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RESUMO

A vinhaca é um residuo resultante da producdo de etanol gerada em grande
quantidade no Brasil, e pode ser aproveitada para producdo de biogas. Diversos
microrganismos atuam na degradacdo da vinhaca para obtencdo de biogas, e o
estudo desses consércios microbianos é imprescindivel para que haja otimizacdo
desse processo. Esse trabalho teve como objetivo avaliar a producdo de metano e
coprodutos a partir da vinhaca, bem como identificar bactérias e arqueas envolvidas
na producdo de metano por sequenciamento de alto desempenho. Inicialmente,
verificou-se a potencialidade de enriquecimento do in6culo na producéo de biogés. A
producdo de metano foi avaliada com meio Zinder e Meio Monteggia com e sem
acetato, e posteriormente foram feitos testes com prévia ambientacdo do inéculo
proveniente de estacdo de tratamento de 6leo vegetal e vinhagca. Concomitante,
foram feitos experimentos em reator de 5L, com diferentes (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25;
1,5; e 1,7), nas quais foram coletadas amostras de gas e liquidas para analises de
producdo de metano, acidos graxos volateis, remoc¢do de DQO e identificacdo de
microrganismos. Verificou-se que a adicdo de acetato aos meios nutritivos
proporcionou a producdo de 5,9 mmol/CHs com meio Zinder. O bioensaio sem
enriguecimento destacou-se conforme relacdo So/Xp=1,5 que produziu 12,48 mmol
de CH4. Em todos os bioensaios houve producdo de acido acético, propidnico e
valérico, e a maior producdo de acidos ocorreu na relacdo So/Xo=1,7 com
enriquecimento na ambientac&o do inéculo, onde foi produzido 115mg.L™ de &cido
acético, 195 mg.L™ de &cido propiénico e 154 mg.L™ de &cido butirico. A microbiota
da relagdo So/Xo=1,5 mostrou a predominancia de bactérias dos filos Bacteroidetes
(49,92%), Firmicutes (12,02%) e Proteobacteria (11,23%). Os géneros Bacteroides,
OTU pertencente a Familia Porphyromonadaceae; e arqueas Methanobacterium,
Methanosaeta e Methanosarcina foram os predominantes. No experimento em maior
escala (5L), a microbiota foi avaliada conforme relacdo So/Xo=1,7, destacando-se
filos Bacteroidetes (22,63%), Euryarchaeota (19,94%) e Firmicutes (16,33%); género
Methanosaeta (15%), microrganismo da familia Porphyromonadaceae (13,54%) e
Candidatus Cloacamonas, (9,36%) na amostra do pico de producdo. As arqueas
encontradas nas amostras foram: Methanobacterium sp., Methanomas sp.,
Methanosaeta  sp., Methanomassiliicoccus sp, e microrganismos da ordem
Methanobacteriales. A vinhaga mostrou um grande potencial para producédo de
metano, e uma vasta diversidade microrganismos identificados que auxiliam no
entendimento e otimizacao do processo.

Palavras-chave: Vinhaca, biogas, consércios, arqueas, metabarcoding.



ABSTRACT

Vinasse is a residue resulting from the production of ethanol generated in large
quantities in Brazil, and can be approved for biogas production. Several
microorganisms act in the degradation of the vinasse to obtain biogas, and the study
of microbial consortia is essential for optimization of the process. This work aimed to
evaluate the production of methane and co-products from the vinasse, as well as to
identify bacteria and archaea involved in the production of methane by high
performance sequencing. Initially, the potential of enrichment of the inoculum in
biogas production was verified. The methane production was evaluated with Zinder
medium and Monteggia medium with and without acetate, and later it has tests with
previous environment of the inoculum coming from the treatment plant of vegetable
oil and vinasse. Concomitant experiments were carried out in a 5L reactor, with
different samples (0,25; 0,5; 0,75; 1,0 ; 1,25; 1,5 and 1,7), in which gas samples were
collected and liquid for analysis of methane production, volatile fatty acids, removal of
COD and identification of microorganisms. It was found to be an addition of acetate
to the nutrient media yielding the production of 5.9 mmol / CH 4 with Zinder medium.
The bioassay without enrichment was highlighted according to the ratio So/Xo = 1,5
which produced 12,48 mmol/CHg,. In all bioassays, acetic, propionic and valeric acids
were produced, and the highest acid production in relation to So/Xo=1,7 was obtained
with enrichment in the inoculum environment, where 115mg.L™ acetic acid, 195 mg.L’
! of propionic acid and 154 mg.L™ of butyric acid. A microbiota of the S¢/Xo=1.5 ratio
showed a predominance of bacteria of the phyla Bacteroidetes (49.92%), Firmicutes
(12,02%) and Proteobacteria (11,23%). The genera Bacteroides, OTU belonging to
the Porphyromonadaceae Family; and archaea Methanobacterium, Methanosaeta
and Methanosarcina were the predominant. Bacteroidetes (22,63%), Euryarchaeota
(19,94%), and Firmicutes (16.33%) were the most important ones, with a larger scale
(5L), a microbiota evaluated according to So/Xo = 1,7; genus Methanosaeta (15%),
microorganism of the family Porphyromonadaceae (13,54%) and Candidatus
Cloacamonas, (9,36%) in the sample of the peak of production. As archaea found in
the samples were: Methanobacterium sp., Methanomas sp., Methanosaeta sp.,
Methanomassiliicoccus sp, and microorganisms of the order Methanobacteriales. A
vinasse showed great potential for methane production, and a wide diversity of
microorganisms identified that help in the understanding and optimization of the
process.

