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RESUMO

Um reator anaerobio compartimentado, com cinco compartimentos,
alimentado com efluente sintético simulando agua residuaria de laticinios,
com eficiéncia de aproximadamente 90% de remocao de matéria organica, foi
utilizado no presente estudo para acompanhar mudancas na comunidade
microbiana, sua adaptacao e producao metanogénica na mineralizacao de
acidos graxos de cadeia longa (AGCL). O reator foi operado por 270 dias com
trés fases distintas e essas com diferentes temperaturas (25°C e 37°C) e TDHs
(72h e 24h). Trés diferentes amostras foram retiradas, uma no 50° dia com
TDH de 72 horas a 25°C, uma segunda no 150° dia ainda com TDH de 72
horas agora com temperatura controlada por termostato de 37°C e uma no
270° dia com TDH de 24 horas a 37°C. Ao final da operacao do reator amostras
dos dois primeiros compartimentos foram retiradas a fim de calcular suas
atividades metanogénicas especifica (AME). Abordagem do gene RNAr 16S foi
realizada pelas técnicas PCR-DGGE, com primers especificos para os
Dominios Archaea e Bacteria o que possibilitou o acompanhamento da
diversidade microbiana encontrada ao longo dos compartimentos nas
diferentes fases e relaciona-la com a medida de atividade metanogénica
especifica (AME). A comunidade microbiana presente no ABR alimentado com
concentracoes crescentes de matéria organica sofreu modificacoes
importantes, sendo as mais verificadas no Dominio Bacteria. Analises de AME
evidenciaram que o lodo advindo do primeiro compartimento do reator, a
despeito de ter sido exposto a maior carga de AGCL, teve sua capacidade de
producao de metanagénica acetoclastica aumentada. O estudo permitiu
constatar a capacidade de adaptacdo do lodo as diferentes condicoes
operacionais, e ainda permitiu inferir que tais modificacoes foram importantes

na elevada taxa de remocao de matéria organica observada no sistema.

Palavras-chave: Reator anaerébio compartimentado. PCR-DGGE. AME.



ABSTRACT

An Anaerobic Baffled reactor, with five chambers, with high organic matter
removal efficiencies (around 90%), fed with synthetic substrate simulating
dairy wastewaters, was used in the present study in order to follow the
microbial community changes along its operational period. The modifications
were followed in order to access the sludge capability of mineralization of long
chain fat acids (LCFA). The reactor was operated for 270 days during which,
was subjected to rising organic loading rates, due to hydraulic detention time
diminution (from 24 to 72 hours). Three different samples were dropped, one
on the 50th day, with HDT of 72 hours over 25°C, a second sample in the 150t
day with HDT of 72 hours but now with temperature controlled with
termostate at 37°C and the last sample in day 27 with HDT of 24 hours at
37°C. Three periods were elected for sludge collection, when the samples were
subjected to PCR/DGGE with specific primers for Archaea and Bacteria
Domains, allowing the microbial community diversity access. The study was
complemented with specific methanogenic activity assays, conducted in the
inoculum samples and in the samples form the reactor after 270 days of
operation. The microbial community presented important modifications along
the reactor operation, being the more evident, the presented by de Bacteria
Domain. The sludge from the first chamber, despite have been subjected to
the higher LCFA loadings, showed the higher SMA values. The study allowed
the verification of the adaptation capability of the anaerobic sludge, inferring
that the observed modifications were important maintain the high organic

matter efficiencies observed in the system.

Keywords: Anaerobic Baffled Reactor. PCR-DGGE. SMA.
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos, no Brasil, representa uma tradicional
estrutura produtiva, desempenhando um importante papel na economia do
pais. O setor de laticinios esta entre os quatro principais setores da industria
alimenticia, tendo participacao de aproximadamente 10% no faturamento
total da industria de alimentos (EMBRAPA, 2010).

A contribuicao material no setor lacteo, em termos de poluicao de corpos
receptores, € muito expressiva, sendo necessario e obrigatorio o tratamento
prévio de seus efluentes liquidos antes da disposicao final em aguas
receptoras. O grau de poluicao das industrias de laticinios em corpos
receptores varia muito, dependendo do volume do leite processado, dos
processos envolvidos, tipo de produto, escala de producao, e da quantidade
de descarga de efluente (NIRENBERG, 2005 ;SILVA, 2011).

Nesses processos de producao, uma grande quantidade de efluentes
liquidos € gerada. Tais efluentes possuem altos teores de matéria organica,
solidos suspensos, nutrientes, e uma grande quantidade de gordura,
apontada como a principal fonte de poluicao. Um dos fatores preponderantes
no tratamento de tais efluentes € a concentracao e a degradacao das gorduras
(ANDRADE, 2011).

Para um tratamento conveniente desse tipo de efluente, € necessaria a
aplicacdo de processos biologicos, que atuem na estabilizacdo da matéria
organica a partir de um consorcio de microrganismos. Uma vez que a
concentracdo de matéria organica seja elevada, os processos anaerobios sao
indicados.

A conversao de acidos graxos de cadeia longa para metano, em
biorreatores anaerdobios, envolve o metabolismo das bactérias acetogénicas,
que oxidam os lipidios em hidrogénio e acetato, e as archaeas metanogénicas,
que produzem metano e diéxido de carbono a partir do consumo de hidrogénio
e de acetato. Todavia, tem sido sugerido que 6leos e gorduras exercam efeitos
inibitorios principalmente nas archaeas metanogénicas, dificultando a
transferéncia de massa e interferindo nas funcées de transporte das

comunidades microbianas (SALVADOR et al. 2013). A busca por novas
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tecnologias e sistemas de tratamento que superem esses problemas e gerem
efluentes tratados com boa qualidade € de importancia crucial. Para essas
novas tecnologias, o reator anaerobio compartimentado (ABR) foi selecionado
na otimizacao do processo de depuracao, onde sua diversidade microbiana foi
estudada no presente trabalho.

Estudos da compreensao da ecologia microbiana envolvida no
tratamento e remocao da matéria organica tem propiciado avancos nos
projetos de biodigestores e consequente melhora no desempenho destes.
Normalmente, em operacao de escala plena, da-se pouca atencao a
composicao e atividades da comunidade microbiana em relacao aos
parametros convencionais durante o funcionamento dos reatores anaerobios.
Porém, a interdependéncia das populacdoes microbianas nesses reatores reage
sensivelmente a qualquer mudanca das condi¢coes ambientais presentes.
Qualquer tipo de estresse imposto pode acarretar em mudancas nos niveis
populacionais relativos da comunidade microbiana e sua atividade, refletindo
fundamentalmente no desempenho do reator. Principalmente em relacdo aos
reatores anaerobios, onde existe essa dependéncia de interacoes microbianas
complexas para estabilidade e desempenho, este trabalho oferece uma
oportunidade de acoplar o estudo da comunidade microbiana e as
caracteristicas operacionais do sistema.

O estudo da comunidade microbiana envolvida nos processos de
tratamento anaerébio de efluentes de laticinios relacionados com a operacao
dos reatores, € também muito importante para o aperfeicoamento desses
processos, visando a otimizacao da estabilizacao da matéria organica rica em
acidos graxos de cadeia longa.

Considerando que a diversidade microbiana € influenciada por
condicoes operacionais distintas, como a natureza do substrato, a carga da
matéria organica disponivel, o tempo de detencao hidraulica (TDH) e celular,
pH e a temperatura de operacdo, técnicas de biologia molecular vém
favorecendo a avaliacao da diversidade microbiana em amostras ambientais,
sendo fundamentais no auxilio da definicao de parametros operacionais
ideais, visando o melhoramento, operacao e aplicacao desses sistemas em

larga escala (SOUSA, 2007; SOUSA, 2009).
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O presente estudo teve como objetivo acompanhar modificacoes da
diversidade microbiana durante mudancas nas condi¢oes operacionais de um
reator compartimentado (ASBR) utilizado para o tratamento de efluentes
gordurosos, alimentado com efluente sintético de laticinios, a partir de
abordagens biomoleculares com gene alvo 16S rRNA, através das técnicas
PCR, DGGE, utilizadas a fim de compreender a adaptacdao da microbiota na

mineralizacao de AGCL.
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2 OBJETIVOS

O item 2 compoe os objetivos gerais e especificos do presente estudo.

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente projeto de pesquisa teve como objetivo geral estudar a
comunidade microbiana presente em um reator anaerobio compartimentado
(ABR) tratando efluente sintético com caracteristicas de um efluente

proveniente de industrias de laticinios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar ensaios de Atividade Metanogénica Especifica (AME) com
amostras do inoculo e do reator utilizado no tratamento de efluentes sintéticos
de industria de laticinios;

Caracterizar o padrao de diversidade microbiana dos dominios Bacteria
e Archaea nos diferentes compartimentos do reator ABR, comparando-os em
tempos de detencado hidraulica de 72h para 24h durante o tratamento de
efluentes gordurosos, pelas técnicas PCR-DGGE;

Estabelecer indices de similaridade microbiana presente no reator.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 EFLUENTES DE UMA INDUSTRIA DE LATICINIOS: CARACTERISTICAS E
TRATAMENTO

O processo de fabricacao de alimentos gera grandes quantidades de
efluentes liquidos provenientes das diferentes etapas de processamento, e se
faz necessario o tratamento desse efluente antes de seu lancamento nos
corpos receptores. A contribuicao das industrias de laticinios na poluicao dos
corpos receptores € extremamente significativa ja que a fabricacao de produtos
lacteos gera uma carga poluidora muito rica em matéria organica.

O leite tem em sua composicao grandes quantidades de acidos graxos,
que sao estabilizados por substancias organicas albuminoides num soro
composto por lactose (agucar), materiais proteicos, sais organicos e minerais
e quantidades de produtos como lecitina, ureia, aminoacidos, acido lactico,
acético, alcool, vitaminas e enzimas. Estes compostos formam os efluentes de
laticinios, compostos por quantidades variaveis de leite, e sdo geralmente
aguas residuarias com caracteristicas neutras ou alcalinas, e tendem a ficar
mais acidas se houver fermentacao da lactose (KONIG, 2000).

No tratamento desses efluentes de produtos lacteos, visto que ha um
alto teor de compostos organicos, a biodigestdo é largamente utilizada. Um
tratamento biologico tem a funcao de remover a matéria organica da agua
residuaria industrial, através do metabolismo de oxidacdo e de sintese de
células, transformando essa matéria organica em subprodutos que podem ser
removidos do sistema de tratamento. Este tipo de tratamento € geralmente
utilizado em virtude da presenca de grandes quantidades de matéria organica
biodegradavel.

Em tratamentos biologicos, os processos se caracterizam de acordo com
o modo como acontece o contato da matéria organica e a comunidade
microbiana. Em tratamentos anaerobios, apesar de apresentarem menores
eficiéncias de remocao de matéria organica, quando comparados com
processos aerobios, os reatores sao mais compactos, produzem menos lodo e

biogas, tornando-se assim atrativos e, portanto, muito estudados, para
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obtencao do aumento de sua eficiéncia. Para isso, compreender a
microbiologia envolvida no tratamento € essencial, para que ocorra assim a
otimizacao de projeto e operacao em sistemas de tratamento biologico (Von

SPERLING, 1996).

3.2 PROCESSOS ANAEROBIOS

Antigamente pouco se usava dos processos anaerobios para o
tratamento de efluentes liquidos, em virtude da reduzida taxa de crescimento
das arqueias metanogénicas, € do pouco conhecimento da microbiologia
envolvida na degradacao da matéria organica.

Com novas pesquisas e o surgimento de sistemas de alta taxa, onde ha
uma maior capacidade de retencdo da biomassa, esse processo vem sendo
cada vez mais utilizado. Esse processo é tido como a melhor solucao quando
se analisa a relacao custo/beneficio no tratamento sustentavel de poluentes
organicos oriundos de industrias (LETTINGA et al., 1999).

A implementacao desses sistemas sustentaveis traz diversos beneficios.
O tratamento anaerdbio de efluentes além de ter um menor custo de
implementacdo comparado com o tratamento aerdbio, tem gasto de energia
também menor, e ainda produz energia ttil em forma de biogas. Os reatores
anaerobios podem ser aplicados com altas taxas de carga, diminuindo o
espaco necessario para a implementacao do sistema. Além disso, a producao
de lodo é geralmente inferior aos processos aerdbios, tendo tal material uma
alta capacidade de desague.

Outro beneficio € que os microrganismos anaerobios podem permanecer
preservados sem alimentacado por longos periodos de tempo, sem qualquer
dano grave da sua atividade, mantendo geralmente as caracteristicas do lodo
inalteradas (LETTINGA et al., 1999).

