acompanhar o desenvolvimento e maturacdo do biofilme anaerébio. A evolucdo do
biofilme na superficie do lodo coletado foi observada apds os tempos de 1 e 20 dias
(Figura 4.22 a-d) e 40 e 60 dias (Figura 4.23 a-d).

As micrografias obtidas em MEV permitiram identificar duas fases no
desenvolvimento do biofilme anaerdbio: 1) crescimento do biofilme, com secrecéo
abundante de polimero extracelular (EPS) e 2) maturagcdo do biofime e
compactacdo da sua superficie. Estas fases foram similares ao que ja havia sido
observado por Fernandez (2008).

A primeira fase de desenvolvimento dos biofilmes foi observada nos periodos
monitorados de 1 e 20 dias de operacao dos reatores. Apos o 1° dia de operacdo em
batelada, os lodos coletados dos reatores RC e RT ja apresentaram algumas
diferencas morfoldgicas. O biofilme formado no lodo RC apresentou regides em sua
superficie com crescimento microbiano escasso e baixa diversidade de
microrganismos (Figura 4.22 a). O lodo do reator RT, ao contrario, apresentou maior

diversidade de espécies, principalmente agrupamento de cocos, e inicio da secrecéo
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de EPS na superficie do granulo (Figura 4.22 b).

FIGURA 4.22 — BIOFILME ANAEROBIO SOBRE A SUPERFICIE DOS GRANULOS
DO LODO COLETADO. a) RC, 1° DIA DE OPERACAO.; b) RT, 1°
DIA DE OPERACAO.); c) RC, 20° DIA DE OPERACAO; d) RT, 20°
DIA DE OPERACAO

Nota: (*) Indica espaco pouco colonizado pelos microrganismos sobre a superficie do granulo; setas

indicam polimero extracelular (EPS)

ApGs 20 dias, os biofilmes anaerdbios de ambos os reatores apresentaram-se
mais uniformes e consistentes (Figura 4.22 c-d). Nesta fase destacou-se a secrecao
abundante de EPS, principalmente no lodo RT (Figura 4.22 d).

O periodo de maturacdo do biofilme teve inicio a partir do 40° dia de
operacao. Nesta fase, os lodos coletados nos reatores RC e RT apresentaram varias
diferencas, principalmente em relacdo a compactacdo da sua superficie. No reator
RC foi observado o crescimento desconexo do biofilme, com regides mais
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desenvolvidas que outras, formando “vales” entre as regides de crescimento (Figura
4.23 a). Para o lodo do reator RT, o crescimento foi mais compacto e destacou-se a
presenca de inUmeros agregados de microrganismos similares a Methanosarcina sp
(Figura 4.23 b).

Com 60 dias de operagédo, as diferencas nos biofiimes foram bastante
perceptiveis. Enquanto o biofilme do reator RT apresentou-se fragmentado, com
aspecto “quebrado” (Figura 4.23c), o reator RC atingiu uma compactacéo
homogénea, com estruturas singulares na sua superficie (Figura 4.23d). Estas
estruturas assemelharam-se a poros ou microcanais e sua presencga na superficie
compactada pode estar vinculada ao transporte de nutrientes e excregao de
metabdlitos.

As espécies de microrganismos que constituiram a microbiota anaerébia dos
reatores foram mais bem visualizadas durante os primeiros dias de atividade dos
reatores ou fase de crescimento. A Figura 4.24a-b apresenta as espécies
observadas logo apds o 1° dia de operacao dos sistemas.

A presenca de metanogénicos similares a Methanosarcina sp. foi observada
no lodo do reator RC (Figura 4.24a). Esta espécie € bastante versatil e pioneira nos
processos de digestdo anaerdbia e, de acordo com Zinder e colaboradores (1984)
sua presenca geralmente esta associada a fase metanogénica inicial.