Keywords: Vinasse, biogas, consortia, archaea, metabarcoding
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o lider na producdo de etanol de cana-de-aglUcar e tem se
destacado, desde a década de 1970, pelo programa de producdo de etanol
(PROALCOOL) (KOHLHEPP, 2010). Sendo um combustivel derivado de matéria-
prima renovavel, proporcionou uma maior flexibilidade da industria brasileira com
respeito a gestdo da matriz energética, especialmente em periodos de instabilidade
da oferta de petréleo no mercado mundial, além da possibilidade de servir como
base para a obtencéo de diversos produtos quimicos.

A vinhaca € um residuo da producdo de etanol, gerada em grande
guantidade, que possui elevadas concentracbes de nitrato, potassio e matéria
organica (SILVA, GRIEBELER, BORGES, 2007). E utilizada como fertilizante para a
agricultura, principalmente canaviais, e para a obtencdo de biogas. Se descartada
inadequadamente pode causar danos ao meio ambiente como desertificacdo do solo
e poluicdo de lencéis freaticos, podendo tornar uma grande area improdutiva e
causando prejuizos a economia nacional. Diante do grande volume produzido a
cada safra de cana-de-acUcar, impfe-se a necessidade de que sejam buscadas
outras aplicacdes para este material.

A digestdo anaerdbia resulta na producédo do biogas, que é uma mistura de
gases (metano, gas carbonico, gas sulfidrico, aménia e hidrogénio), podendo ser
purificado a biometano, e utilizado como biocombustivel, em substituicdo aos
combustiveis fosseis. O processo da biodigestdo em reatores € complexo e depende
da disponibilidade de alimento e da populacdo de microrganismos, portanto a
concentracdo inicial de substrato por unidade de massa dos microrganismos
(relacd@o So/Xo) esté relacionada com a eficiéncia do sistema.

A identificacdo dos microrganismos que atuam no processo fermentativo &
uma etapa de extrema importancia, assim como a avaliacdo de parametros do
processo de producdo de biogas. Metodologias de identificagcdo molecular sao
requeridas para caracterizar grupos que convivem em associagao no contexto global
do processo fermentativo. O sequenciamento de alto desempenho (metabarcodings)
€ uma técnica atualmente utilizada para identificagdo de microrganismos de amostra

ambiental.
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Neste contexto, este trabalho tem como foco a identificacdo e caracterizagéo
de bactérias e de arqueas provenientes do lodo de estacdo de tratamento de
efluentes de 6leo vegetal, capazes de metabolizar a vinhaca visando a obtencao de
metano e outros subprodutos (tais como acido acético, propidnico, butirico, valérico)
da fermentacdo além de verificar a producdo de metano em batelada, em meios com

adicdo de vinhaca, com inéculo enriquecido e sem enriguecimento.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar as comunidades microbianas envolvidas na producao

de metano e outros coprodutos a partir da degradacdo anaerébia da vinhaga.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar a potencialidade do enriguecimento do inéculo a partir de meio basal

Zinder e meio Monteggia, com e sem adicdo de acetato de sodio.

e Analisar a producao de metano em batelada, em meios com adi¢ao de vinhaca
através de diferentes relagbes substrato/biomassa (S¢/Xo =0,5; 1; 1,5 e 1,7)

utilizando in6culo pré-ambientado com meio Zinder, e sem enriquecimento.

e |dentificar bactérias e arqueas presentes em amostras de reatores de
bancada com a melhor producdo de metano, por PCR e sequenciamento de

alto desempenho (metabarcoding).
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ETANOL

O etanol é um biocombustivel produzido através de matéria prima com alto
teor de glicose, como: cana-de-acucar, mandioca, milho, batata-doce, do babacu e
de outros produtos de elevada importancia econdmica para o pais (ANDRADE;
CARVALHO; SOUZA, 2009). O processo de producdo de etanol inicia com a
colheita da cana-de-agucar, que é transportada para o processo de moagem onde é
produzido o caldo de cana (Figura 1).

Figura 1: Fluxo da producédo de etanol de cana-de-agucar (Fonte: SEABRA, 2008).
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O caldo de cana é peneirado e tratado para coagulacdo, floculagdo e
precipitacdo de impurezas, que sdo eliminadas por decantacdo, e o bagaco é
transportado para as caldeiras, onde é queimado para gerar vapor. O caldo tratado é
concentrado em evaporadores e cozedores para cristalizacdo da sacarose. O caldo
restante passa pela calagem, aquecimento e decantacdo. Apds € evaporado e
misturado com o melaco, originando o mosto, uma solucdo pronta para ser
fermentada. Na destilacdo, o bioetanol € recuperado na forma hidratada, de onde
resulta a vinhaca ou vinhoto como residuo numa propor¢cdo média de 8 a 18 litros
por litro de etanol produzido (FERREIRA et al., 2011).

O governo brasileiro instituiu, na década de 70, o Prodlcool (Programa
Nacional do Alcool), um programa de substituicio em larga escala de combustiveis
veiculares derivados do petréleo, que causou a aceleracao na producao e incentivou
produtores de etanol (GRANATO, 2003). Na década seguinte, com a grande
demanda de carros movidos a etanol houve uma expansdo dos canaviais, porém
com grandes impactos ambientais como desmatamento, queimadas, poluicdo de
lencais freaticos e aguas superficiais (SZMRECSANYI, 1994; ROSSETO, 2010).

Entre os anos de 2011-2012, o Brasil passou a ser reconhecido como o maior
produtor mundial de cana-de-agUcar, tendo processado 559 milhdes de toneladas,
sendo que aproximadamente 51,6% deram origem ao etanol, e os 48,4% restantes
foi produzido o acucar (POSSIGNOLO et al., 2015). A regido brasileira com a maior
producdo de etanol é a regido sudeste, contemplando 17.104,98 m* de etanol em
2016. O total de producéo de etanol no Brasil, em 2016 foi de 28.692,67m?* (Tabela
1).
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Tabela 1: Producéo de etanol no Brasil, no periodo de 2010 a 2017 ( m?)