A digestao anaerdbia € um processo que acontece na auséncia de
oxigénio molecular, onde a microbiota interage com o ambiente e realiza
processos metabolicos de fermentacéo e respiracao. Nesses processos, reacoes
quimicas, enzimaticas e microbiologicas ocorrem, fazendo a conversao dos

substratos a particulas menores, tornando-as soluveis (VEIGA et al., 2003).
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A fermentacao se da pela oxidacao da matéria organica na auséncia de
um aceptor final de elétrons e na respiracao, a microbiota utiliza aceptores de
elétrons inorganicos, como os ions nitrato na nitrificacao, ions sulfato na
sulfetogénese ou gas carbonico na formacdo do metano. Os poluentes
organicos sao convertidos em gases, na forma de gas carbonico (25-45%) e
metano (50-70%), mistura esta conhecida como biogas, uma fonte de energia
renovavel com potencial de substituicao dos combustiveis fosseis.

A digestao anaerdobia pode ser dividida em quatro fases distintas de
oxidacao da matéria organica: hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese (LETTINGA et al., 1995). Essas diversas reacoes envolvidas na
estabilizacao da matéria organica, sao realizadas por diferentes comunidades
microbianas em etapas sequenciais e sdo muito dependentes entre si. Por isso
ocorre uma associacao sintrofica entre bactérias e arqueias, onde se uma
dessas reacoes metabodlicas for interrompida ou nao se processar em taxas
adequadas, todo o processo é comprometido (ZANELLA, 1999).

Portanto, a biodigestdo anaerdobia é representada por um sistema
ecologico intrinsecamente balanceado. No minimo, trés grupos microbianos
estao envolvidos nessas etapas: i) bactérias acidogénicas (ou fermentativas);
ii) bactérias acetogénicas; e iiij) archaeas metanogénicas. No processo,
sucessivas reacoes bioquimicas realizam a lise, por hidrélise e fermentacao,
de compostos organicos complexos (carboidratos, proteinas, lipidios) a partir
da acao das acidogénicas, formando compostos mais simples como os acidos
organicos, além de hidrogénio e gas carbonico. As bactérias acetogénicas
convertem esses intermediarios em acetato, hidrogénio e diéxido de carbono.
Finalmente, as metanogénicas desenvolvem a remocao do carbono organico
contido na fase liquida a partir da producdo do metano, biogas insoluvel,
portanto, mais facilmente removido do sistema. Além disso, as archaeas sao
responsaveis pelo controle da pressao parcial de hidrogénio do meio,
mantendo-a em niveis suficientemente baixos, permitindo que as acetogénicas
produzam acidos mais oxidados, como o acetato, substrato direto das

archaeas (CHERNICHARO, 2000).
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Na degradacao de lipidios, os triglicerideos sao hidrolisados a acidos
graxos de cadeia longa (AGCL) e ocorre a B-oxidacao, produzindo propionato
ou acetato (MIRON et al., 2000).

Em alguns casos, conversao de acido graxo de cadeia longa em metano
é feita pelas bactérias acetogénicas que oxidam o AGCL em hidrogénio e
acetato, e archaeas metanogénicas sao as responsaveis em consumir o
hidrogénio e o acetato, produzindo metano e diéxido de carbono. Como € de
extrema importancia que o maximo de acetato seja convertido em metano, de
acordo com Salvador et al. (2013), a atividade metanogénica hidrogenotrofica
e acetoclastica devem ser otimizadas, alcancando assim rendimentos

maximos de metano nos biorreatores anaerobios.

3.2.1 Problematica dos acidos graxos de cadeia longa na degradacado de

lipidios

Desde a década de 1980 ha estudos e relatos de problemas no
tratamento de efluentes ricos em lipidios. E nas décadas seguintes muitos
estudos surgiram com o objetivo de aperfeicoar o tratamento de efluentes ricos
em gorduras, uma vez que este € o substrato ideal para a producao de metano,
ja que sua degradacao produz mais biogas com maior teor de metano (ALVES
et al., 2001).

A adsorcdao da gordura a biomassa e a flotacdo do lodo sao dois
problemas comuns relatados por pesquisas iniciais, podendo levar a lavagem
da biomassa (Figura 1). Altos teores de lipidios presentes no efluente sao
adsorvidos na superficie do lodo ativo, isso reduz significantemente a
eficiéncia no tratamento devido as limitacdes no transporte de substrato
soluvel para a biomassa e por fim reduz a taxa de mineralizacao do substrato
(RINZEMA, 1993).

Rinzema (1993) testou reatores tipo UASB e um reator de leito
expandido (EGSB), e sobrecarregaram os reatores com matéria organica rica
em lipidios (>50%). Apos esse feito, uma lavagem severa do lodo no sistema

pode ser observada, devido sua flotacdo. Em 1997, Petruy e Lettinga,
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utilizando um reator de manta de lodo granular (EGSB), onde a velocidade do
fluxo ascendente se mantém mais alta permitindo a expansao do lodo e
portanto, um maior contato entre biomassa e efluente, trataram um efluente
rico em gordura do leite a fim de avaliar sua biodegradabilidade. Resultados
apresentados mostraram que 70% dos lipidios foram adsorvidos pela
biomassa, e que essa DQO adsorvida era lavada do sistema sem
biodegradacao alguma.

Outro problema observado na degradacao de compostos gordurosos € a
desintegracao de granulos. Os acidos graxos de cadeia longa (AGCL) sao
caracterizados por uma estrutura anfifilica, isto €, possuem uma parte de sua
molécula hidrofilica (acido carboxilico) e outra lipofilica (cadeia de
hidrocarbonetos alifaticos). A partir dessa molécula, pode-se esperar a
desintegracao de granulos, ja que em um pH neutro, os AGCL atuam como
surfactantes, reduzindo a tensao superficial (ALVES et al., 2009).

Perle e colaboradores, em 1995, investigaram compostos presentes no
efluente de laticinios, e consideraram a gordura do leite uma das principais
causas para a inibicao da atividade metanogénica, e efeitos inibitérios na

producao de metano.
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Figura 1 - Mecanismos de acumulacao de acidos graxos de cadeia longa na
biomassa anaerobia.
A alimentacao do reator com efluente rico em AGCL inicia com a
acumulacao substancial de AGCL no lodo, essa acumulacao é
progressiva até conversdo a metano, e o lodo, em seguida fechado
em uma espuma esbranquicada, flutua e é lavado para fora do
sistema.
A) precipitacao;
B) adsorcao;
C) retencao no interior dos flocos.

Fonte: Adaptado de Sousa et al., 2007.

Conquanto, estudos mais recentes demonstram que apesar da inibicao,
flotacao e adsorcao, esses efeitos no lodo nao sao irreversiveis. Se a biomassa
for mantida no sistema, sua recuperacao é possivel.

Um fendmeno reversivel desses efeitos inibitorios foi observado por
Pereira e colaboradores (2004), obtendo resultados que provariam que os
AGCL, apesar de diminuirem a atividade metanogénica especifica, nao
produzem efeito bactericida ou toxico permanente. Para isso, a biomassa

associada a AGCL foi inoculada em frascos reatores e sua capacidade de
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producao de metano foi testada. Foi observado que a mineralizacdao destes
AGCL acumulados na biomassa floculenta era inibida pelo substrato que
alimentava o reator, pois quando a alimentacdo do reator era interrompida
verificava-se producao de metano, mas se a alimentacao era mantida esta
producao era suprimida. Além disso, observou-se que essa biomassa
associada a AGCL apos degradar os acidos associados, recuperava valores
elevados de atividade metanogénica, ficando apta a receber nova carga de
AGCL, e de degrada-la eficientemente.

Através desse equilibrio entre a acumulacao e a degradacao de AGCL,
Cavaleiro e colaboradores (2009) obtiveram eficiéncia de até 99% na remocao
de carga organica no sistema. Esse equilibrio se deu por meio de uma
estratégia combinando fases de alimentacdo e fases de degradacao
(intermitente), o que resultou na adaptacao da biomassa nesse tipo de
tratamento. Nao ficou claro todavia como se deu o mecanismo bioquimico na
degradacao de lipidios, o que sugere a necessidade de estudos posteriores da
diversidade microbiana presente no lodo adaptado.

Alves e colaboradores (2001) acompanharam durante longo periodo de
tempo de operacao dois reatores de leito fixo similares. Resultados utilizando
um periodo de pré-exposicdo da biomassa a lipidios no reator I, apresentaram
maior tolerancia a toxicidade ao acido oleico que o biorreator onde nao havia
alimentacao prévia com AGCL. Com isso, concluiram que a alta taxa de
degradacdao da matéria organica adsorvida sugere a utilizacao de ciclos
sequenciais de adsorcao e degradacdo no tratamento de efluentes ricos em

AGCL.

3.2.2 Reatores anaerobios compartimentados (ABR) para o tratamento de

efluentes de laticinios

Na década de 80, McCarty (1988) e colaboradores desenvolveram o
reator anaerobio compartimentado (ABR, do inglés “Anaerobic Baffled
Reactor”), que € conhecido desde entdo como um biodigestor eficiente no
tratamento de aguas residuarias. Fernandes et al. (2006), Silva (2001) e

Zanella (1999) obtiveram éxito com o reator compartimentado, mostrando que
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o sistema € promissor no tratamento de esgotos, tanto pela eficiéncia na
degradacao da matéria organica e sélidos em suspensao, quanto pelo baixo
custo e simplicidade na implantacao e operacao.

O reator anaerobio compartimentado (Figura 2) constitui-se de um
tanque com diversas camaras dispostas em série, separadas por paredes
verticais, que nao necessita de granulacao para sua operacao (WANG et al.,
2004). Nas camaras, o fluxo comporta-se como o do reator do tipo UASB, com
fluxo ascendente, e cada camara € alimentada pelo efluente da camara
anterior. Essa configuracao permite que a agua residuaria passe por elevadas
concentracoes de biomassa ativa, pois as chicanas obrigam a agua residuaria
a se movimentar ascendente e descendentemente (ABREU, 2007).

Portanto, a partir dessa configuracdo, as bactérias elevam-se
suavemente e se estabelecem, devido ao fluxo de producao de gas em cada
compartimento mas também se movimentam para baixo a uma taxa
parcialmente lenta, dando origem a tempos de retencao celular de 100 dias
em tempos de detencao hidraulica da ordem de 20h (GROBICKI; STUCKEY,
1991).

Segundo Boopathy (1998), a construcdo do ABR evita os riscos de
entupimento e de elevadas perdas de biomassa microbiana, sendo
interessante para tratamento de altas cargas organicas. O ABR combina as
vantagens do filtro anaerobio, que € estavel e seguro, com o UASB, facilitando
a retencao da biomassa dentro do reator. Boopathy ainda obteve eficiéncia
igual ou maior do que outros modelos de reatores relatados em literatura.

Essa eficiéncia foi atribuida a capacidade do reator compartimentado
em aprisionar as particulas de pequeno didmetro contendo metano e com isso
manter um elevado tempo de retencao celular. Comparando o sistema ABR,
Boopathy (1998) testou diferentes numeros de compartimentos e obteve a
melhor eficiéncia no tratamento de dejetos suinos com ABR de quatro ou cinco

compartimentos.
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Figura 2 - Foto reator compartimentado no Laboratorio de Engenharia d
Alimentos FZEA-USP.

Fonte: Da autora.

Através de um ABR com 5 compartimentos, Wang e colaboradores
(2004) trataram agua residuaria sintética composta por glicose, metais
vestigiais e nutrientes. Analisando a concentracao de AGV (acidos graxos
volateis) em cada compartimento, foi observado que o acetato foi o
intermediario mais importante na degradacao acidogénica. Foi verificado
ainda que na composicao do biogas formado ocorreu aumento da producao de
metano e diminuicao do hidrogénio ao longo dos compartimentos do reator.

O ABR tem vantagens na retencao de biomassa, ja que o lodo arrastado
para fora de uma camara é retido no préoximo compartimento (SASSE, 1998).
Com isso, o design do ABR ¢ utilizado para separar a retencao de biomassa
do tempo de detencado hidraulico (TDH), tornando possivel tratar efluente
anaerobicamente em TDHs curtos de apenas algumas horas (U.S., 2000).

A partir do exposto, é possivel inferir que esta configuracdo seria
interessante para o tratamento de efluentes gordurosos, pois, mesmo com a

ocorréncia de arraste do lodo ativo, em funcdo da presenca de lipideos ou
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AGCL, essa biomassa poderia ser retida nos compartimentos finais do reator
antes de ser expulsa do sistema.