Na superficie do lodo coletado no reator RT, apds o 1° dia de operacao, foram
encontrados varios microrganismos similares a Methanosaeta sp (Figura 4.24b). Ao
contrario do que foi observado no reator RC, e também de acordo com Zinder e
colaboradores (1984) Methanosaeta sp. € espécie sucessional e deve estar presente
apenas nas fases mais avancadas da digestdo anaerdbia. Além disso, estes
microrganismos ocupam as camadas mais internas do biofiilme e ndo a sua
superficie, jA descrito por MacLeod (1990). Desta forma, acredita-se que esta
espécie tenha sido adicionada durante a inoculacéo do reator Teste e, mesmo com
pouco tempo de operacdo, esta e outras espécies foram capazes de aderir

adequadamente ao biofilme incipiente no reator inoculado.
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FIGURA 4.23 — BIOFILME ANAEROBIO SOBRE A SUPERFICIE DOS GRANULOS
DO LODO COLETADO. a) RC, 40° DIA DE OPERACAO. SETAS
INDICAM REGIOES SEM CRESCIMENTO (“VALES”), b) RT, 40°
DIA DE OPERACAO. CIRCULO INDICA CLUSTER SIMILAR A
METHANOSARCINA SP., ¢) RC, 60° DIA DE OPERACAO. SETA
INDICA QUEBRA DO BIOFILME; d) RT, 60° DIA DE OPERACAO.
CIRCULO INDICA ESTRUTURA COM MICROCANAIS

FONTE: O autor (2011)

As diferencas observadas durante o desenvolvimento dos biofilmes nos
reatores parecem estar relacionadas ao bioaumento realizado no reator Teste. O
aumento do niumero de microrganismos no consorcio pode aumentar a quantidade
de EPS secretada. Maiores quantidades de EPS podem originar biofilmes mais
homogéneos e estaveis. Estes resultados estdo de acordo com o que ja foi relatado
por Fang e colaboradores (2000), Tolker-Nielsen e colaboradores (2000) e
Fernadndez e colaboradores (2008), em estudos anteriores.
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FIGURA 4.24 — ESPECIES SIMILARES A METANOGENICOS NA SUPERFICIE
DO BIOFILME a) RC, 1° DIA. MS- METHANOSARCINA SP.,
B) RT, 1° DIA. MT-METHANOSAETA SP, C) IMAGEM DE
REFERENCIA- METHANOSARCINA SP; D) IMAGEM DE

REFERENCIA- METHANOSAETA SP
FONTES: Zehnder (1989), Broad Institute (2011), o autor (2011)

4.4.2.3 Caracterizagcdo molecular dos microrganismos cultivados e do lodo
anaerobio dos reatores RC e RT

Amostras do material genético extraido por metagendémica, do meio MB-
cloranfenicol e das amostras de lodo bruto e coletadas nos periodos de 1, 20, 40 e
60 dias, foram submetidas a amplificacdo pela técnica da PCR. Os possiveis
fragmentos amplificados foram avaliados em corrida de eletroforese em gel de
agarose 1,5%.

Os resultados obtidos nao possibilitaram visualizar uma Unica banda
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(fragmento amplificado do tamanho esperado) e sim uma série de bandas, algumas
fracamente amplificadas e outras, menores, com intensa amplificacdo. As Figuras
4.25 e 4.26 apresentam os resultados das corridas eletroforéticas.

As bandas visualizadas no gel de agarose assemelharam-se ao perfil de
amplificagdo normalmente obtido pela técnica do RAPD, ou Polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso. Na Figura 4.27 é apresentado, como exemplo, um gel de
agarose corrido apés uma amplificacdo utilizando o RAPD como marcador
molecular.

A semelhanca entre as Figuras 4.25 e 4.26, com a Figura 4.27 sugere que 0S
primers utilizados para a PCR das amostras de DNA do cultivo e dos lodos podem
ter amplificado, além das sequéncias alvo, outras sequéncias de DNA competitivas
presentes na amostra, produzindo os padrdes de bandas observados.

Todas as reacdes de amplificacéo realizadas, contendo amostras de DNA do
cultivo ou do lodo, apresentaram fragmentos amplificados menores do que aqueles
esperados como produtos.

De acordo com o Protocols and Applications: Guide for Nucleic Acid
Amplification (PROMEGA, 2009), a amplificacdo ndo especifica € um dos principais
problemas enfrentados por pesquisadores durante a realizacdo de ensaios da PCR.
O problema € agravado quando sao utilizados primers universais, como 0 16S rRNA.
Nestes casos, sdo aumentadas as chances de se encontrar sitios alternativos de
reconhecimento que podem competir pelo anelamento dos primers e produzir
amplicons de tamanhos diferentes.