Meses/Ano 2012 2013 2014 2015 2016 2017
Janeiro 357.769 312.568 326.507 406.931 508.790 309.142
Fevereiro 271.719 184.483 239.192 328.086 340.918 261.214
Marco 240.363 213.899 371.316 512.877 918.474 637.918
Abril 580.224 1.571.950 1.579.617 1.853.676 2.775.815 1.728.238
Maio 2.119.256 3.244.127 3.255.035 3.056.215 3.270.914 2.862.788
Junho 2.259.493 2.862.410 3.645.531 3.708.795 3.216.114 3.459.114
Julho 3.467.460 3.807.840 3.514.138 3.670.779 4,128.533 -
Agosto 3.870.228 4.087.846 4.380.490 4.615.080 3.866.658 -
Setembro 3.519.969 3.682.777 3.730.303 3.808.490 3.686.019 -
Outubro 3.416.354 3.364.246 3.855.540 3.930.277 3.085.005 -
Novembro 2.448.854 2.774.333 2.215.008 2.468.883 2.030.618 -
Dezembro 1.239.272 1.430.646 1.047.617 1.656.204 864.815 -

Total (m*/ano) 23.790.961 27.537.124  28.160.295  30.016.294 28.692.674 9.258.413

*Fonte ANP, 2017.

O uso de biocombustiveis esta cada vez mais difundido e a aposta mundial é
a ampliacdo da producdo e do consumo do etanol. Com isso, h& necessidade de

utilizacao para coprodutos gerados na producao deste biocombustivel.

3.2 VINHACA

A vinhaca apresenta coloracdo marrom escura, pH acido (3,5 a 5,0), elevada
corrosividade e altos indices de demanda bioquimica de oxigénio (SATYAWAL e
BALAKRISHANAN, 2008). Em funcdo da elevada temperatura na saida dos
destiladores, em torno de 70 a 80°C, esse efluente consiste em uma ameaca ao
meio ambiente se disposto de maneira inadequada (FREIRE e CORTEZ, 2000;
SILVA et al, 2007).

A vinhaca é considerada um residuo soélido pela NBR 10.004 da ABNT (2004),
pois ndo ha solucdo convencional para seu tratamento como despejo nos padrbes
exigidos pela lei. Orgdos estaduais de protecdo ambiental intensificaram a
homologacao de legislacdes especificas que imp&em restricdes para a aplicacdo de
vinhaca no solo agricola, especialmente em areas de recarga do aquifero ou em
areas proximas a cursos de agua, para impedir que haja saturacdo do solo agricola
com ions presentes na vinhaga que ndo formam compostos inertes e sao lixiviados
para camadas profundas do solo, podendo atingir o lencol freatico (SALOMON,
2007).
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A composicdo quimica da vinhaga esta relacionada a fatores como: a
natureza e composicdo da matéria prima, sistema usado no preparo do mosto,
meétodo de fermentacdo adotado, sistema de conducédo da fermentacdo alcodlica,
espécie da levedura utilizada, tipo de destilador e modo destilacdo empregada
(FREIRE e CORTEZ, 2000).

A fertirrigacdo é reconhecida como a solucdo para o problema do
direcionamento deste subproduto, porém, o nitrogénio presente na sua composicao
qguimica pode infiltrar no solo atingindo camadas profundas até o lencol freético, isto
acontece quando numa unica area € dosada uma quantidade superior a 400 m3 de
vinhaca por hectare (PINTO, 1999).

Quando a vinhaca é aplicada em doses elevadas, pode resultar em efeitos
indesejaveis como o comprometimento da qualidade da cana para producdo de
acucar, o aumento de salinizacdo do solo e poluicdo do lencol freatico, resultado da
biolixiviagdo de compostos (SILVA et al., 2007; CORAZZA, 2006). Porém, a pratica
da fertirrigacdo pode fazer com que os nutrientes e a matéria organica atinjam as
aguas superficiais acidentalmente através de vias de armazenamento e transporte
da vinhaca, representando um perigo para a qualidade das &guas superficiais
(GUNKEL et al., 2007). Ramana et al. (2002) observou decréscimo da taxa de
germinagdo das sementes em cinco culturas (tomate, cebola, pimentédo, abobora e
pepino), com vinhaca em concentracdo acima de 50% aplicada ao solo.

A vinhaca pode ser utilizada na forma concentrada, por evaporagcdo, onde o
produto obtido € utilizado na producdo de alimentos para animais, na propria vinhaca
para melhorar a qualidade como fertilizante, pode ser queimado em caldeiras
especiais gerando energia ou diminuindo o uso de &agua na instalacdo, e o
condensado removido por evaporacdo pode ser tratado e reutilizado
(CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

Entre os dejetos de alto potencial poluidor, encontra-se a vinhaca, devido a
caracteristicas como baixo pH e elevada demanda quimica de oxigénio (DQO) , bem
como elevado teor de matéria organica coloidal que leva a oxidagdo de todo o
oxigénio disponivel na agua (DAMIANO, 2005 apud RODRIGUES et al., 2012).

Em diferentes estudos, € possivel verificar alteragcbes do solo por meio da

vinhaca. Madejon et al. (2001) observaram pequena elevagdo em sua salinidade,
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elevacdo no contetdo de matéria organica e no nitrogénio total, em trabalho com
associacéo de vinhaca e outros materiais organicos no condicionamento do solo.
Pode-se esperar um aumento na concentracdo de sais no solo e potencial risco de
salinizacdo com a aplicacdo de vinhaca a longo prazo, considerando-se a taxa de
absorcdo de potassio pela planta, sua concentracdo na vinhaca e a baixa
condutividade elétrica observada no lencgol freatico, indicativo de reduzida lixiviagéo
(LYRA et al., 2003).