Langenhoff e colaboradores (2000) utilizaram um ABR em tratamento
de diferentes tipos de efluentes soluveis e coloidais (leite, arroz coloidal e racao
de cachorro), testando diferentes TDHs, reduzidos de 80h a 6h. Todos os
tempos de detencao hidraulico testados obtiveram mais de 80% de remocao
de DQO. Os pesquisadores ainda testaram um tempo diminuto de 1,3h que

apresentou remocao de 40% de DQO.

3.2.3. Bioquimica da biodigestao anaerobia de AGCL

As aguas residuarias apresentam uma grande variedade de compostos
organicos, resultando em muitas rotas metabolicas envolvidas no processo de
digestao anaerobia, com a colaboracao de diferentes grupos microbianos,
responsaveis pela degradacao desses diferentes compostos, tendo cada grupo
um comportamento fisiologico diferente (CHERNICHARO, 2000). A digestao
anaerobia trata-se, portanto, de um processo bioquimico complexo, composto
por reacdes sequenciais que contém em cada reagdo determinadas
comunidades microbianas.

A degradacao de lipidios e gorduras é efetuada por comunidades
sintréficas de bactérias e archaeas metanogénicas, e quanto mais agrupados
esses agregados sintréficos maior o desempenho dessas comunidades. E
porém, muitas vezes dificil de conseguir esses granulos bem agrupados
quando tratando efluentes ricos em acidos graxos de cadeia longa (ALVES et
al., 2009).

Efluentes ricos em gorduras tem um tratamento normalmente limitado
pela sua caracteristica de baixa solubilidade em agua, se tornando um
problema na digestao de lodos, onde a matéria rica em gordura tende a flotar,
separando-se do sistema através de escumas (SAWYER et al., 1994).

Mecanismos bioquimicos na mineralizacdo anaerdobia de AGCL nao
estao sendo estudados amplamente. Alguns estudos com AGCL (ALVES et al.,

2009; Sousa et al., 2007; Sousa et al., 2008) indicam a ocorréncia da [3-
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oxidacao, apresentada na Figura 3, que consiste na quebra por oxidacao do

acido graxo sempre em seu carbono f3.
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FIGURA 3 - Mecanismos da PB-oxidacao de acidos graxos, com formacao de
fragmentos com 2 + n carbonos e acetyl-CoA.
Fonte: Adaptado de MADIGAN et al., 1997.

Ainda segundo Alves e colaboradores (2009), a tecnologia anaerobia
pode ser melhorada quanto maior for o alcance no tratamento de diferentes
substratos. Através de analises das tecnologias existentes fica claro que, até
os dias de hoje, o tratamento anaerdobio com residuos liquidos ricos em acidos
graxos de cadeia longa nao sao tao eficientes.

Apesar disso, o potencial de producao de biogas no tratamento de

lipidios e gorduras € grande, podendo produzir mais metano quando
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comparados com a degradacao de proteinas e carboidratos como mostra a

Tabela 1(ALVES et al., 2009).

Tabela 1 - Potencial de producao de biogas nos diferentes substratos.

Componentes Reacao metanogénica Biogas (l.g- Metano (%)
1)
1425 69,5
Lipidios Cs0HooO6 + 24.5 HyO->34.75CH4
+ 15.25C0O,
0,830 50,0
Carboidratos CsH100s5 + H20 -> 3CH4 + 3COq
0,921 68,8
Ci16H2405N4 + 14.5 H,O ->
Proteinas 8.25CH4 + 3.75CO; + 4NH4* +
4HCOg3

Fonte: ALVES et al., (2009, p. 539)

3.3 ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA (AME)

A atividade metanogénica especifica (AME) pode ser utilizada com o
objetivo de avaliar a digestao anaerobia metanogénica, em termos de producao
de metano, sendo importante como parametro de monitoramento da eficiéncia
da comunidade microbiana metanogénica presente no biodigestor.
Estabelecendo, portanto, um controle operacional dos reatores anaerobios
(CHERNICHARO, 2000).

Este teste é utilizado entdao em escala laboratorial, com o intuito de
medir a conversao maxima de conhecidos compostos organicos a metano por
unidade de massa de lodo. Isso possibilita a determinacado da capacidade de
mineralizacdao de compostos do lodo estudado.

Apesar de nao existir um protocolo especifico para esse ensaio, e da
dificuldade de comparacao dos resultados existem alguns métodos mais
utilizados.

A discordancia de alguns autores se da ora pelo método de medida da
producao de metano, ora pelo substrato utilizado, ou ainda a temperatura do

ensaio e a relacao substrato/microrganismo (S/M). Desse modo, tem-se que
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a relacao S/M e o tipo de substrato tém importancia relevante para se obter
resultados confiaveis. Ha estudos que visam estabelecer protocolos, a fim de
unificar os meétodos utilizados nos ensaios de atividade metanogénica
especifica.

O resultado de um ensaio AME realizado com lodo retirado de um reator
continuo alimentado com acido oleico surpreendeu devido a sua alta producao
de metano (ALVES, 2001). Sem qualquer substrato externo adicionado, a
producao de metano observada € resultado da degradacao do substrato
acumulado no lodo durante a operacao do reator.

Estudos envolvendo a biomassa associada a acidos graxos de cadeia
longa foi realizado por Pereira e colaboradores (2003, 2004), onde a biomassa
foi testada com quantidades especificas entre 2,838 e 4,571
gDQO/gSV(AGCL). Testes utilizando transdutor de pressao e cromatografo
gasoso foram realizados com o lodo associado a AGCL. Para isso, incubou-se
o lodo do reator alimentado com AGCL, sem adicao de outra fonte de carbono.
A atividade metanogénica especifica foi determinada com amostras presentes
no reator, antes e depois da conversao a metano. A AME do lodo s6 pode ser
alcancada nas amostras que haviam mineralizado os AGCL associados a
biomassa dentro do reator.

Esses resultados de Alves e colaboradores (2001) e Pereira e
colaboradores (2004) demonstram que o lodo alimentado com AGCL é na
verdade capaz de converter esses lipidios a quantidades significantes de
metano. Isso foi crucial para demonstrar que a inibicdo por AGCL néao é
permanente na taxa entre 1000 e 5000 mgDQO/gSV-AGCL, contradizendo
efeitos toxicos e bactericidas irreversiveis relatados anteriormente (KOSTER,;
CRAMER, 1987; RINZEMA, 1993).

Cavaleiro e colaboradores (2009) em wum trabalho experimental
utilizaram um sistema fechado em série dividido em trés ciclos de
adicao/degradacao de AGCL, com intuito de avaliar a aplicabilidade de um
sistema sequencial a degradacao de um efluente de uma industria de
laticinios, enriquecido com gordura. Ao final do experimento a producao
cumulativa de producao de metano aumentou significantemente do primeiro

para o terceiro ciclo, sendo que no primeiro ciclo a DQO parece ter se
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acumulado na biomassa através de mecanismos fisicos, afetando a eficiéncia
do lodo, ja nos seguintes ciclos (2 e 3), a producao maxima de metano foi mais
consistente com o valor inicial de DQO, o que sugeriu uma degradacao

eficiente do substrato.

3.4 MICROBIOLOGIA E TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR PARA
COMPREENSAO DE PROCESSOS ANAEROBIOS

A identificacdo da microbiota envolvida nos sistemas anaerébios no
tratamento de compostos gordurosos € fundamental para o entendimento do
processo como um todo. As técnicas de biologia molecular complementam as
técnicas de microscopia e colaboram efetivamente na compreensao dos
processos biologicos de tratamento de residuos.

Dentre as técnicas mais utilizadas de biologia molecular, estdo a
clonagem e criacdo de uma biblioteca génica, técnicas de reacao de cadeia
polimerase (PCR) e de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE).

A técnica de PCR-DGGE é baseada na diferenca de mobilidade em gel que
apresentam fragmentos desnaturados de DNA, todos do mesmo tamanho, mas
com diferentes sequéncias de bases nitrogenadas. Esses fragmentos sao
separados em gel de acrilamida, com gradiente de desnaturante, gerando
padroes de bandas diferentes, refletindo a diversidade genética das amostras.

A diversidade microbiana nas ultimas décadas vem sendo estudada a
partir de métodos que sdo baseados na investigacao de fragmentos de DNA,
em bactérias, o gene 16S rRNA € largamente utilizado. Utilizar o gene 16S
rRNA possibilita a investigacao e determinacao de posicoes filogenéticas de
comunidades microbianas do meio ambiente (HENTSCHEL et al., 2002;
SILVEIRA, 2004). Carl Woese (1993) iniciou estudos com o gene e argumentou
que essas moléculas sdo as mais conservadas evolutivamente em todos os
Seres vivos.

Esses genes, partindo de um ancestral comum, sdo bem conservados
podendo ter suas sequéncias utilizadas para medicao de distancias

filogenéticas, inclusive com organismos distantemente relacionados.
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O gene que codifica o 16S rRNA é amplificado por reacdo em cadeia
polimerase (PCR) e posteriormente € caracterizado pela clonagem e
sequenciamento e também analisado por eletroforese, por meio das técnicas
DGGE, para a obtencao de um perfil da microbiota presente nas amostras

(KOZDROJ; VAN ELSAS, 2001; RANJARD et al., 2000).

Tabela 2 - Sequéncia do grampo GC acoplada a extremidade 5' dos primers
968f e 1100f.

Sequéncia do grampo GC CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG
GGG GCA CGG GGG G

Fonte: BELI, (2014, p. 33)

A técnica de DGGE é muito utilizada em estudos que visam comparar
modificacoes na estrutura de comunidades envolvidas em sistemas
anaerobios, em resposta a perturbacoes, como por exemplo, troca de
substrato (SOUSA et al., 2007), ambientes com diferentes valores de pH (BELI,
2014), entre outros, como aumento de carga organica ou variacoes de tempo
de retencao. Essa técnica €& utilizada quando nao existe a finalidade de
comparacao filogenética exaustiva como na clonagem, mas relativamente
precisa para determinar os organismos que dominam uma certa comunidade
(ALMEIDA et al., 2009).

Junto a um dos primers utilizado na amplificacdo, ha um grampo rico em
guanina e citosina (GC) apresentado na Tabela 2, com cerca de 40 pb (pares
de base) acoplado ao final da extremidade 5’ (MYERS et al., 1985). A medida
que os produtos de PCR, com fragmentos de DNA do mesmo tamanho, sao
separados na corrida eletroforética, o aumento gradual do gradiente
denaturante faz com que a fita dupla se abra e fique presa no gel. O grampo

GC impede a desnaturacao completa da fita dupla (Figura 4).
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Figura 4 - Desenho ilustrativo da corrida eletroforética com gradiente em gel
acrilamida. As regioes rica em Timina e Adenina ocorrem mais
facilmente a desnaturacao das sequéncias de DNA, por terem uma
ligacdo mais fraca (duas pontes de hidrogénio) que Citonina e
Guanina (trés pontes de hidrogénio). Por isso o grampo GC (pb CGC)
é utilizado, evitando a desnaturacao total do fragmento.

Fonte: BELI, (2014, p. 27)
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Junto as analises de sequenciamento e filogenéticas, esse método fornece
uma visao geral de determinada populacao microbiana, e € também muito ttil
em analises de dinamicas populacionais, comparando diferentes condicoes
operacionais nos reatores (TOMMASO et al., 2013).

Salvador e colaboradores (2013) fizeram uma abordagem no gene 16S rRNA
da comunidade arquea para observar diferentes grupos metanogénicos
envolvidos no processo de degradacao de acidos graxos de cadeia longa a
metano, em diferentes fases do reator utilizando técnicas PCR-DGGE.

O estudo evidenciou nos resultados mudancas na comunidade archaeal,
com maior mudanca durante a partida do reator. Obteve-se similaridade de
84% nas estruturas da comunidade metanogénicas mantidas até o fim da

operacao continua.
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Roest e colaboradores (2004), através do estudo do gene rRNA 16S por
PCR-DGGE, no tratamento anaerobio, revelaram uma maior abundancia das
arqueas (63%) que das bactérias (37%).

Sousa et al. (2007) a partir de analises de diversidade mostraram
mudancas em comunidades do dominio Bacterias e Archaea durante a
acumulacao e degradacao de acidos graxos de cadeia longa. Filotipos que
predominaram foram monitorados utilizando eletroforese em gel desnaturante
(DGGE) de fragmentos dos genes de rRNA 16S que foram amplificados por
PCR. Os resultados de analises de DGGE identificaram a maioria dos clones
bacterianos (80%) agrupado no Clostridiaceae e foram identificados dois
grandes grupos de metanogénicas hidrogenotroficas relacionadas com
Methanobacterium e organismos acetoclasticos estreitamente relacionadas
com Methanosaeta e Methanosarcina. O estudo mostrou também por FISH e
PCR em tempo real um aumento na comunidade archaea durante a
degradacao da biomassa acumulada, mostrando a importancia e o dinamismo
das comunidades bacterianas e metanogénicas em ciclos de acumulacao e
degradacao de acidos graxos de cadeia longa.