Analisando as sequéncias dos primers universais para o dominio Archaea no
algoritmo BLAST® (ALTSCHUL et al., 1990) foram encontrados valores variados de
similaridade dentro do proprio dominio e também com grupos filogeneticamente mais
distantes, como algumas espécies de protozoarios. Esta similaridade entre
sequéncias pode ter permitido a amplificacdo randémica das amostras, havendo,
portanto, varios DNAs alvo para anelamento dos primers. Nestas condicdes, 0
material adicionado para a replicacdo do DNA se esgotaria rapidamente e seria

improvavel que houvesse a amplificagcdo exponencial de um unico fragmento.
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FIGURA 4.25 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE. PISTAS 1 A 11- PRIMERS DOMINIO BACTERIA, COM: 1) LODO
BRUTO, 2) CULTIVO MB-CLORANFENICOL, 3) RC 1° DIA, 4) RT 1° DIA, 5) RC 20° DIA, 6) RT 20° DIA, 7) RC 40°
DIA, 8) RT 40° DIA, 9) RC 60° DIA, 10) RT 60° DIA, 11) AGUA. MM- MARCADOR MOLECULAR 100pb. PISTAS
12 A 22- PRIMERS DOMINIO ARCHAEA, COM: 12) LODO BRUTO, 13) CULTIVO MB-CLORANFENICOL, 14)
RC 1° DIA, 15) RT 1° DIA, 16) RC 20° DIA, 17) RT 20° DIA, 18) RC 40° DIA, 19) RT 40° DIA, 20)RC 60° DIA, 21)
RT 60° DIA, 22) AGUA. PISTAS 23 A 27: PRIMERS ORDEM METHANOBACTERIALES, COM: 23) LODO BRUTO,

24) CULTIVO MB-CLORANFENICOL, 25) RC 1° DIA, 26) RT 1° DIA, 27) RC 20° DIA

FONTE: O autor (2011)
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FIGURA 4.26 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE. PISTAS 1 A 6- PRIMERS ORDEM METHANOBACTERIALES, COM:
1) RT 20° DIA, 2) RC 40° DIA, 3) RT 40° DIA, 4) RC 60° DIA, 5) AGUA, 6) RT 60° DIA. MM- MARCADOR
MOLECULAR 100pb. PISTAS 7 A 17- PRIMERS ORDEM METHANOMICROBIALES, COM: 7) AGUA, 8) LODO
BRUTO, 9) CULTIVO MB-CLORANFENICOL, 10) RC 1° DIA, 11) RT 1° DIA, 12) RC 20° DIA, 13) RT 20° DIA, 14)
RC 40° DIA, 15) RT 40° DIA, 16)RC 60° DIA, 17) RT 60° DIA. 22) AGUA. PISTAS 18 A 27: PRIMERS ORDEM
METHANOSARCINALES, COM: 18) LODO BRUTO, 19) CULTIVO MB-CLORANFENICOL, 20) RC 1° DIA, 21) RT
1° DIA, 22) RC 20° DIA, 23) RT 20° DIA, 24) RC 40° DIA, 25) RT 40° DIA, 26) RC 60° DIA, 27) RT 60° DIA

FONTE: O autor (2011)
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FIGURA 4.27 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE APOS

O USO bO MARCADOR MOLECULAR RAPD
FONTE: KAO E DURST (2010)

Apesar da possivel amplificacdo inespecifica, os resultados permitiram
comparar o desenvolvimento geral do biofilme nos reatores Controle e Teste e
identificar os grupos metanogénicos mais abundantes em amostra de cultivo
anaerobio e do lodo anaerdbio da lagoa facultativa do Aterro Sanitario de Curitiba.

As amostras do lodo anaerébio e do reator Controle apés o 1° dia de
operacdo apresentaram as maiores quantidades de bactérias entre as amostras
(Figura 4.25, pistas 1 e 3). Entretanto, as condigcbes de PCR para os primers deste
dominio utilizaram baixa temperatura de anelamento (42°C) por um curto periodo de
tempo (30 segundos), e se refletiram em anelamento inadequado dos primers nas
amostras. Os primers ndo anelados podem ser observados como bandas no final
das pistas 1 a 11.

Para o dominio Archaea, as amostras que apresentaram maior amplificacao
foram aquelas do meio MB-cloranfenicol e do reator Teste ap0s o 1° dia de operagéo
(Figura 4.25, pistas 13 e 15). Estes resultados demonstraram que as condi¢bes
utilizadas durante o cultivo dos microrganismos do lixiviado de aterro sanitario foram
eficientes para magnificar a populacdo metanogénica antes da sua adi¢cdo no reator

Teste. Este, por sua vez, também apresentou quantidade significativa de arqueas no
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periodo inicial de operagéo dos reatores devido ao bioaumento realizado.