3.3 BIOGAS

O biogas é uma mistura de gases, produzido durante a digestdo anaerébia da
matéria organica, composto por CH4 (40-70%), CO, (25 a 30%), e outros (RASI,
2009). Pode ser considerado uma fonte estratégica de energia, e um importante
agente na ampliacdo da geracao de energia elétrica distribuida no pais, com base
em fontes limpas e renovaveis, bem como substituir o gas natural derivado do
petréleo.

As aplicacbes energéticas do biogas mais difundidas sdo: a utilizacdo como
combustivel em caldeiras, fornos, estufas, geracéo de eletricidade, injecdo na linha
de gas natural e como combustivel veicular. Pode ser utilizado, também em pequena
escala, para aquecimento e coccdo e em grande escala como aproveitamento de
sistemas de cogeracao, reduzindo assim o consumo de combustiveis fésseis
(ZANETTE, 2009). Pode ser aproveitado na industria sucroalcooleira para geracao
de vapor e acionamento da moagem da cana, em substituicdo aos combustiveis
utilizados na agroindustria durante o periodo da safra, para acionar uma turbina a
gas conjugada a um gerador elétrico (GRANATO, 2003).

Verifica-se que embora haja um potencial de aproveitamento decorrente do
volume elevado de biogas proveniente de esgotos gerados, principalmente nas
metrépoles, sdo poucos 0s projetos de aproveitamento do biogds em operacédo no
Brasil e em varios paises do mundo, com destaque para os Estados Unidos, Canada
e alguns centros europeus (TETRAPLAN, 2012).

Dentre as razdes pelas quais os biocombustiveis foram adotados em paises
desenvolvidos estdo: a reducdo das emissfes em comparagcdo com os combustiveis

fésseis, desenvolvimento de uma nova atividade atrativa para o setor agricola e
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reducdo da dependéncia de combustiveis fosseis importados (LAGO et al., 2012). A
maioria dos paises promove ac¢fes para aumentar a participacdo de energias
alternativas renovaveis em suas matrizes energéticas, para reduzir o uso de

derivados do petrdleo e diminuir a emissao de poluentes. (CORTEZ et al., 2008).

3.4 DIGESTAO ANAEROBIA

A digestdo anaerdbia € um processo comum ha nhatureza que ocorre em
pantanos, fundos de lagos, esterqueiras e no rimen de animais ruminantes; capaz
de degradar a matéria orgéanica, produzindo metano e dioxido de carbono na
auséncia de oxigénio (RODRIGUES, PEREZ, ROMERO, 2013). Estudos apontam
como vantagens da digestdo anaerdbia, com relacdo aos combustiveis derivados do
petréleo, e utilizando residuos agroindustriais: alta reducdo de demanda bioquimica
de oxigénio (DBO), producéo de biofertilizante, pequena producéo de lodo, baixos
custos operacionais e de investimento e possibilidade de sistemas descentralizados
de tratamento de residuo (OLIVEIRA et al., 2004).

As principais etapas da digestdo anaerébia para producdo de metano séo:
hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Figura 2). Essa rota é para

degradacédo de esgoto, e pode variar para outros residuos.
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Figura 2. Sequéncia de etapas na Digestdo Anaerobia (GUJER e ZEHNDER, 1983
apud BEAL, 2004).
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3.4.1 Hidrdlise

A hidrolise corresponde a primeira fase da digestdo anaerdbia da matéria
organica, onde substancias poliméricas (carboidratos, proteinas e lipidos) séo
guebradas em moléculas menores, como acgucares, aminoacidos e acidos gordos de
cadeia longa (GONCALVES, 2012). Conforme Chernicharo (2007), citado por Godoy
(2013, p-8), esse processo de hidrélise ocorre por meio da acdo de exoenzimas
excretadas pelas bactérias fermentativas hidroliticas.

Os carboidratos, proteinas e lipidios, bem como o material inerte particulado
e soluvel sédo os produtos da degradacdo. Os monossacarideos, os aminoacidos, 0s

acidos graxos de cadeia longa e o glicerol sdo os produtos da degradacao
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enzimatica de carboidratos, proteinas e lipidios particulados, respectivamente, e 0s
microrganismos se beneficiam dos produtos sollveis e produzem as enzimas
hidroliticas correspondentes (VAVILIN et al., 2008).

3.4.2 Acidogénese

Os acidos graxos volateis (AGVs) sdo produtos intermediarios importantes no
processo de digestdo anaerObia, e suas concentragbes afetam a eficiéncia da
fermentacdo. A interacdo sintrofica entre arqueas metanogénicas e bactérias
redutoras de sulfato ou microrganismos consumidores de acetato e hidrogénio, &
necessaria para que haja a oxidacdo de propionato e butirato a acetato, CO,, H; e
formiato (ABREU, 2007). Um fator como o0 aumento na carga organica de
alimentacado pode provocar o acumulo de AGVs no reator.

O acumulo de &cidos organicos inibe a decomposicdo desses mesmos acidos
pelas metanogénicas, conduzindo falhas no processo de digestdo. Assim, a digestao
anaerobia € um processo instavel, e um alto nivel de atividade metanogénica
continua é necessério para o funcionamento dos digestores anaerobios (BOONE,
1993).

Dentre os géneros de bactérias acidogénicas mais comuns em reatores
anaerobios estdo Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus, Butyribacterium,
Propionibacterium, Eubacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas,
Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus, e Escherichia. Estima-se que este grupo
ocorra em reatores anaerébios em uma densidade que varia de 106 a 108 células
por mL de lodo (ARCHER; KIRSOP, 1990).

A conversdo de propionato e butirato a CO, pelas bactérias redutoras de
sulfato ocorre na presenca de sulfato, sem a participacdo de metanogénicas, sendo
inibida termodinamicamente pela presenca de baixas concentracdes de hidrogénio
dissolvido e de acetato (ROEST et al., 2005; AQUINO e CHERNICHARO, 2005).