Souza e colaboradores (2009) utilizaram técnicas de enriquecimento e
biologia molecular, combinadas, para identificar bactérias degradadoras de
AGCL. A partir de resultados de DGGE e sequenciamento do DNA extraido das
bandas predomintes no perfil DGGE, sugeriu-se a ocorréncia de mudancas
nas comunidades microbianas na degradacao de acidos graxos saturados e
insaturados.

Sousa e colaboradores (2007) realizaram estudo da diversidade microbiana
do lodo anaerdobio apods longo contato com AGCL. Esse lodo, sob condicoes
apropriadas, foi capaz de mineralizar eficientemente essas moléculas de
acidos graxos de cadeia longa. Ainda nesse estudo, os pesquisadores
obtiveram 10 espécies e subespécies bacterianas crescendo, em associacao
sintrofica com arqueias metanogénicas, em acidos graxos com 4 a 18 ou mais
moléculas de carbono.

Salvador e colaboradores (2013), através de um estudo da resisténcia das
arquéias metanogénicas em reator tratando residuos ricos em oleato,

obtiveram mudancas na comunidade archaeal pela técnica PCR-DGGE, que
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apos a partida, o sistema apresentou uma comunidade archaeal estavel que
se manteve ao longo da operacao continua.

Portanto nota-se que as técnicas de biologia molecular ajudam na
caracterizacao e monitoramento da diversidade microbiana presente em
diferentes sistemas de tratamento, o presente estudo visou entao a utilizacao
das técnicas PCR-DGGE afim de observar as modificacoes apresentadas em
diferentes condicoes de tratamento no reator compartimentado, com tempo de

detencao hidraulica que variou de 72 horas para 24 horas.
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4 METODOLOGIA

4.1 FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL

O presente projeto de pesquisa foi realizado utilizando-se amostras
provenientes de um ABR de 25 litros e cinco compartimentos operado por 270
dias no laboratorio de Biotecnologia Ambiental, na FZEA-USP. O reator foi
operado e teve sua eficiéncia analisada em um projeto parceiro por um aluno
do Programa de Pos-graduacao em Engenharia de Alimentos- FZEA-USP, o
estudo de Santos ainda nao publicado. Ao longo deste tempo, perfis espaciais
de amostragem de efluente e biomassa foram realizados no 502, 1502 e 2702
dia de operacao.

Houve mudancas nas condi¢coes operacionais no quinquagésimo dia, no
tocante a temperatura de processo, de aproximadamente 25°C para 37°C e no
1502 dia, no tocante ao tempo de detencao hidraulica adotado que passou de
3 dias para 1 dia. Como a concentracao do efluente foi mantida, a diminuicao
do tempo de detencdo hidraulica significou aumento da carga organica que
subiu de 1,0 para 3,0 g DQO/L.d.

O reator foi mantido a temperatura ambiente até o quinquagésimo dia
de operacao, e em camara termostatizada com temperatura de 37 °C + 2 a
partir de entao, até o final de experimento. As eficiéncias médias de remocao
de matéria organica (expressa em Demanda quimica de oxigénio — DQO) ao
longo do periodo foram de 90 + 7 %. A partir do 150° dia de operacao observou-
se arraste da biomassa nos dois primeiros compartimentos do sistema, com
colmatacao periodica do terceiro compartimento. Em funcao disso, a
recirculacao de biomassa do terceiro compartimento para o primeiro foi
realizada a cada duas semanas. Tal periodicidade foi adotada no inicio da
condicao experimental, e foi diminuida com o passar do tempo, quando o
fenomeno da flotacao tornou-se menos problematico. A Figura 1 do Anexo V
apresenta o comportamento do sistema em relacao a eficiéncia do sistema nas
condicoes experimentais ensaiadas.

O esquema a seguir (Figura 5) sintetiza as principais etapas da

metodologia, descritas abaixo.



36

4 4

4 l

] 3

—-
——

P
—
LI 4

Figura 5 - Fluxugrama representativo das analises laboratoriais realizadas
para o trabalho.
Fonte: Da autora.

4.2 REATOR ANAEROBIO COMPARTIMENTADO (ABR)
A presente pesquisa estuda amostras de um reator do tipo “Anaerobic
Bafled Reactor” localizado no Laboratoério de Biotecnologia da Engenharia de

Alimentos - FZEAUSP.
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O ABR é constituido de cinco compartimentos (Figura 6), construidos
em acrilico, em escala de bancada com volume de aproximadamente 25L. Nos
dois primeiros compartimentos a biomassa presente esta suspensa e no
terceiro e quarto reatores a biomassa € fixa, com espuma de poliuretano, e o
quinto compartimento € destinado a saida do efluente contém também
biomassa fixa, mas nao foi inoculado.

O reator ainda conta com recirculacao da biomassa flotada e arrastada
do terceiro compartimento para o primeiro compartimento, tendo também
aparatos para coleta de gases na parte superior e amostradores ao longo de
seu comprimento.

O reator foi alimentado com substrato sintético simulando efluentes de
laticinios, preparado em laboratério (FZEA-USP), sua composicao esta
apresentada na Tabela 3. Apdés o preparo do substrato, o pH é neutralizado
para alimentar o reator. A DQO total de alimentacdao do reator foi de 3 g

DQO/L.

Tabela 3 - Composicao do efluente sintético

Efluente sintético

-Leite em po; 2g DQO-leite/L
-Creme de leite; 1g DQO-creme/L
-Acido paracético; 0,0181

-Acido nitrico 0,028 ml/L
-Agua oxigenada; 0,39 ml/L
-NaOH 0,27 g/L
-Macronutrientes 1 ml/L
-Micronutrientes 1,8ml/L

-NaCl 0,4g/L
-Bicarbonato de sodio | 1g/L

Fonte: Tommaso, (2012, p. 22)

As amostras estudadas foram retiradas dos quatro primeiros
compartimentos a fim de identificar as mudancas na diversidade microbiana

em cada compartimento e em diferentes condicoes de operacao.
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As fases de operacao foram divididas em duas condicoes diferentes em

relacao ao tempo de detencao hidraulica, de 3 dias (72h) na primeira condicao

e de 1 dia (24h) na segunda. Na primeira condicao o reator foi operado a

temperatura ambiente até o 50° dia e a partir de entao, a 37° C.
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Figura 6 - Figura esquematica do reator compartimentado (ABR).
Fonte: Da autora.

4.3 COLETA DAS AMOSTRAS

Apos as trés condicoes experimentais estabelecidas, amostras de

aproximadamente 5 ml foram retiradas de cada compartimento do reator e

congeladas a -20°C até a extracao de DNA.

No 150°, uma amostra da biomassa flotada também foi retirada a fim de

comparar a fase de alimentacdo com as fases de reacao dentro dos

compartimentos, o tempo de operacado do reator nas amostragens foi de 50 e

150 dias aproximadamente.

Ja na terceira condicao (TDH 24h) a biomassa do primeiro e segundo

compartimento foi carregada para o terceiro compartimento, o que ocasionou

a presenca de biomassa suspensa e fixa dentro do compartimento 3, essas

duas biomassas diferentes foram coletadas como mostra a Tabela 4.
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Tabela 4 - Condicoes das amostras nas condicoes 1 e 2.

AMOSTRAS CONDICAO TDH TEMPERATURA TEMPO DE
OPERACAO
DO REATOR

BF
(Biomassa
flotada) I 3 dias 30°C 50 dias
C1
C2
C3
C4
BF
(Biomassa
flotada)
Cl1 II 3 dias 37+2°C 150 dias
C2
C3

C4

Cl1

C2

C3 I11 1 dia 37+£2°C 270 dias
C3ep

C4

Inéculo n.d.* n.d. n.d n.d.
*(n.d.) nao detectado. Cx corresponde aos compartimentos, onde x representa
o numero do compartimento; C3ep corresponde a biomassa no compartimento
3 contida na espuma de poliuretano, enquanto em C3 II a biomassa que foi
arrastada do C1.

Fonte: Da autora.

4.4 ACOMPANHAMENTO DAS COMUNIDADES MICROBIANAS

As amostras de lodo retiradas de diferentes compartimentos do
biorreator foram submetidas a analises de biologia molecular a fim de
caracterizar as mudancas na diversidade microbiana em cada compartimento.
Para isso, extracao do DNA genomico, técnicas de reacao de cadeia polimerase

(PCR) e ensaios de DGGE foram executados.
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4.4.1 Extracao de DNA

Para a extracao e purificacao de DNA dos microrganismos presentes nas
amostras dos biorreatores, testou-se a utilizacdo de dois Kits de extracao de
DNA, o Kit Wizard DNA Cleanup (Promega®) e o Kit PowerSoil® DNA Isolation
(MoBio®) seguindo as orientacoes dos fabricantes (ANEXOS 1 e 2
respectivamente).

A extracao do DNA foi confirmada em corrida eletroforética em gel de
agarose 1,0%, preparados com TEB 0,5X em uma cuba eletroforética DIGEL®,
por uma hora a 100V. Apods a eletrosforese os géis foram corados em brometo
de etidio 0,5ug/ml por 20 minutos e lavados em agua destilada por 10
minutos. Apoés a incubacdo com o corante, o gel foi submetido ao
transluminador UV e fotodocumentado através do sistema de

fotodocumentacao L-Pix STi (Loccus®).

4.4.2 Amplificacao do gene do RNA ribosséomico 16S obtido pela técnica de

reacdo em cadeia polimerase

Apos a extracdo de DNA, o DNA total resultante foi submetido a
amplificacdao de uma regiao variavel do gene RNAr 16S pela técnica de reacao
da cadeia polimerase (PCR), com a utilizacao de primers (Invitrogen®)
especificos, Primer 968f com grampo GC e o 1401r para o Dominio Bacteria,
segundo Heuer et al. 1997, e Primers ARC-1100f GC e Arc1400r para o
Dominio Archaea, segundo Kudo et al. 1997 (Tabela 5).
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Tabela 5 - Apresentacao dos primers utilizados na amplificacao.

Gene-alvo PRIMERS Sequéncia 5’->3’°
968f AAC GCG AAG AAC CTT AC
16S rDNA
Bacteria 1401R CGG TGT GTA CAA GAC CC
1100f AAC CGT CGA CAG TCA GGY AAC GAG CGA G
16S rDNA
Archaea
1400R CGG CGA ATT CGT GCA AGG AGC AGG GAC
Sequéncia do CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG
grampo GC GGG GCA CGG GGG G

Fonte: Adaptado de Heuer et al., (1997); Kudo et al., (1997)

Para a confirmacdo do PCR, utilizou-se o gel de agarose 1,5% com
marcador de peso molecular 100pb (Easy Gen). Os resultados entao foram
visualizados em um fotodocumentador e transiluminador de UltraVioleta (UV).
O grampo GC ¢ utilizado acoplado a extremidade 5’ dos primers (968F e
1100F), e tem a finalidade de evitar a completa desnaturacao do fragmento de
DNA durante a separacdo em gel de DGGE para o estudo do consoércio
microbiano.

Para cada amostra amplificada, foi utilizado uma mistura (mix) de 50ul
contendo: Tampao PCR 1X (PROMEGA®), 0,5 ul de cada primer (Invitrogen®),
0,4ul de dANTP Mix (PROMEGA®), 0,4 ul U de Taq DNA polimerase
(PROMEGA®) e 1ul de amostra (TABELA 6).
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Para cada primer especifico foram ajustadas as temperaturas de
desnaturacao, anelamento e extensao pelo programa do Termociclador
MaxyGene Gradient (Axigen®).

Para o Dominio Bacteria, foram feitas trés etapas de ciclos. Sendo a
primeira a 94°C por cinco minutos para a desnaturacao; a segunda com 25
ciclos divididos em trés temperaturas, 94°C por um minuto, 58°C por um
minuto e 72°C por trinta segundos, os ultimos 10 ciclos foram divididos em
30 segundos a 58°C e um minuto a 72°C.

No Dominio Archaea também se iniciou com a temperatura de
desnaturacao a 94°C, seguida de dez ciclos a 94°C, 61°C ambos por 30
segundos e 72°C por um minuto e meio, nesses 10 primeiros ciclos foi
utilizado uma rampa de -0,5°C na temperatura de anelamento (61°C), os
proximos trinta ciclos foram divididos em 94°C e 56°C por trinta segundos
cada e a 72°C por um minuto e meio, e por ultimo um ciclo de trés minutos a
72°C.