A ordem Methanobacteriales apresentou bandas com intensa amplificagéo
para as amostras de lodo anaerébio, meio MB-cloranfenicol e Reator Controle apés
20 dias de operacao (Figura 4.25, pistas 23, 24 e 27). Mesmo em menor quantidade,
todas as amostras amplificaram na forma de bandas para esta ordem metanogénica
(Figura 4.25, pistas 25 e 26 e Figura 4.26, pistas 1,2,3,4 e 6). Este resultado
comprovou a importancia desta ordem na microbiota anaerdbia do lixiviado de aterro
sanitario.

Para a ordem Methanomicrobales, as amostras de DNA com maior
amplificacdo foram as do lodo anaerdbio e do reator Teste apds 60 dias de operacdo
(Figura 4.26, pistas 8 e 17).

A ordem Methanosarcinales foi identificada e amplificada em todas as
amostras de DNA, com destaque para o lodo e o cultivo com cloranfenicol (Figura
4.26, pistas 18 e 19). O género Methanosarcina, pertencente a esta ordem, €&
bastante versatil na utilizacdo de substratos e, provavelmente, deve ser encontrado

em varios periodos de operacédo dos reatores.
4.4.2.3 Atividade Metanogénica especifica (AME)

Os ensaios da AME foram realizados em triplicata e utilizaram o lodo retirado
dos reatores RC e RT apo0s 1, 20 e 40 dias de operacéo.

Os ensaios também foram realizados com as amostras coletadas apos o 60°
dia de operacéo, porém, ocorreram oscilacfes de temperatura dos sistemas da AME
durante este periodo, causadas por quedas de energia, e estes resultados ndo
foram considerados no estudo.

Nas Figuras 4.27 a-f sdo apresentados os graficos do volume acumulado de
metano versus tempo para 0s ensaios realizados.

O perfil de producéo de metano foi muito similar, em ambos os reatores, entre
0s ensaios de um mesmo periodo. Os resultados, para cada ensaio, apresentaram
consisténcia nas respostas, com base nas repeticoes realizadas.

Para os ensaios realizados com o lodo coletado apds 20 dias de operacgao
dos reatores foram observadas duas etapas de producdo de metano, separadas por
um periodo de estabilidade na producdo (Figura 4.28 c-d). Estas duas etapas de
producdo podem estar vinculadas a duas fases distintas de crescimento dos

microrganismos metanogénicos.
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A etapa de producéo inicial de metano, utilizando-se o lodo de 20 dias, foi
devido ao consumo imediato dos acidos organicos volateis adicionados ao frasco
reator dos sistemas e pode ser caracterizada pelo crescimento dos microrganismos
acetoclasticos. Apos a deplecédo destes compostos no sistema, ocorreu um periodo
de estabilidade, que pode ser interpretado como um periodo de producéo de acetato
e hidrogénio pelos microrganismos acetogénicos presentes na biomassa inicial
inoculada. De acordo com Lettinga (1996) e Chernicharo (2007), esta provavel
acetogénese é favorecida em baixas concentracdes de acetato no meio.

Apébs a producgdo de acetato e hidrogénio no meio, teve inicio a segunda fase
de crescimento metanogénico. Nela, 0os microrganismos acetoclasticos e, agora
também, os hidrogenotroéficos, induziram a producdo de metano, que apresentou
taxa de producdo mais elevada do que aquela observada na primeira etapa. Isto
porque houve o favorecimento ao crescimento das populacdes hidrogenotroéficas até
entdo latentes na biomassa inicial inoculada. Esta interpretacdo do resultado
observado no periodo de 20 dias pode ser corroborada pelos resultados das
analises moleculares, onde sdo observadas grandes quantidades de DNA
amplificado pertencente ao género Metanobrevibacter, hidrogenotréfico, no lodo
coletado apos 20 dias de operacdao.