Os Acidos Graxos Volateis sdo compostos intermediarios importantes em
processos de polimerizagdo como no caso da producgéo de polihidroxialcanoatos, os
chamados bioplasticos (ZEMPULSKI et al., 2014). O acido propidnico e 0s seus sais

de célcio, sodio e potassio sdo comumente utilizados como conservantes na racéo
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para animais e em alimentos, além de ser um importante intermediario na sintese de
fibras de celulose, herbicidas, aplicacdes farmacéuticas e na producéo de plasticos e
herbicidas (SUWANNAKHAM, 2005; HARADA, 2012). O acido acético pode ser
utilizado como intermediario quimico, na producdo de acido tereftalico purificado,
precursor do polimero poli tereftalato de etileno e do mondémero de acetato de vinila,
na produc&o de poli acetato de vinila (PVA) (BAIAO, 2015).

3.4.3 Acetogénese

Na acetogénese, os acidos e alcoois organicos produzidos na acidogénese
sao digeridos por bactérias acetogénicas para produzir principalmente acido acético,
bem como CO; e H, (APPELS et al., 2008).

ReacBes acetogénicas ndo sdo termodinamicamente favoraveis nas
condigbes padrao (AG®>0), contudo, ocorrem de forma natural em reatores

anaerobios devido a interacdo de microrganismos acetogénicos e metanogénicos
(AQUINO e CHERNICHARO, 2005).

3.4.4 Metanogénese

7

A metanogénese é a fase final do processo de conversdo anaerdbia de
compostos organicos em metano e dioxido de carbono, sendo realizada pelos
microrganismos metanogénicos, 0s quais estdo classificados dentro do dominio
Archaea. Esses microrganismos sdo evolutivamente distintos das bactérias em
relacdo a organizacdo do genoma, expressao génica, composicao celular e filogenia
(VAZOLLER, MANFIO, CANHOS, 1999).

A conversdo de acetato a metano € realizada através das metanogénicas
acetoclasticas que formam metano e diéxido de carbono a partir de acido acético ou
metanol. Sao responsaveis por cerca de 60 a 70 % de toda a producédo de metano.
Pertencem a dois géneros principais: Methanosarcina (formato de cocos) e
Methanosaeta (formato de filamentos).

A conversdo de hidrogénio a metano ocorre através das metanogénicas
hidrogenotroficas que produzem metano a partir de hidrogénio e didxido de carbono.

Quase todas as espécies nas ordens Methanococcales, Methanobacteriales,
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Methanomicrobiales e Methanopyrales sao hidrogenotroficas, utilizando o H, e CO;
(LEIGH et al 2011). Os géneros mais frequentemente isolados em reatores

anaerobios sdo: Methanobacterium, Methanospirillum e Methanobrevibacter.

3.4.5 Arqueas

Em 1977, Carl Woese propds um modelo baseado em aspectos evolutivos a
partir da comparagao de sequéncias de rRNA, e evidencia evidéncia genomica e
bioquimica associada (FOX; PECHMAN; WOESE, 1977). Os seres Vivos

classificam-se em 3 reinos ou Dominios : Bacteria, Archaea e Eucarya (Figura 3).

Figura 3: Classificacdo dos dominios Bacteria, Archaea e Eucarya.

Bacteria Archaea Eucarya
Animals
Entamogbae  Shme
Green mnjsukuf molds
bactena Euryarchaeota Fungi
Methanosarcina Plants
Gram Cren- Methano- ? c
positives ¢ Mates
Thermoproleus coceus
. T. coler
Cyanobacteria Pyrodictum
Flavobactena " : o s
Trichomonads
Thermotogales
Microsporidia

*Fonte: WHEELIS, KANDLER, WOESE, 1992.

O dominio Eucarya engloba todos os organismos eucariotos, incluindo os
microrganismos fungos e protozoarios. As argueas Sao microrganismos
metabolicamente diversos, coexistindo com bactérias e eucariotos em ambientes
terrestres, aquaticos e ambientes extremos com alto ou baixo pH, baixas
temperaturas, alta salinidade ou pressdo (ROTHSCHILD e MANCINELLI, 2001).
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Apresenta  cinco filos: Euryarchaeota, = Crenarchaeota, Korarchaeota,
Thaumarchaeota e Aigarchaeota.

A maioria das arqueas cultivadas sdo extremaofilas, com espécies capazes de
crescer em altas temperaturas e salinidades e em pH extremos (BROCHIER-
ARMANET et al. 2011). Na préatica, as arqueas sao estudadas e agrupadas de
acordo com o seu metabolismo e fisiologia, sendo alocadas em diversos grupos,
como: as metanogénicas, os halofilos extremos (ou hiperhaldfilos) e os termdfilos
extremos (ou hipertermofilos).

Para a maioria das espécies de arqueas, uma quantidade pequena de
oxigénio ja é suficiente para impedir que sobrevivam. Mesmo sob essas condigdes,
as argueas metanogénicas ndo sao inibidas nem cessam a sua atividade
imediatamente, pois elas coexistem com bactérias aerdbias oriundas das etapas
precedentes da degradacdo. A presenca de uma comunidade microbiana
diversificada é relacionada diretamente a uma maior disponibilidade de caminhos
potenciais de conversfes metabodlicas (BRIONES e RASKIN, 2003; CARBALLA et
al., 2011; PETERSON et al., 1998).

O emprego dos microrganismos metanogénicos em saneamento ambiental é
amplamente conhecido e busca a mineralizacdo anaerdbia da matéria organica.
Porém, as perspectivas se ampliam de forma marcante, por exemplo, na
bioprospeccédo de enzimas resistentes a condi¢cdes extremas (80-100°C) presentes
em Pyrococcus spp., Thermococcus spp., Thermofilum spp. e Thermoproteus spp
(VAZOLLER, 1995).