A amplificacao foi submetida a corrida eletroforética em gel de agarose
1% e coradas com brometo de etidio por 40 minutos e lavados em agua
destilada (20 minutos), para a confirmacao da amplificacao dos genes.

Tabela 6 - Volume final dos reagentes para obtencdo do mix para execucao
da PCR aos Dominios Bacteria e Archaea.

Reagentes Volume para mix de [] final
50ul
Tampao PCR S ul 1x
MgCl 1,5 ul 1,5 mM
Primers Bacteria 0,5 ul 0,2 uM
968F/1401R
Primers Archaea 0,5 ul 0,2 uM
1100F/1400R
DNTPs 0,4 ul 200 uM
Taq polimerase® 0,4 ul 0,04 U/50 ul
H20 destilada q.s.p. para S0ul

Fonte: Da autora.
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4.4.3 Estudo do consoércio microbiano obtido pela técnica de DGGE

Na separacao de diferentes sequéncias dos segmentos de gene do rRNA
16S amplificados, a técnica de DGGE (eletroforese em gel com gradiente
desnaturante) foi utilizada segundo o manual da Loccus Biotecnologia, do
equipamento de sistema para eletroforese em géis com gradiente de
desnaturacao que foi padronizado diferentemente para os dominios Bactéria e
Archaea sendo 40/55% e 30/55% respectivamente. A montagem do sistema
consta em Anexo 3.

Um volume de 18uL foi padronizado dos produtos de PCR do gene rRNA
16S para ser aplicado com mais 6pL de corante para eletroforese dos DNAs
no gel de poliacrilamida em tampao TAE 1x, contendo gradiente linear de
desnaturantes de 40 a 65%, formado pela mistura das solucoes estoque de
poliacrilamida 7,5%, um dos agentes desnaturantes 100% corresponde a 7M
de uréia e 40% de formamida. A eletroforese ocorreu a 100V /60°C/overnight.
O gel foi corado no dia seguinte com SYBR GOLD I (Molecular Probes) e

documentado em fotodocumentador.

4.4.4 Analise dos perfis nos géis de DGGE

Para verificacdo de agrupamentos, € necessaria a separacao das
amostras em grupos que compartilhem algumas caracteristicas comuns
(perfis de conjuntos de bandas), partindo de uma matriz que apresente
presenca e auséncia de bandas obtidas através dos dados nos géis DGGE. A
partir dessa matriz, pode-se calcular similaridades entre os perfis através de
diferentes meétodos. Para facilitar a visualizacdo geral podem ser geradas
formas graficas, denominadas dendrogramas, que relaciona o nivel de
similaridade na vertical com as amostras por ordem de agrupamento na
horizontal (SOUSA et al., 2007).

O programa Bionumerics® (Bionumerics 7.1, Applied Maths, Bélgica) foi
utilizado para analisar o perfil de diversidade das amostras e também para o
calculo do coeficiente de similaridade (coeficiente Dice, tolerancia de 1% e

método UPGMA).
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Para analisar o perfil de diversidade microbiana das amostras e o
calculo do coeficiente de similaridade a equacao: Cs= [(2xJ)/(atb)] x 100 foi
utilizada. Onde, J é o numero de bandas comuns entre as duas amostras, a é
o numero de bandas de uma amostra e b € o numero de bandas da segunda
amostra.

O coeficiente de similaridade entre duas amostras considera o numero
total de bandas presentes no gel DGGE e o numero de bandas comuns

presentes nas amostras em questao.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA

A atividade das arqueas metanogénicas especifica foi avaliada no
laboratorio de Biotecnologia Ambiental da faculdade de Engenharia de
Alimentos na Universidade de Sao Paulo — FZEA.

Utilizou-se o protocolo da PROSAB (ABREU, 2010), onde ha a
padronizacdo de um procedimento operacional para a realizacdo de ensaio de
atividade metanogénica especifica (AME) em lodos anaerdobios. O in6culo do
biorreator e amostras dos compartimentos 1 e 2 foram coletados a fim de
calcular e comparar a atividade metanogénica especifica de cada amostra.
Apos a coleta as amostras, essas foram armazenadas a temperatura de 4°C
até os procedimentos serem iniciados. As amostras foram caracterizadas pelos
parametros de soélidos totais (ST) e solidos totais volateis (STV).

O protocolo utiliza os substratos acetato e formiato para testar as
atividades acetoclasticas e hidrogenotroéficas respectivamente. A proporcao de
lodo em relacao ao substrato foi de 0,5 gDQO/gSTV. A técnica utilizada para
a leitura dos resultados de producao de metano foi a cromatografia gasosa.

Realizou-se primeiramente o calculo da concentracao (g/L) de STV dos
lodos analisados para determinacao da quantidade de lodo a ser adicionado
em cada frasco. O volume util final dos frascos-reatores foi de 30 ml com uma
atmosfera interna de 70 ml. A solucao de nutrientes (ANEXO 2) foi adicionada
junto aos substratos acetato e formiato em ensaios distintos.

Com todos os reagentes adicionados, a purga do oxigénio presente nos

frascos foi realizada através de borbulhamento com nitrogénio gasoso (10
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minutos). Os frascos foram entao vedados e incubados em incubadora com
agitacao orbitam, Marconi MA420/E, com agitacao e temperatura controlada,

110 rpm e 30°C.

4.5.1 Quantificacao de metano por cromatografia gasosa.

A quantificacao de metano nas amostras foi realizada em cromatografo
gasoso da marca Shimazu, modelo GC-2014, equipado com coluna
microempacotada, com comprimento de 1,0 m e didametro interno de 1mm. O
gas de arraste foi Hélio, com fluxo de 10 mL.min-!. A coluna foi mantida a
temperatura de 40 °C por 3 minutos, e aquecida com rampa de 60 °C.min-!
até 150 °C, permanecendo nesta temperatura por 1 minuto. O injetor foi
mantido a 100 °C. Analise de padrao contendo 50% de CHs4 e 50% de COq
(mol/mol) era injetada periodicamente para obtencao do fator de conversao
entre area e massa de metano presente nas amostras. As injecoes eram feitas
sob pressao ambiente e o valor da massa, corrigido utilizando-se a pressao

atmosférica da cidade de Pirassununga (0,985 atm).

4.5.2 Calculo da atividade metanogénica especifica

Para realizar a medicao de biogas foi utilizado um transdutor de pressao
previamente calibrado. Portanto, inicialmente para o calculo da atividade
metanogénica especifica foi necessario construir uma curva de calibragao para
o transdutor de pressdo. A Figura 7 apresenta a curva de calibracdo do
transdutor de pressao, cuja equacao da reta propiciou a conversao dos valores

de pressao em volume de biogas produzido.
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y = 6,8674x - 0,1819
20 R? = 0,9997
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Figura 7 - Curva de calibracao do transdutor de pressao. Volume relativo (mL)
versus Pressao (psi)

Fonte: Da autora.

A partir da injecao de aliquotas de ar com volume definido, em frasco
com volume de 100 mL e atmosfera interna (headspace - HS) de 70 mL, a
curva foi construida. As aliquotas tiveram volume variando de 1 a 70 mL e
foram injetadas em triplicata. Foi determinado o volume relativo (Vgr) de cada
injecao, para a construcao da curva, de acordo com a equacédo 1, onde V; é o
volume de gas injetado e Vus € o volume do headspace.
Vi

Vgp = Vs (1)

A curva padrao obtida (R% = 0,9982) esta demonstrada na equacao 2,

onde P é a pressao registrada no transdutor de pressao em psi.
Vr = 6,8674 - P - 0,1819 (2)

As pressoes obtidas ao longo do ensaio eram convertidas em volume
relativo, e este era utilizado para o calculo do volume de biogas produzido (Vp)
através da equacao 1, na qual o volume de HS foi de 70 mL, volume utilizado

no ensaio.



47

Ao fim do ensaio, quando o maximo de gas foi produzido e a producao foi
estabilizada, amostras com volume de 0,5 mL (Vi eram injetadas no
cromatografo, a pressdao ambiente. A area obtida através da analise
cromatografica era convertida em massa (umol). Através de volumes de
amostras padroes, com 50% metano e S0% acetato, as areas obtidas por esses
padroes eram utilizadas para a correlacao de volume de gas injetado em umol

de gas injetado.

O volume de metano mensurado foi utilizado para o calculo da producao
metanogénica. E a producao metanogénica especifica foi calculada através da
producao metanogénica relacionada com a massa de solidos totais volateis

presente no sistema por hora.

A producao metanogénica especifica acumulada foi calculada através da
somatoria das massas mensuradas e plotada contra o tempo. A atividade
metanogénica especifica (AME) da amostra foi calculada a partir do ajuste de
equacao da reta realizado na primeira fracao linear da curva de producao

metanogénica especifica acumulada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. EXTRACAO DO DNA RIBOSSOMICO 16S

Apods a extracao do DNA pelo kit PowerSoil DNA Isolation (MoBio®) e
pelo kit PROMEGA®, a eficiéncia de extracao dos kits foi testada em gel

agarose 1,5%. A presenca de DNA genomico nas amostras foi confirmada pela

imagem negativa como mostra a Figura 8.

O kit MoBio® se mostrou mais eficiente em termos de purificacao e

quantidade de DNA presente nas amostras.

PROMEGA_- .
%] C1 C2 c3 C4 C5

~~

PR i M

MoBio

I CE -1 Ch 'C3 ) C4, ;€5 BF

Figura 8 - Imagem negativa da eletroforese dos produtos da extracao de DNA
com os kits PROMEGA® e MoBio®, em gel agarose 1,0%. Corados
com brometo de etidio (0,50 pg/ml).

Amostras da 1? condicao: I (inoculo); C-x: compartimentos do reator
ABR, onde x representa o numero do compartimento e BF a

biomassa flotada no inicio do tratamento do efluente rico em AGCL.
Fonte: Da autora.
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Com o kit Mobio®, uma grande quantidade de DNA foi recuperada na
maioria das amostras, observadas a partir da intensidade da cor nas bandas
em cada canaleta, mas nas amostras C3 e BF a concentracao de DNA mostra-
se menor. Como a extracao € feita padronizada pela quantidade de amostra, é
provavel que a perda de DNA seja decorrente da lavagem com tampao, que é
necessaria para biomassa flotada, ja que ela esta com moléculas de AGCL
adsorvidas na biomassa, € no compartimento 3, ja que a biomassa se encontra
aderida a espuma de poliuretano.

Ja no kit PROMEGA®, apesar da utilizacao do kit de purificacao as
extracoes nao foram tao eficientes, apresentando pouco DNA gendémico

representado pela corrida eletroforética.

5.2 AMPLIFICACAO DO GENE DO RNAr 16S

As amostras provenientes da extracdo do DNA foram amplificadas
utilizando primers do Dominio Bacteria e Archaea, conforme descrito no item
4.4.2 de material e métodos.

Os resultados da amplificacao foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5% a fim de confirmar a integridade e especificidade da
amplificacdo do gene rRNA 16S (Figura 9). Para amostras que apresentaram
pouco DNA gendmico (BF, C3, C4), na visualizacao de extracao foram testadas
algumas diluicoes, e com a diluicao de S0 vezes foi observada a melhor
amplificacao.

Foi possivel observar no gel que o tamanho do fragmento amplificado
correspondeu ao esperado de 433 pb, referente aos primers, mais os pares de
base do grampo GC. Nao foi observado o surgimento de bandas contaminantes

que indiquem amplificacao inespecifica.
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Figura 9 - Imagem do gel de agarose 1,5% contendo fragmentos de DNA
Ribossomal 16S amplificados com os primers 968f-GC e 1401r do
Dominio Bateria.
Amostras: I- inoculo; C1 — primeiro compartimento; C2- segundo
compartimento; C3- terceiro compartimento; C4- quarto
compartimento; BF- Biomassa flotada no primeiro compartimento
e CN: controle negativo (Branco). I e II: primeira e segunda
condicao.

Fonte: Da autora.

O tamanho esperado (300 pb + GC) dos produtos de PCR utilizando os
primers Arc 1100f-GC/ARC1400rGC para o Dominio Archaea foi também

confirmado através da eletroforese em gel de agarose 1,5%, e a imagem

negativa encontra-se apresentada na Figura 10.
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Figura 10 - Imagem negativa do gel de agarose 1,5% contendo fragmentos de
DNA Ribossomal 16S amplificados com os primers ARC1100f-GC
e ARC1400r do Dominio Archaea. Amostras retiradas no dia 50:

In- inoculo; C1 - primeiro compartimento; C2- segundo
compartimento; C3- terceiro compartimento; C4- quarto
compartimento.