Os valores obtidos para a atividade metanogénica especifica durante os
ensaios realizados (mgDQOcu4/ gSTV.d) sdo apresentados na Tabela 4.5. Para os
ensaios com lodo coletado apés 20 dias foi realizada uma média entre as duas
etapas de producdo de metano observadas. Os resultados obtidos permitem afirmar
qgue ndo houve diferenca significativa na producdo de metano pela biomassa dos
reatores RC e RT nos periodos considerados (teste U de Mann-Whitney, p= 0,513).
Entretanto, o aumento da AME ao longo dos 40 dias de operacao dos reatores pode
ter representado a adaptacdo gradual dos microrganismos metanogénicos ao
lixiviado de aterro sanitario e a maturacéo e estabilidade dos biofilmes.
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FIGURA 4.28 — VOLUME CUMULATIVO DE METANO VERSUS TEMPO. A) RC,
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TABELA 45 — ATIVIDADE METANOGENCIA ESPECIFICA
(MgDQOa/gSTV.d) PARA LODO COLETADO NOS
REATORES CONTROLE E TESTE

DIAS AME*
RC | RT
1 0.38 (0.01) 0.54 (0.07)
20 0.82 (0.28) 0.85 (0.27)
40 1.11 (0.21) 1.22 (0,04)

* valores em mgDQO/gSTV.d

4.4.3 Perfil de producéo dos acidos organicos volat  eis nos reatores Controle

e Teste

O perfil da concentracdo dos acidos organicos volateis (AGV) durante um
tempo de ciclo completo (24h) permitiu acompanhar a produgéo e o consumo destes
compostos nos reatores Controle e Teste e relacionar os periodos dentro do tempo
de ciclo com a atividade dos microrganismos presentes na digestdo anaerobia.

Nas Figuras 4.29 (a-b) sdo apresentadas as variacbes das concentracdes dos
acidos organicos acético, propidnico e butirico, durante 24 horas de monitoramento.

Analisando o perfil obtido para as concentragcbes dos AGV pode-se notar que
as concentracdes de acido acético sofrem grande variacdo ao longo do processo da
digestdo anaerobia. De acordo com McCarty (1964) o acetato € a principal fonte de
carbono utilizada durante a metanogénese o que explica sua rapida geragédo e
consumo em um tempo de ciclo dentro dos reatores.

Durante as primeiras cinco horas ap0s a alimentacdo, os reatores
apresentaram producdo equivalente de acidos acético, propionico e butirico. Foi
observado aumento na concentracdo de &cido butirico 30 minutos apos a
alimentacdo. Esta concentracdo foi novamente reduzida 1 hora ap6s o aumento
inicial observado deste composto. Simultaneamente ao decréscimo das
concentracfes de acido butirico, ocorreram pequenos aumentos na concentracao de
acido acético, em ambos os reatores. Este periodo, compreendido entre o final da
etapa da alimentacao e a sexta hora da etapa de reacao, apresentou-se tipicamente

como uma etapa acidogénica.
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FIGURA 4.29 — VARIACAO DA CONCENTRACAO DE ACIDOS
ORGANICOS VOLATEIS DURANTE UM TEMPO DE
CICLO (24 horas) NOS REATORES: a) CONTROLE.
b) TESTE

O periodo compreendido entre 6 e 12 horas ap06s a alimentacdo foi
caracterizado pela geracdo de acetato, cuja concentracdo atingiu valores acima de
30 mg.L™. Os &cidos butirico e propiénico permaneceram com baixas concentracdes
durante este periodo. Esta fase, caracterizada principalmente pelo rapido aumento
na concentracao de acetato pode ser definida como a fase acetogénica da digestao
anaerobia.

O consumo do acetato gerado teve inicio 12 horas ap0s a alimentacdo. O

tempo de consumo foi de seis horas, apds o qual, a concentracdo estabilizou-se.
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Este periodo de consumo do acetato caracterizou a atividade metanogénica
acetoclastica. Entre 12h e 15h, o consumo liquido do acetato, ou seja, a diferenca
entre 0 acetato produzido e o consumido, foi mais lento no reator Teste. Apos as
quinze horas, o reator Teste aumentou a taxa de consumo deste composto, mas
estabilizou em uma concentragdo mais elevada do que o reator Controle.

Uma possivel explicacéo para este perfil € a presenca de maior quantidade de
arqueas hidrogenotroficas no reator Teste. O consumo do H,, que foi gerado pelas
acetogénicas, por este grupo, minimiza a limitacdo termodinamica do sistema em
relacdo as acetogénicas. Ou seja, a producdo de acetato € mais acentuada no reator
Teste, devido ao maior consumo de H, pelas hidrogenotréficas, o que desloca o
equilibrio das reacdes acetogénicas no sentido dos produtos, acetato e hidrogénio.