3.5 MICROBIOLOGIA DO LODO GRANULAR

O lodo granular pode ser definido como biomassa, que tem como
caracteristica alta velocidade de sedimentacdo e uma alta atividade metanogénica
(HULSHOFF, 1989). Os granulos podem ser considerados como microecossistemas
equilibrados, que incluem todas as espécies bacterianas necessarias para a
degradacédo dos poluentes organicos presentes em aguas residuais as quais esta
exposta (ALPHENAAR, 1994).

Em comparacdo com o lodo ativado, os granulos tém um tamanho maior,

estrutura mais compacta e melhor capacidade de sedimentacdo, que sdo mais
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faceis de reter altas concentragcbes de biomassa em reatores e para separar
biomassa e sobrenadante para o bom desempenho do reator (LIU et al., 2010).
Associacdes sintroficas entre bactérias (Figura 4), que produzem H, e o0s
microrganismos que consomem H, prevalecem na camada do meio (B), onde
provavelmente € direcionada a transferéncia de elétrons interespécies, portanto
pode ocorrer pelo contato direto entre células, através de nanofios, minerais, ou

transportados por mediadores soluveis (DUBE e GUIOT, 2015).

Figura 4: Estrutura multicamada do granulo anaerobio.

Acidogénicas

Acetogénicas e metanogénicas
(principalmente acetotréficas)

Metanogénicas
(principalmente hidrogenotréficas)

*Fonte: (DUBE e GUIOT, 2015) modificado.

3.6 TECNICAS PARA IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

Na degradacdo anaerdbia de residuos complexos, cada grupo de compostos
organicos (proteinas, carboidratos e lipideos) requer seu proprio grupo caracteristico
de organismos (POHLAND, 1992).
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A maioria dos microrganismos ndo pode ser estudada através de métodos
dependentes de cultivo, pois ainda ndo sao conhecidos de forma que grande parte
das pesquisas sobre diversidade microbiana atualmente sdo realizadas através de
técnicas independentes, como a analise de genes especificos. Essas técnicas foram
significativamente favorecidas com o desenvolvimento das tecnologias de
sequenciamento de DNA, as quais possibilitaram o estudo em larga escala da
microbiota em um determinado ambiente, além de possuirem diversas aplicacfes
(SHOKRALLA et al., 2012).

3.6.1 Metodologia de identificagdo de microrganismos por PCR

A técnica de PCR permite a amplificacdo de genes especificos a partir de
bactérias isoladas ou de bactérias ndo cultivadas para sequenciamento e avaliacdo
filogenética (WARD et al., 1990; SAIKI et al., 1985). Pode-se obter a amplificacdo de
sequéncias alvo mesmo em uma amostra com grande diversidade de sequéncias,
permitindo a deteccdo de organismos especificos em misturas heterogéneas
(MISSAGIA, 2010).

Para cada ciclo de replicacdo de DNA, ocorrem trés etapas: a separacado da
dupla fita de DNA para exposicdo dos sitios-alvo a aproximadamente 94 °C
(desnaturacdo); o anelamento dos primers, com a diminuicdo da temperatura, em
regides especificas de cada fita de DNA separada que serve como molde,
delimitando a regido inicial e final da seqiéncia genética a ser amplificada; e a
extensdo, onde ocorre a sintese de DNA complementar a fita-molde e é feita em
uma temperatura em torno de 72°C (ABREU, 2007). E possivel produzir milhdes de
copias especificas de DNA, em poucas horas, utilizando 25 a 40 ciclos, até mesmo
quando a amostra de partida contém apenas uma Unica seqiéncia alvo original
(WALKER et al., 1999).

A disponibilidade de um grande numero de sequéncias de RNAr16S
depositadas em um banco de dados (Ribosomal Data Base Project) tem permitido
que essa informacdo molecular seja utilizada para o agrupamento filogenético
(MISSAGIA, 2010).
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3.6.2 Identificagdo de microrganismos por DNA Barcoding

As técnicas de biologia molecular fornecem ferramentas valiosas para uma
melhor compreensdo das comunidades microbianas e sua funcdo em relagédo a
diferentes aspectos da digestdo anaerdbia, que por sua vez pode ajudar a otimizar o
processo de producéo de biogas.

O gene 16S rRNA é muito conservado entre os dominios Bacteria e Archaea,
e a identificacdo taxondmica é possivel devido a presenca de nove regides
hipervariaveis com informacdes para classificar os microrganismos, que possuem
regides conservadas permitindo a amplificacdo desse fragmento, utilizando
oligonucleotideos iniciadores universais (MEDEIROS, 2016).

Abordagens gendmicas do diagnostico de taxon exploram a diversidade
entre as sequéncias de DNA para identificar organismos, que podem ser vistas
como “cédigos de barras” genéticos (KURTZMAN 1994; WILSON, 1995). DNA
Barcoding é um método rapido, preciso e padronizado para identificacdo a nivel de
espécies, usando sequéncias curtas de DNA, sendo uma fonte de identificacdo
taxondmica altamente precisa (LEBONAH et al., 2014; SIDDAL et al., 2009). Esta
técnica emprega regibes gendbmicas especificas e padronizadas de espécies
(codigos de barras de DNA) para gerar bibliotecas de DNA com o objetivo priméario
de identificacdo de espécies ndo conhecidas. Varios genes marcadores tém sido
empregados para analise de biodiversidade em diferentes profundidades
filogenéticas ou em certos grupos taxonémicos. (SHOKRALLA, 2012).