Fonte: Da autora.

5.2.1 Acompanhamento da diversidade microbiana pertencentes ao Dominio

Bacteria, durante a operacao do reator.

Amostras de biomassa dos compartimentos do reator foram coletadas
no 50°, 150° (TDH de 3 dias) e 270° (120 dias de operacao com TDH 1 dia)
dias operacionais para acompanhamento da diversidade microbiana
pertencentes aos dominios Bacteria, através da metodologia do DGGE,
conforme descrito no item 4.4.4 de material e métodos.

No 50° dia operacional, primeira condicao, o reator recebia uma DQO
em torno de 3000 mg DQO/L com TDH de 3 dias.

A partir do perfil das bandas obtidas e visualizadas no gel foi possivel
comparar a dinamica da populagcdo microbiana presente na biomassa flotada
e nos diferentes compartimentos do ABR pelos quais o efluente passava ao
longo do reator (C1, C2, C3 e C4) (Figura 11).

A partir desses perfis de bandas também foi possivel apontar o

comportamento adaptativo das Bacterias nos diferentes compartimentos.
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Um quadro da matriz das bandas foi elaborado a fim de facilitar a
visualizacao, distribuidos em canaletas que representam presenca ou
auséncia das bandas (Figura 12).

Ao considerar o perfil das bandas obtidas nas amostras estudadas nota-
se que tal perfil foi constituido por um total de 16 bandas diferentes

distribuidas entre as amostras dos diferentes reatores e compartimentos (BF,
C1, C2, C3, C4).

By < <z s <a

<

Figura 11 - Imagem negativa de gel de DGGE em gradiente desnaturante de
40-60%, corado com SybrGold, com fragmentos de DNAr 16S com
os primers 968f-GC e 1401r das bandas do Dominio Bacteria.
BF- Biomassa Flotada; C1- Compartimento 1; C2- Compartimento
2; C3- Compartimento 3; C4- Compartimento 4

Fonte: Da autora.
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Figura 12 - Quadro de apresentacao da matriz de presenca e auséncia de
bandas obtidas apods a corrida DGGE para o dominio Bacteria.
Fonte: Da autora.

Foram identificadas 16 bandas no total, sendo que o primeiro
compartimento do ABR apresentou a maior diversidade (16 bandas).

Ao comparar o Cl com os outros compartimentos obteve-se uma
similaridade grande entre C1 e C2 de 81,48%, e ao comparar C1 com C3 e C4
encontrou-se uma similaridade menor de 54,54%. Interessante notar que das
16 bandas presentes em C1, somente 4 foram identificadas na biomassa
flotada nesse compartimento. Tal resultado indica que a flotacdo da biomassa
pode nado somente diminuir a quantidade de microrganismos ativos no
compartimento, como também afetar seu equilibrio tréfico, o que a depender
das espécies flotadas, pode ser fatal para a eficiéncia de remocao de matéria
organica.

Ao observar o desempenho em cada compartimento no 50° dia, observa-
se uma maior remocao de substrato no primeiro compartimento (TABELA 7),

chegando uma DQO muito menor nos compartimentos seguintes. Isso
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demonstra que as condicoes diferentes de alimentacdo nos compartimentos

afetam a microbiota envolvida na mineralizacao de AGCL.

Tabela 7 - Performance do reator ABR nos primeiros 50 dias de operacao.

DQOtotal (gDQO/1) Eficiéncia relativa de
remocao DQO (%)

Entrada 3224,69 0
C1 299,81 93,05
C2 224,05 25
C3 284,14 n.d.
C4 195 32
C5 131 32,8

Fonte: SANTOS, (ndo publicado)

Nos dois primeiros compartimentos pode-se observar que uma maior
diversidade inicia a mineralizacdo da matéria organica, e por consequéncia,
tal compartimento apresentou maior producdo de biogas, confirmada por
estudos da eficiéncia do reator por SANTOS, 2016 (nao publicado) onde C1 e
C2 produziram 4,25 e 4,47 ml/min de biogas nesse periodo, enquanto C3 e
C4 produziram 1,54 e 0,56 ml/min respectivamente, em funcado da carga
organica volumétrica fornecida aos primeiros compartimentos.

Novas amostras foram retiradas no 1502 dia operacional com um TDH
de 72 horas e no 2709 dia operacional com TDH de 24 horas. A partir dos
perfis DGGE, essas amostras foram analisadas e o acompanhamento da
mudanca na diversidade microbiana foi realizado (Figura 13).

Utilizou-se entdao 9 amostras para construcao dos padroes DGGE: Lodo
do inéculo que foi utilizado em ambas condicoes, amostra I; Amostras Cx,

onde x corresponde ao numero do compartimento do ABR.
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Figura 13 - Recorte da imagem do gel DGGE com gradiente 40-60%, contendo
fragmentos do DNA ribossomal 16S, amplificados com os primers
especificos 968f e 1401r de bandas de Bacteria.

Amostras estao divididas nas duas condicées nos diferentes
compartimentos Cx (x correspondendo ao numero de
compartimento) e I o in6culo.

Fonte: Da autora.

O perfil apresentado nas diferentes condi¢coes de operacao apresentou
no total de 43 bandas diferentes, distribuidas entre inéculo e os
compartimentos.

Com base nesses padroes DGGE foi estimada a diversidade bacteriana
e consequentemente as mudancas nas comunidades. Um total de 9 amostras
foram comparadas: amostra do inéculo do reator ABR, amostras retiradas dos
diferentes compartimentos nas diferentes condicoes de TDH. Assim, a partir
do perfil de bandas observou-se aparente modificacdo na comunidade
bacteriana de uma condicao para outra.

A Tabela 8 apresenta a performance do reator ABR nos diferentes dias
operacionais (150 e 270 dias). E nota-se que ja no primeiro compartimento
boa parte da DQO é removida do sistema, esse compartimento ainda recebia

a biomassa flotada e arrastada retida no compartimento 3, para assim
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aumentar sua eficiéncia, enquanto a biomassa dos outros compartimentos (2,

3 e 4) utilizam os acidos intermediarios na degradacao.

Tabela 8 — Condicoes de operacao e desempenho do reator.

Fase Compartimento TDH Tempo DQO (g/]) Ef. Remocao

(d) Operacéo Relativa DQO

0 2936,7 0
1 287,1 90,2
2 2451 14,6
I 3 3 150 239,8 2,1
4 dias 229 3 44
5 218,1 4.9
0 3010,8 0
1 728.,8 75,2
270
2 1 Tias 710,5 25
m 3 350,6 49,3
4 326,9 6,7
5 *n.d. n.d.

Fonte: SANTOS, (ndo publicado)
*n.d. — nao detectado

Ainda comparando o desempenho do reator com o perfil da comunidade
bacteriana, foi observado nos compartimentos 3 e 4, que apesar da menor
quantidade de DQO recebida, esses compartimentos apresentam um perfil de
bandas mais diverso. Tal fato pode ser em funcao de tais compartimentos
reterem biomassa arrastada advinda dos compartimentos com biomassa
suspensa, € apresentarem ainda microrganismos advindos do inoculo,
conservados no sistema em funcao da configuracao da biomassa em tais
compartimentos (fixa em espuma de poliuretano).

Quase que a totalidade da carga organica recebida pelo reator foi
mineralizada nos compartimento 1 e 2; o que pode ter ocasionado a selecao

de microrganismos capazes de degradar AGCL. Como ja comentado
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anteriormente, a maior diversidade foi encontrada no terceiro compartimento
da segunda condicao, que apresentou 24 bandas no total, diversidade essa
que foi recuperada ao longo da operacao do reator nesses 150 dias.

Pereira e colaboradores (2004) sugerem que o efeito inibitorio do
consorcio anaerobio esta na acumulacao de AGCL e que esse efeito cessa e as
comunidades microbianas retomam suas atividades e passam a mineralizar
melhor o efluente rico em lipidios ao serem retiradas da acumulacao de AGCL.
No presente sistema, o contato dos microrganismos era cessado quando a
biomassa era arrastada para o terceiro compartimento, e reiniciava somente
quando a recirculacao era realizada, a cada quinze dias, aproximadamente.
Esse procedimento, ainda que distinto do realizado por Pereira e
colaboradores (2004), provavelmente teve o mesmo efeito, ocasionando a
adaptacao da biomassa, contribuindo para o bom funcionamento do sistema.

E importante comentar que a menor diversidade bacteriana acontece no
compartimento 1, compartimento em que ocorre a alimentacao de substrato
rico em gordura, o que sugere que que no primeiro compartimento organismos

especificos para acidos graxos de cadeia longa estejam presentes.

5.1.1.1 Estudo do agrupamento e similaridade para o Dominio Bacteria

O programa Bionumerics® foi utilizado para realizacdo do estudo de
agrupamento e similaridades das bandas detectadas e visualizadas no gel
DGGE. Esse software permite a analise combinada de todas as bandas do
perfil eletroforético, a partir da construcdo de um dendrograma de
similaridade, através do qual pode-se fazer observacoes em torno das
diferentes condicoes operadas no reator ABR, bem como verificar as

similaridades entre compartimentos (Figura 14).
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Figura 14 - Dendrograma de similaridade obtido através do programa
Bionumerics®, Versao 7.1 Applied Maths, Kortrijk, Bélgica,
para o gel DGGE no Dominio Bacteria. Os perfis foram
analisados pelo coeficiente de DICE utilizando o algoritmo
UPGMA.

Fonte: Da autora.

No cluster principal apresentado pelo dendrograma, o coeficiente de
similaridade entre as amostras foi de 50%. Pode-se observar a partir dele, uma
clara alteracdo da comunidade microbiana presente no inoculo com as
estabelecidas nos compartimentos.

Sousa e colaboradores (2007), no tratamento de acidos graxos de cadeia
longa em reator UASB de alimentacdo continua, também obtiveram uma
mudanca aparente nas comunidades, e através do mesmo coeficiente, suas
amostras apresentaram em torno de 30% de similaridade com o iné6culo.

A comunidade microbiana presente no inoculo (In) apresentou a
similaridade de aproximadamente 63% com a biomassa presente no
compartimento 1 no 150° dia operacional (C1-II). Essa mesma amostra (C1-II)
quando comparada com o compartimento seguinte (C2-II) tem uma
similaridade um pouco maior de 66%, e comparando C2-II, C3-II e C4-II com
o inoculo do reator a similaridade € de 56%, 46% e 47% respectivamente.

Ja a ultima condicao de operacao imposta ao reator demonstrou
similaridade com o in6culo para os compartimentos C1-III, C2-III, C3-III e C4-
III uma similaridade de 45%, S50%, 51% e 56% respectivamente.

Como a acumulacao de AGCL se deu nos dois primeiros

compartimentos, € possivel supor que a maior carga organica destinada ao
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C1-III e C2-III tenha resultado na menor diversidade microbiana observada. O
dendrograma obtido também indica que, a maior carga de AGCL pode haver
exercido pressao seletiva sobre esses dois compartimentos, com a selecao de
microrganismos aptos a desintegracao de AGCL.

Uma hipotese existente também €& que o carregamento da biomassa
ocorrido na terceira condicao tenha influenciado na populacao microbiana. A
comunidade microbiana apresentando uma baixa similaridade entre C1-II e
C1-III, de 45%. Essa lavagem da biomassa para fora do reator foi mencionada
por Pereira e colaboradores 2002. O grupo de pesquisadores indicou que a
perda da biomassa associada a AGCL por lavagem acarreta numa diferenca
significativa na estrutura microbiana. Portanto, essa diferenca na comunidade
bacteriana pode ter ocorrido pelo fato de a terceira condicao imposta ter um
TDH menor (maior carga organica) e indicar uma lavagem maior da biomassa
adsorvida com AGCL, que era, todavia, na medida do possivel, recirculada. Tal
recirculacao era feita por descarga de fundo, todavia, a biomassa oriunda de
desagregacao de granulos, provavelmente era retida nos intersticios do leito
de poliuretano e nao retornava ao compartimento 1.

Assim, pode-se inferir que um dos efeitos da acumulacao de AGCL é a
menor diversidade encontrada no primeiro compartimento. Nesse caso, a
atividade das bactérias nao foi inibida, apenas alguns microrganismos nao
estavam presentes no compartimento, portanto esses que permanecem no
sistema podem estar relacionados a microrganismos selecionados a partir da
alimentacao com substrato gorduroso, aptos a degrada-lo.