Perto do final do tempo de ciclo (21h), houve novo aumento da concentragcao
de &cido butirico no reator Teste. O bioaumento do reator Teste parece ter induzido
a maior producao de &cido butirico no sistema, provavelmente devido a presenca de

algumas populacdes acidogénicas no inéculo utilizado.

4.4.1 Monitoramento do efluente dos reatores - Fase I

Apds o término do monitoramento do lodo (60 dias), os reatores foram
alimentados com lixiviado corrigido para a concentragéo de fosfato.

Nas Figuras 4.30-4.32 sao apresentadas as variagbes das concentracdes de
carbono organico dissolvido, nitrogénio amoniacal e fosfato para os reatores
Controle e Teste durante 20 dias de monitoramento da Fase Il

As concentracBes observadas para as variaveis COD, N-NHz; e PO,® nao
apresentaram diferenca significativa entre os reatores (teste U de Mann-Whitney,
respectivamente, p=0,917, p=0,821 e p=0,627).

As concentracdes observadas para as variaveis COD, N-NHz; e PO, ndo
apresentaram diferenca significativa entre os reatores (teste U de Mann-Whitney,
respectivamente, p=0,917, p=0,821 e p=0,627).

N&o foi possivel observar correlacdo entre as concentracfes de COD e NHj3
com as concentracdes de fosfato, em ambos os reatores. Os resultados para o teste
da Correlacdo de Spearman forneceram, respectivamente, para as relagbes COD
versus PO,> e N-NH; versus PO, p=0,489 e p=0,349 para o reator Controle e

p=0,451 e p=0,343 para reator Teste.
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FIGURA 4.32 — VARIACAO DA CONCENTRAGCAO DE PO, NOS
REATORES CONTROLE E TESTE- FASE Il

Comparando os valores das varidveis COD e N-NHj3 obtidas durante as Fases
I e 1l, somente foi encontrada diferenca significativa para os valores da concentragcao
do COD no reator Teste (teste U de Mann-Whitmann, p< 0,05). Apos a adicao de
fosfato no lixiviado, a concentracdo média de COD do reator Teste ficou mais
elevada. Uma possivel explicacdo é que o aumento de fosfato nos sistemas pode ter
induzido ao crescimento celular, gerando mais carbono dissolvido, ambnia e o
proprio fosfato no meio, devido a quantidade de material celular gerado.

Com base nos resultados observados nao foi possivel afirmar que o fésforo,
como macronutriente, seja limitante no uso do nitrogénio amoniacal como fonte de N
ou na remocao da matéria organica (COD). Entretanto, o baixo nUmero de amostras
ensaiadas (n=5) pode ter influenciado no resultado final, apesar de terem sido
utilizados testes estatisticos n&o-paramétricos. Para confirmar ou refutar estes
resultados seria interessante prolongar o periodo de monitoramento, com um

numero maior de amostras coletadas dos reatores.
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5. CONCLUSOES

A avaliacdo metabdlica dos microrganismos presentes no lixiviado de aterro
sanitario durante o teste do substrato confirmou o potencial uso das trés vias de
producdo de metano (hidrogenotréfica, acetoclastica e metilotréfica) na digestao
anaerobia do lixiviado de aterro sanitario, por microrganismos metanogénicos
adaptados e naturalmente presentes neste tipo de residuo. Também foi possivel
avaliar as relacbes de competicdo ou de cooperacédo entre metanogénicos e grupos
bacterianos, principamente acetogénicos. A inibicdo do crescimento de bactérias
acetogénicas consumidoras de hidrogénio pelo uso do antibiético cloranfenicol
induziu ao aumento do nimero e riqueza das espécies metanogénicas, observado
sob MEV.

A adicdo de in6culo no reator Teste obteve eficiéncia de remocédo de DQO e
de COD, de 60% e 75 %, respectivamente. Estes valores alcancados estado acima do
que foi encontrado na literatura para um sistema em batelada com biomassa
autoimobilizada e sem agitacdo. A adicao de indculo adaptado resultou em diferenca
significativa entre os reatores Controle e Teste para estas varidveis. Entretanto, o
reator Controle também obteve eficiéncias consideraveis na remocdo destas
variaveis (40% e 70%).