O uso de sequenciamento de nova geracgao resulta em um robusto conjunto
de dados que permite a identificacdo de uma grande diversidade taxonOémica e
funcional das comunidades microbianas (SIMON e DANIEL, 2011). O fluxograma
mostra 0S passos pra sequenciar uma amostra ambiental. (Figura 5). Nessa técnica,
a amostra € extraida utilizando primers especificos, apos é feita uma biblioteca de
fragmentos de DNA flanqueados pelos adaptadores lon Torrent. As particulas
revestidas com molde séo aplicadas ao chip, e depositadas nos pocos de
microplaqueta por um curto passo de centrifugagdo. O chip é colocado no PGM, e é

feita a execucao do sequenciamento.
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O método segue o principio de um processo bioquimico, no qual um
nucleotideo € incorporado a uma cadeia de DNA e libera um ion hidrogénio como
subproduto. Como consequéncia, o pH da solucdo muda e pode ser detectado
diretamente pelo sensor de ions (DIAZ SANCHES et al., 2013). Assim, sdo geradas
sequéncias de nucleotideos, que sdo alinhados através de algoritmos para busca de
banco de dados de sequéncias (UBLAST e USEARCH), que buscam alinhamentos
locais e globais (EDGAR, 2010).

Figura 5: Etapas para o sequenciamento de alto desempenho.
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Os bancos de dados genbmicos representam uma das principais
ferramentas de suporte para os bidlogos moleculares e geneticistas. E de
fundamental importancia realizar cadastros de sequéncias, e consultas nestes
bancos a fim de levantar dados para analises biolégicas. Entre estas analises é
possivel destacar a comparacdo de sequéncias e a descoberta de novos genes,
funcdes e caracteristicas de uma nova sequéncia (SEIBEL, LEMOS, LIFSCHITZ,
2000).
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Os sistemas de identificagdo microgendmicos, que permitem discriminacao
através da andlise de um pequeno segmento do genoma, representam uma
abordagem extremamente promissora (HEBERT, CYWINSKA, BALL, 2003).

4 METODOLOGIA

Para a realizacdo desse trabalho utilizaram-se biorreatores anaerdbios em
batelada, em escala de bancada, em ensaios desenvolvidos no laboratério de
Diagnostico Molecular (LDM) da Universidade de Caxias do Sul. Os procedimentos
experimentais de cada etapa foram descritos neste capitulo, bem como a
metodologia empregada. Foram descritos o indculo utilizado para os bioensaios, 0
procedimento para enriguecimento do inoculo, os bioensaios relacionados a
producdo de metano em diferentes relacdes So/Xo € 0s métodos para identificacéo
dos microrganismos coletados nas amostras inicial (Al) e pico da fermentacao (AF).

4.1 INOCULO
Foi utilizado o lodo granular de reator anaerébio como inoculo, proveniente
de uma estacdo de tratamento de efluentes de industria de 6leo vegetal, localizada

na cidade de Esteio, Rio Grande do Sul.
4.2 MEIOS DE CULTIVO

Foi utilizada vinhaca de cana de acucar como Unica fonte de carbono. A
vinhaca foi proveniente da industria de etanol Guarani (Unidade Industrial Andrade —
Pitangueiras/SP), coletado em setembro de 2015 e mantido em camara fria a 4°C. A
vinhaca foi previamente caracterizada com relacdo a composicao elementar. A
metodologia utilizada foi de acordo com APHA (2002), conforme Tabela 2. Antes da
preparacdo dos meios de cultivo, a vinhaca foi centrifugada a 4.000 rpm por cinco

minutos para a retirada dos sélidos grosseiros.

4.3 CONDICOES OPERACIONAIS DE FERMENTACAO
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Os testes de fermentagdo em batelada foram realizados no Laboratorio de

Tecnologia Ambiental (LATAM) da Universidade de Caxias do Sul e Laboratério de
Diagnostico Molecular (LDM — IB UCS).

Foi utilizado um fermentador com capacidade para 7,5L (New Brunswick

BioFlo/CelliGen fermentor). Os testes foram conduzidos com pH 7, temperatura a

37°C e agitacdo com frequéncia de 60rpm.

Tabela 2 - Parametros quimicos relacionados a vinhaca.

PARAMETROS QUANTIDADE METODOLOGIAS

Célcio total (mg.L™) 364.800 Espectrometria de Absor¢éo
atbmica — APHA 3030E e
3111B

Demanda Quimica de Oxigénio 20,84 Método de titulagdo - refluxo

(mg.L™ fechado — APHA 5220 B

Fosforo total (mg.L™) 58,787 Espectrometria de Absor¢éo
atbmica — APHA 3030E e
3111B

Magnésio total (mg.L™) 169,920 Espectrometria de Absor¢éo
atbmica - APHA 3030E e
3111B

Nitrogénio Amoniacal (mg.L™) 38,97 £ 0,16 Método de titulagdo — APHA
4500 NH; C

Nitrogénio total kjeldahl* (mg.L™) 394,69 Método 4500-Norg-B [LAPAM
PE 013] 2,80

pH 4,22 Potenciometria

Potassio (mg.L™) 2537,650 Fotometria em chama -
APHA 3500K-B

Sédio (mg .L ™) 50,47 Fotometria em chama -
APHA 3500Na-B

Sulfetos (mg .L™) n.d. SMEWW-Método 4500-S2-D
[LAPAM PE 024]

Sélidos Suspensos Totais ( mg .L™) 3480 Gravimetria - APHA 2540 D

Sélidos Suspensos Volateis (mg.L™) 2860 Gravimetria - APHA 2540 G
Manual de Métodos de

Ferro Total (mg.L™) 11,73 Anélises de Bebidas e
Vinagres- Fermentados
Alccolicos Método 33

Manganés total (mg.L™) 1,67 Manual de Métodos de
Andlises de Bebidas e
Vinagres- Fermentados
Alccélicos Método 33