Ao verificar os compartimentos seguintes, apoés longo contato com o
substrato gorduroso, a diversidade microbiana € aumentada, isso indica que
os microrganismos nao foram inibidos permanentemente pela matéria
organica rica em AGCL, e desenvolveram-se nos compartimentos
subsequentes.

A partir deste fato, as teorias de efeito bactericida e de toxicidade
permanente dos AGCL sao novamente contrariadas. Acredita-se que o efeito
inibitorio, reversivel, esteja ligado as funcoes de transporte de substrato
afetando o contato entre liquido e a superficie das células (PEREIRA et al.,

2004; PEREIRA et al., 2007).
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O desempenho do reator, apresentado na Tabela 8, demonstra como a
microbiota envolvida na degradacao de acidos graxos de cadeia longa nao é
inibida. O reator em ambas as fases apresentou uma alta eficiéncia na
remocao de DQO em torno de 90% nao apresentando uma diferenca
significativa, considerando-se os desvios padroes obtidos para a meédia de
remocao de matéria organica nessas duas condicoes (Figura 1 do Anexo IV).

Ainda comparando as duas condicoes impostas ao reator, mesmo com
similaridades em torno de 50% (C1-II e C1-III) € observado o surgimento de 3
bandas comuns (a, b e ¢) nesses compartimentos que se mantem até o fim do
tratamento, em ambas condicoes. Tais bandas podem estar associadas a

microrganismos especificos para esse tipo de substrato.

5.1.2. Acompanhamento da diversidade microbiana pertencentes ao Dominio

Archaea, durante a operacao do reator.

As amostras retiradas no 502 dia operacional apresentaram um perfil
DGGE elaborado para o Dominio Archaea apresentado na Figura 15. Durante
a operacao, foi possivel observar que nos ultimos compartimentos C3 e C4
houve o desaparecimento de uma banda (a ultima visualizada nos outros
compartimentos). E possivel relacionar essa perda de diversidade com a menor
carga organica recebida nesses compartimentos (C3 e C4), ja que os
compartimentos 1 e 2 realizaram a remocao de carga organica em torno de

90%.
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Figura 15 - Imagem negativa de gel de DGGE em gradiente desnaturante de
50-65%, corado com SybrGold, com fragmentos de DNAr 16S com
os primers Arc 1100f e Arc 1400r. Em evidéncia as bandas que
desapareceram nos dois ultimos compartimentos do ABR.

I- inoculo; C1 - primeiro compartimento; C2- segundo

compartimento; C3- terceiro compartimento; C4- quarto

compartimento; BF- Biomassa flotada no primeiro compartimento

e B: controle negativo (Branco).

(Os perfis nao marcados sao padroes utilizados na corrida)
Fonte: Da autora.

Para melhor visualizacdo das bandas o quadro da Figura 16 foi
construido, onde cada canaleta representa auséncia ou presenca de bandas

conforme visualizado no gel.
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Figura 16 - Quadro de apresentacao da matriz de presenca e auséncia de
bandas obtidas apos a corrida DGGE para o dominio Archaea.
In- in6culo; BF- Biomassa flotada e Cx onde x corresponde ao
numero de compartimentos.

Fonte: Da autora.

Considerando o perfil das bandas obtidas nas amostras € possivel
observar que essas amostras eram constituidas por uma diversidade de
Archaea representada por 9 bandas diferentes distribuidas pelas amostras (In,
BF, C1, C2, C3 e C4) conforme apresentado na tabela.

Dentre as bandas, nota-se que duas (C e E) se mantiveram desde o
inoculo até o fim do tratamento nos diferentes reatores e compartimentos, e
que quatro delas (D, F, H, I) se mantiveram desde a partida dos reatores, sendo
esses microrganismos representados, resistentes no tratamento de compostos
gordurosos, possivelmente importantes para o tratamento eficiente de AGCL.

Pode-se observar o surgimento de bandas apenas nos compartimentos
C1 e C2, o que provavelmente ocorreu em funcao de maiores concentracoes
de matéria organica, e por consequéncia, de maiores concentracoes dos
substratos da metanogénese.

O presente estudo possibilita a visualizacdo de modificacoes na
comunidade archaeal, onde o indice de similaridade entre inoéculo e
compartimento 1 foi de 40%, e apos esse periodo de adaptacao de biomassa,
a similaridade aumentou entre os compartimentos, onde Cl1 tem 100% de

similaridade com C2, 87,5% com C3 e 85,7% com C4.
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Sousa e colaboradores (2007) trabalharam com UASB com alimentacao
continua de AGCL, e observaram modificagcoes na estrutura da comunidade
microbiana archaeal envolvida no processo. Quando compararam amostras
do inoculo do UASB e amostras envolvidas na degradacao de AGCL,
observaram que a segunda apresentava microbiota adaptada a substrato rico
em gordura.

Fazendo um comparativo da microbiota do Dominio Archaea entre as
diferentes condicées abordadas no estudo, ainda utilizando as técnicas PCR-
DGGE obteve-se, portanto, os perfis DGGE que foram analisados entre a 22
condicao com TDH de 3 dias e a 3% condicao com TDH de 1 dia (Figura 17).

Para essa comparacao amostras do final da operacao do periodo com
tempo de detencao de 3 dias (150 dias) e na segunda condicao (270 dias) foram
retiradas. Utilizaram-se entdao 10 amostras para construcao dos padroes
DGGE: Lodo do in6culo para as duas condicoes, amostra In; Amostras Cx,
onde x corresponde ao numero do compartimento do ABR.

A diversidade microbiana e mudancas na comunidade archaeal
presente no reator compartimentado durante duas condicoes distintas foi

estimada por fragmentos do gene 16S rRNA (Figura 17).
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Figura 17 - Imagem de gel de DGGE em gradiente desnaturante de 50-65%,
corado com SybrGold, com fragmentos de DNAr 16S com os
primers Arc 1100f e Arc 1400r.
Amostras: In- inoculo; C1 — primeiro compartimento; C2- segundo
compartimento; C3- terceiro compartimento; C4- quarto
compartimento; II e III correspondendo a 2% e 3% condicao
respectivamente. C3 ep € a amostra que esta presente na espuma
de poliuretano e II-C3 € a biomassa que foi lavada de II-C2 para
II-C3.

Fonte: Da autora.

A imagem do gel revela uma diferenca na comunidade archaeal de uma
condicao para outra. Havendo mais bandas correspondentes e aparentes na
terceira condicao (TDH de 1 dia), quando a carga organica volumeétrica era trés

vezes superior a aplicada na condicao anterior.
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5.1.1.2 Estudo do agrupamento e similaridade para o Dominio Archaea

O programa Bionumerics® foi utilizado para realizacao do estudo de

agrupamento e similaridades das bandas detectadas e visualizadas no gel

DGGE (Figura 18).

<t 4 G 4 ci-
~ Loy - o S S i3
9-”{: TATT AT - ¥ c2-
o Pr———— IPRCEr P . , »
& _— ;: c3-li
- - -
90 r— s J o C3ep-lll
4 — * i ca-
100 In
) c1-i
82 { :
] - c2-1l
8s ‘ ¥ c3-l
3 Ca-li

Figura 18 - Dendrograma de similaridade obtido através do programa

Bionumerics®, Versao 7.1 Applied Maths, Kortrijk, Bélgica,
para o gel DGGE no Dominio Archaea.

Os perfis foram analisados pelo coeficiente de DICE
utilizando o algoritmo UPGMA.

Cx, corresponde aos compartimentos, onde x € o numero
de compartimentos; II e III corresponde as condicoes 2 e 3
respectivamente; In- Inoculo; C3ep-III corresponde a
biomassa no terceiro compartimento e C3-III a biomassa
arrastada dos C1 e C2-III para C3-IIL.

Fonte: Da autora.

O cluster principal apresentado no dendrograma apresentou uma

similaridade em torno de 40% entre as amostras nas diferentes condicoes. De

um modo geral as amostras de cada condicao néao tiveram muita mudanca na

comunidade archaeal, em contrapartida comparando as duas condicoes a

mudanca ja é mais aparente.

Na segunda condicao quase nao houve alteracado a partir do inoculo,

tendo um indice de similaridade entre o primeiro compartimento e o inoculo

de 100%.

Ja na terceira condicdo bandas que surgem na partida do reator se

mantem até o final do tratamento. Essa mudanca na comunidade archaeal e

sua estabilidade até o final da operacao foi observada em Salvador et al. 2012,
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onde a resisténcia das archaeas metanogénicas foi testada aplicando-se uma
estratégia de etapas sequenciais de alimentacao intermitente.

No presente estudo a imagem DGGE apresenta bandas que se
mantiveram resistentes do inicio ao fim do tratamento e algumas bandas que
surgiram sendo de relevancia para o tratamento de AGCL.

Na segunda condicao € possivel observar uma maior estabilizacao da
comunidade archaeal. Organismos presentes no inéculo se mantiveram no
compartimento 1, que tem 100% de similaridade com amostra do inoculo.
Essa similaridade caiu para 80% comparando com o segundo compartimento
e para 62% com os compartimentos C3-II e C4-II. Esse resultado demonstra
a adaptacao das archaeas onde C3-II e C4-II recebem efluentes tratados por
C1-II e C2-II.

Ao comparar as amostras da terceira condicdo, os compartimentos
apresentaram um numero maior de bandas ao longo da operacao, as amostras
dos dois primeiros compartimentos C1-III e C2-III tem 95% de similaridade, e
retratam pelo perfil das bandas o surgimento de bandas importantes na
degradacao de AGCL ao longo dos dias operacionais.

Em funcdo do aumento da carga organica volumétrica aplicada,
observou-se, como comentado anteriormente, arraste de biomassa dos dois
primeiros compartimentos para o terceiro. Essa biomassa carregada foi
amostrada como C3-III e tem alta similaridade com C2-III (90%). Uma
diferenca maior ocorre entre os compartimentos CI1-III e C2-III quando
comparados com C3-III e C4-III, a partir desse fato é possivel dizer que os
ultimos compartimentos ao 270° dia de operacdo tem uma comunidade
archaeal adaptada, com microrganismos diferentes, em funcdo de menores
concentracoes de substrato. Ja em C1-III e C2-III onde ocorre praticamente
toda a degradacao de AGCL, observaram-se desaparecimento de algumas
bandas, o que provavelmente ocorreu em funcao de maiores concentracoes de
AGCL. Santana e colaboradores (2014), verificaram situacao semelhante em
reatores operados em batelada sequencial alimentados com efluentes de
laticinios. Através de exames microscopicos, os autores verificaram que
microrganismos fluorescentes presentes no inéculo do sistema nao puderam

mais ser observados apos 570 dias de operacao do reator.
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Através da eficiéncia dos reatores calculados por SANTOS, 2016 (nao
publicado) (TABELA 8), observa-se que a remocao em ambas condicoes €
muito similar, ndo podendo dizer que uma condicao foi mais eficiente que a
outra. Todavia, € notavel o aumento de matéria organica ao longo dos
compartimentos. Portanto, o aparecimento de bandas especificas na terceira
condicao provavelmente esta relacionado ao aumento de concentracao de
matéria organica, o que contribuiu para a manutencao da eficiéncia global do
sistema. E possivel que bandas relacionadas a microrganismos que surgiram
tenham iniciado uma competicao por substrato ou uma sintrofia com os
organismos antes presentes. Foi possivel entdo observar que ao longo da
operacao ocorreu a adaptacao da comunidade microbiana.

A partir dos resultados apresentados no perfil pode-se concluir que as
metanogénicas nao sofrem grandes alteracées como no Dominio Bacteria, o
que é comum em outros estudos (Santana et al. 2014). E que as bandas
persistentes no tratamento sao importantes para a efetiva mineralizacao de

carga organica rica em lipidios.

5.2 ATIVIDADE METANOGENICA ESPECIFICA (AME)

A partir da metodologia citada o resultado da AME das amostras foi
calculado. A determinacao da producao de metano com os substratos, acetato
e formiato, foi feita por cromatografia gasosa e plotada em graficos (ANEXO
IV). Com a realizacao dessa analise foi possivel verificar se a capacidade de
producao metanogénica original da biomassa (mensurada no inoculo) foi

afetada ao longo da operacao do sistema.
5.2.1 Ensaios com formiato e acetato
O ensaio foi realizado somente com amostras oriundas dos

compartimentos 1 e 2, onde a maior parte da matéria organica era removida.

Os compartimentos 3 e 4 recebiam uma carga organica muito menor, com
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auséncia de AGCL, ja que a maior parte da DQO era removida pelos C1 e C2,
por isso nao foram utilizados no ensaio.

A relacao alimento/microrganismos nos frascos-reatores foi de 0,5 g
DQO/g STV e o tempo dos ensaios foi de 77 horas com formiato e 71 horas
com acetato.