Outra variavel que apresentou diferenca significativa nas concentracfes
observadas para reator Teste e Controle foi o conjunto de soélidos suspensos. A
adicdo do inoculo pareceu minimizar o efeito de arraste de soélidos, comum em
sistemas em batelada. O aumento na producdo de material extracelular (EPS) no
meio inoculado parece ter aumentado a estabilidade do biofilme presente no reator
Teste. A maior concentracdo de polimeros e a uniformidade do biofilme do reator
Teste foram confirmadas por MEV. Ao contrario do reator Teste, o biofilme do reator
Controle apresentou-se com crescimento irregular e regides fragmentadas. Esta
instabilidade do biofilme, associada a geracao e circulacdo de biogas nos sistemas
parece ser a causa da maior concentracao de solidos volateis no efluente do reator
Controle.

O uso do inéculo foi indiferente a remocdo da aménia. Ambos os reatores
apresentaram oscilacfes entre remocao e geracao deste composto. A existéncia de

outras vias de geracdo de amodnia deve ser considerada; a via metanogénica
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metilotrofica, por exemplo, poderia estar relacionada com os periodos de geracao de
amonia no meio sempre que as concentracdes de &cidos orgéanicos volateis e
hidrogénio sofrerem reducao.

Em relacdo a diversidade microbiana existente no lixiviado, foram observadas
grandes quantidade de microrganismos similares a Methanobrevibacter sp.,
Methanosphaera sp., Methanosarcina sp. e, em menor quantidade, Methanosaeta
sp. Estes microrganismos metanogénicos pertencem as ordens Methanobacteriales
e Methanosarcinales cuja presenca foi bastante expressiva sob analise molecular,
principalmente nas amostras de cultivo, lodo bruto da lagoa e lodo removido nos dias
1 e 20 de operacado dos reatores. Ainda em relacdo a analise molecular, o uso de
primers 16S rRNA nao se mostrou adequado para a amplificacdo das amostras de
DNA extraidas por metagendmica, devido ao grande potencial destas amostras
ambientais em fornecerem sequéncias-alvo competitivas. A aplicacdo de técnicas
como a Nested-PCR ou o uso de primers para anelamento com regides
codificadoras que coordenem funcbes metabdlicas comuns apenas ao grupo de
metanogénicos (e.g. enzima MCR) pode ser a solucédo para obter-se amplificacbes
de DNA mais especificas.

A atividade metanogénica especifica (AME) ndo apresentou diferenca
significativa entre os reatores, entretanto, ao longo de 40 dias, ambos os reatores
apresentaram aumento na AME, indicando a maturacao e adaptacdo dos biofilmes
ao lixiviado de aterro sanitario. Outra consideracao importante sobre este ensaio diz
respeito a producdo de metano apdés 20 dias de operagdo dos reatores. As
diferentes fases de crescimento dos metanogénicos que puderam ser observadas
neste ensaio podem, futuramente, ser estudadas em relacéo a influéncia da variacao
de carga, ou presenca de compostos toxicos sobre a atividade metanogénica de
acetoclasticos e hidrogenotroéficos, separadamente.

Durante a operacdo dos reatores, com adicdo de foésforo no lixiviado, foi
observado aumento nas concentracfes de matéria organica (COD) e nitrogénio
amoniacal. Ao contrario do que se esperava a concentracao de fosfato também se
elevou durante o periodo. Com base nestes resultados, ndo foi possivel atribuir ao
foésforo a condicdo de nutriente limitante do processo de digestdo anaerdbia do

lixiviado de aterro sanitario.
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6. RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para complementacdo dos resultados obtidos neste estudo, seguem algumas

recomendacdes de trabalhos futuros:

» avaliar o efeito do bioaumento em reator anaerébio em bateladas sequenciais

sob temperaturas mesoéfilas controladas (32€C-35C);

» quantificar concentragcbes de metilaminas no lixiviado de aterro sanitario,

visando confirmar o potencial da via metilotréfica neste tipo de residuo;

» utilizar primers de genes funcionais especificos para a metanogénese, como
por exemplo o MCR, que codifica para a enzima metil-coenzima M redutase,
visando a caracterizacdo molecular de metanogénicos em biofilmes

anaerobios;

» aplicar técnicas biotecnologicas para aumentar a assimilacdo do nitrogénio
amoniacal pelos microrganismos metanogénicos, superexpressando genes

como o AmtB que codifica para transportadores de aménio neste grupo;

» avaliar o efeito da adicdo de fosforo no lixiviado de aterro sanitario para

digestdo anaerodbia deste residuo em periodos maiores de tempo.
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