Com um grafico de producao de metano versus tempo selecionou-se a
maior inclinacdo, e a partir dela relacionou-se a maior atividade
metanogénica, pelo coeficiente angular da reta.

A atividade metanogénica hidrogenotrofica foi testada com a adicao de
formiato nos ensaios. A amostra de lodo do compartimento 2 do ABR teve sua
atividade afetada pelo contato com AGCL. Isso ficou demonstrado a partir da
comparacao da atividade metonogénica especifica apresentada pelo inoculo
que foi de 0,2388 mmolCH4/gSTV.h e 0,1977 mmolCH4/gSTV no
compartimento 2, valores apresentados na Tabela 9.

O compartimento 1 parece nao ter tido sua atividade metanogénica
hidrogenotrofica afetada, tendo uma producao metanogénica de 0,2491

mmolCH4/gSTV.h.

Tabela 9 - Atividade metanogénica especifica exibidas pelas diferentes
amostras de lodo.

Atividade metanogénica especifica

Amostras (mmolCH4/gSTV.h)
Formiato Acetato
Inoculo 0,2256 0,2388
Compartimento 1 0,2491 0,3949
Compartimento 2 0,1977 0,4719

Fonte: Da autora.

As amostras retiradas do reator compartimentado apos longo periodo de
contato com AGCL mostraram um aumento significativo na atividade
metanogénica acetoclastica, onde mno inéculo o valor de 0,2388
mmolCH4/gSTV.h passou para 0,3949 e 0,4719 nos compartimentos 1 e 2

respectivamente.
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Esses resultados sugerem que a biomassa, apos longo contato com
AGCL, tem uma producao de metano maior. Cavaleiro e colaboradores (2009)
através de um tratamento intermitente de AGCL obtiveram uma crescente
producao metanogénica das amostras inoculadas em ensaio AME entre as
fases de alimentacao e degradacao de lipidios, demonstrando uma crescente
habilidade do consorcio microbiano em degradar substratos apos contato com
AGCL.

Esse resultado pode ser observado entre os compartimentos e o inoculo,
onde a atividade metanogénica do consorcio microbiano presente nas
amostras foi gradativamente aumentando (I, C1 e C2).

Os compartimentos 1 e 2, alimentados continuamente por AGCL
apresentaram uma fase de laténcia ja observadas em estudos anteriores
(ALVES, 2001; CAVALEIRO et al., 2009; PEREIRA et al, 2004 e 2007).

Essa fase lag € relacionada com a acumulacao de lipidios por adsorcao
na biomassa, e posterior adaptacao. A biomassa nessas condicoes apresentou
maior atividade metanogénica especifica quando comparadas com o inéculo,
onde a capacidade de produzir metano do lodo presente nos compartimentos
foi muito maior que a capacidade do inéculo na producao metanogénica.

Uma inibicdo metabdlica ou de limitacoes fisicas foi sugerida por Pereira
e colaboradores (2004), sugerindo também, a partir de dados experimentais,
um decréscimo na capacidade de mineralizar substratos quando a biomassa
entra em contato com AGCL em quantidade maiores que 1000 mg DQO/g
SSV. Tal inibicdo nao se confirmou no presente ensaio pois, o reator nao foi
exposto a tal condicao.

Os resultados apresentados no presente estudo evidenciam que apos
modificagcoes importantes, a comunidade microbiana anaerobia apresentou
uma alta capacidade de degradar os compostos fornecidos pela alimentacao.
Este trabalho representa entdo um importante passo na degradacao anaerébia
de efluente rico em lipidios, pois analisa pela primeira vez a comunidade

microbiana em ABR alimentado com efluente concentrado de laticinios.
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CONCLUSOES

A comunidade microbiana presente no ABR alimentado com
concentracoes crescentes de matéria organica sofreu modificacoes
importantes.

As modificacoes mais intensas foram verificadas na comunidade do
Dominio Bacteria, e se deram em funcao das diferencas entre o substrato
fornecido ao inoculo do reator e ao reator ao longo de sua operacao.

Analises de AME evidenciaram que o lodo advindo do primeiro
compartimento do reator, a despeito de ter sido exposto a maior carga de
AGCL, teve sua capacidade de producdao metanogénica acetoclastica
aumentada.

A partir destes resultados pode-se inferir também que a rota de
degradacao de lipidios € uma rota acetoclastica e sabe-se que a B-oxidacao
tem uma rota via acetato, ajudando nas conclusoes entorno do metabolismo
bioquimico das Archaeas.

O estudo evidenciou a capacidade de adaptacao do lodo anaerébio, o
que resultou nas elevadas eficiéncias de remocao de matéria organica em
reator ABR. O estudo evidencia ainda que tais adaptacoes sao preponderantes

para a promocao da mineralizacao de efluentes gordurosos.
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ANEXOS

ANEXO A - Protocolo de Extracao de DNA — Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega®)

Adicionar 1 mL de cultura overnight em um tubo de microcentrifuga
ependorf de 1,5 pL;

Centrifugue a 13.000-16.000%xg por 2 minutos para separar as células.
Remover o supernadante; Adicionar 600 pL de Nuclei Lysis Solution,
pipetando gentilmente até que as células sejam resuspendidas;

Incubar a 80°C por S5 minutos para lisar as células. Resfriar em
temperatura ambiente;

Adicionar 3 pL de RNase solution para o lisado. Inverter o tubo 2-5 vezes
para misturar;

Incubar a 37°C por 15-60 minutos. Resfrie a amostra em temperatura
ambiente;

Adicione 200 pL de Protein Precipitation Solution para o tubo contendo o
lisado. Coloque no vortex a alta velocidade por 20 segundos para misturar
a solucao de Protein Precipitation Solution com o lisado;

Incubar em gelo por 5 minutos;

Centrifugar a 13.000-16.000xg por 3 minutos;

Transferir o supernadante contendo o DNA para um tubo ependorf limpo
contendo 600pL de isopropanol;

Misturar gentilmente por inversao até que se forme uma massa visivel de
filamentos filiformes de DNA,;

Centrifugar a 13.000-16.000x%g por 2 minutos;

Cuidadosamente descartar o supernadante e drene o tubo em papel
absorvente. Adicionar 600puL de etanol 70% e gentilmente inverter o tubo
varias vezes para lavar o DNA;

Centrifugar 13.000-16.000xg por 2 minutos. Cuidadosamente aspirar o
etanol;

Drenar o tubo em papel absorvente limpo e permitir que seque ao ar por
10-15 minutos; Adicionar 100pL de DNA Rehydration Solution e reidratar
o DNA incubando a 65°C por uma hora. Periodicamente misture a solucao
por leves toques no tubo. De forma alternativa, reidratar o DNA pela
incubacao da solucao overnight a temperatura ambiente ou a 4°C.
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ANEXO B - Protocolo de Extracao de DNA - Power Soil DNA Isolation Kit
(MoBio®)

Adicionar 0,25g de amostra de solo no PowerBead Tubes fornecido;
Misturar gentilmente com vortex;

Verificar a Solucao C1, se conter precipitado, aquecer a solucao em 60°C
até dissolver antes do uso; Adicionar 60ul de Solucao C1 e inverta varias vezes
ou vortex brevemente;

Segurar o PowerBead Tubes horizontalmente usando tubo Adapter
Vortex para o vortice; ou tubos colocados horizontalmente em uma almofada
vortex flat-bed com fita adesiva; Vortex a velocidade maxima por 10 minutos;

Colocar os tubos PowerBead em centrifuga, 10.000x g durante 30
segundos a temperatura ambiente; Transferir o sobrenadante para um tubo
limpo 2 ml Collection Tube (fornecido). Nota: Espera-se entre 400 a 500ul de
sobrenadante. O sobrenadante ainda pode conter algumas particulas do solo;

Adicionar 250ul de Solucao C2 e vortexar por 5 segundos. Incubar a 4°C
durante 5 minutos; Centrifugar os tubos a temperatura ambiente durante 1
minuto a 10.000 x g. Transferir o sobrenadante para um 2 ml Collection Tube
limpo, e evitar o pellet, no maximo 600ul de sobrenadante;

Adicionar 200ul de Solucao C3 e vortexar brevemente. Incubar a 4°C
por 5 minutos; Centrifugar os tubos a temperatura ambiente durante 1
minuto a 10.000 x g. Transferir o sobrenadante para o tubo Collection Tube
limpo de 2 ml, evitando o pellet, nao mais do que 750ul de sobrenadante;

Agitar a Solucao C4 para misturar antes do uso. Adicionar 1200ul de
Solucao C4 sobre o sobrenadante e vortex durante 5 segundos; Centrifugar a
10000 xg durante 1 minuto;

Descartar o liquido e adicionar 675ul de Solucao C4 sobre o Spin Filter
e centrifugar a 10000 xg durante 1 minuto a temperatura ambiente. Repetir
este procedimento trés vezes;

Adicionar 500ul da Solucao C5 e centrifugar a temperatura ambiente
durante 30 segundos a 10.000 x g. Eliminar o liquido; Centrifugar a
temperatura ambiente durante 1 minuto a 10.000 x g. Com cuidado, coloque
o Spin Filter em um 2 ml Collection Tube limpo;

Adicionar 100ul de Solucdo C6 no centro da membrana do filtro.
Centrifugar a temperatura ambiente durante 30 segundos a 10.000 x g.
Descartar o Spin Filter. O DNA no tubo esta pronto para qualquer aplicacao.
Armazenar o DNA no congelador.
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ANEXO C - Procedimento para a técnica de DGGE - Loccus Biotecnologia

Montar as placas de vidros juntamente com o espacador e o pente. Apertar
com grampos; conectar a mangueira da bomba peristaltica ao sistema de
placas de vidro; Preparar 2 mL de cada solucao gradiente para formacao do
gradiente;

Adicionar 150pL APS 10% em cada 25 mL das solucoes;

Adicionar 12pL TEMED em cada 25 mL das solucoes. Agite;

Carregar o misturador com as respectivas solucoes (A e B). Colocar o
misturador sobre o agitador magnético com ima no tubo A. Abrir o misturador
e ligar a bomba peristaltica para permitir a mistura das solucoes;

Depois de passar toda solucao colocar o pente e esperar solidificar por uma
hora;

Carregar a cuba com 16 L de TAE 0,5X.

Aquecer a cuba até que atinja 60°C;

Colocar o cassete no aparato com o tampao ja aquecido. Empurrar o
espacador do gel para baixo. Retirar as bolhas de ar que se formarem na parte
inferior do cassete;

Conectar a mangueira de fluxo do tampao no cassete;

Conectar os plugs elétricos;

Abrir a mangueirinha para lavar os pocinhos do gel e preenché-los com
tampao;

Antes de carregar as amostras, desligar o fluxo de tampao;

Carregar as amostras;

Ligar a fonte e programara voltagem e o tempo. Deixar a corrida seguir por 5
minutos;

Ligar a mangueira do fluxo de tampao. Checar a amperagem,;

Finalizada a corrida, desligar a cuba e a fonte. Retirar o cassete da cuba. Soltar
os parafusos e retirar as placas do cassete;

Remover o gel e corar.



ANEXO D - Graficos elaborados durante o estudo
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Figura 1 - Eficiéncias de remocao de matéria organica observadas no ABR:
(A) meédia nas diferentes condicoes operacionais;
(B) ao longo do tempo de operacao.

Fonte: SANTOS, (nao publicado)
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AME - Inoculo - formiato
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Figura 2 - Producao de metano versus Tempo — Inéculo — Grafico utilizado para calculo de
AME; maior inclinacdo obtida no ensaio AME para formiato.
Fonte: Da autora.
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Figura 3 - Producao de metano versus Tempo — Compartimento 1 — Grafico utilizado para
calculo de AME; maior inclinacdo obtida no ensaio AME para formiato.
Fonte: Da autora.
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Figura 4 - Producdo de metano versus Tempo — Compartimento 2 — Grafico utilizado para

calculo de AME; maior inclinacdo obtida no ensaio AME para formiato.

Fonte: Da autora.
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Figura 5 - Producéo de metano versus Tempo - Inéculo — Gréfico utilizado para calculo de
AME; maior inclinacao obtida no ensaio AME para acetato.

Fonte: Da autora.
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Figura 6 - Producdo de metano versus Tempo — Compartimento 1 — Grafico utilizado para

calculo de AME; maior inclinacdo obtida no ensaio AME para acetato.

Fonte: Da autora.
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FIGURA 7: Producao de metano versus Tempo — Compartimento 2 — Grafico utilizado para

calculo de AME; maior inclinacao obtida no ensaio AME para acetato.

Fonte: Da autora.