Sélidos Suspensos Fixos (mg.L™) 250 Gravimetria - APHA 2540 E
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Os cultivos de bancada com meios nutritivos foram realizados em frascos
Duran de 610 mL, realizados com enriqguecimento do inéculo, ambientado durante
24h em meio Zinder e 3,2g de acetato de sodio. O experimento foi conduzido em
shaker com agitacdo de 140rpm, a 37°C. O inbculo sem enriquecimento foi
ambientado somente com agua. Apds 24h a massa celular foi filtrada, pesada (5,59)
e colocada em frascos de 610 mL, contendo 366 mL de meio contendo vinhaga em
diferentes concentracdes e 40% de headspace. As fermentagcbes foram realizadas
em triplicata em 4 concentracfes de substrato, respeitando a relacdo So/Xo=0,5; 1,0;
1,5 e 1,7 . O pH foi ajustado periodicamente para 7,2 com solu¢do de KOH 3 mol.L™.
As andlises de DQO, carboidratos totais e acidos graxos volateis foram feitas para
amostras inicial (Oh), meio (168h) e final (336h) da fermentacdo. A quantidade de

metano produzido foi medida durante 14 dias através de cromatografo a gas.

4.4 METODOLOGIAS ANALITICAS RELATIVAS AOS ENSAIOS DE
FERMENTACAO

4.4.1 Determinacgédo de &acidos graxos volateis

Para as amostras coletadas da fracao liquida, foram realizadas analises de
acidos graxos volateis (acido acético, propibnico, butirico, iso-butirico, valérico e
isovalérico) em cromatografia em fase gasosa (GC/MS, Shimadzu- QP 2010 Ultra),
equipado com coluna DN- FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 um) com detector de
ionizacdo de chama (FID - Flame lonization Detector), tendo Hélio como gas de
arraste e ar sintético e nitrogénio como gases auxiliares. A temperatura da coluna foi
de 100°C por 5 min, aumentando 7°C por min até 200°C. As temperaturas do injetor

e do detector foram de 200 e 250°C, respectivamente.
4.4.2 Determinacédo de biomassa e carboidratos totais
As analises iniciais e finais de concentracdo de biomassa foram monitoradas

através da analise de Sdélidos Suspensos Totais e Demanda Quimica de Oxigénio,
de acordo com Standard Methods (APHA, 2012).
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A concentragdo de carboidratos totais das amostras foram determinada por
método colorimétrico utilizando sacarose como padrdo (DUBOIS et al, 1956).

4.4.3 Analise da composicdo e volume de biogas na fermentacéo

A fim de monitorar o processo de producdo de metano, foram realizadas
analises da composicéo e do volume do biogas gerado. As analises foram realizadas
em cromatégrafo em fase gasosa (DaniMaster AS), com coluna Carboxen ™ 1006
PLOT Capilary Columm (30mx0,53mm), com detector de condutividade térmica
(TCD- Thermal Condutivy Detector), tendo gas Nitrogénio ultra puro como gas de

arraste. Foi efetuada curva de calibracdo para metano.

4.5 MEIOS NUTRITIVOS PARA ENRIQUECIMENTO DO INOCULO

Para enriquecimento do inoculo, foram adicionados meios especificos, com

sais e elementos de metais traco, conforme Tabela 2.

Tabela 3 - Composicao do meio basal Zinder

Componente Quantidade ou concentracéo
NH,CI 05g. L7

KH,PO, 0,4g.L"

MgCl, 6H,0 01g.L"

CaCl, 2H,0 0,05¢.L"

Solugédo de resazurina 0,1% m/v 1,0mL

Solugéo traco de metais 10,0mL

Solugéo de vitaminas 1%

Agua Milli-Q g.s.p. 1000mL

4.5.1 Solucao traco de metais

O meio basal foi composto pela solucéo traco de metais, descritos na Tabela
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Tabela 3 - Composicao da solucao traco de metais Zinder.

Reagentes Quantidade
FeSO, 7H,0 0,5569
MnSO, H,O 0,0869g
Na,MoQO, 2H,0 0,01g

NiCl, 6H,0O 0,02g

CoCl, 6H,0 0,17g

ZnS0O, 7H,0 0,21g

H3BO3 0,199

Agua Milli-Q g.s.p.1000mL

4.5.2 Solugao de resazurina e de vitaminas

A solucédo de resazurina 0,1% (m/v), presente no meio basal, € uma solugéo
indicadora do potencial de 6xido-reducdo do meio de cultivo, ou seja, indicadora de
anaerobiose. Foi preparada e armazenada sob refrigeracdo, a 4°C, em frasco
ambar.

A solucéo de vitaminas foi preparada em agua destilada, adicionando-se os
componentes descritos na Tabela 4. A solucao foi esterilizada por filtracdo através
do sistema Millipore com membrana de 0,22 pm. Em seguida, foi colocada em
frascos ambar de 500mL, e armazenadas sob refrigeracao.

Tabela 4: Composicdo da solucdo de vitaminas para o crescimento de arqueas

metanogénicas.

REAGENTE Quantidade (g/L 4gua destilada)
Biotina 0,002

Acido Félico 0,002

Tiamina HCI 0,005

Riboflavina 0,005

Acido Nicotinico 0,005

Pantotenato de Calcio 0,005

Piridoxina HCI 0,010

Vitamina B12 0,0001

Acido Lipoico 0,005

Fonte: Vazzoler,1995.
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4.6 METODOS MOLECULARES

A fim de identificar microrganismos nao cultivaveis ou de dificil cultivo, foram
utilizadas técnicas de biologia molecular, tais como: extracdo de DNA, PCR e

sequenciamento de alto desempenho.

4.6.1 Extracdo de DNA
O DNA genbdmico foi extraido a partir de 250ul de amostra com o kit de

extracdo PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, E. U. A.), de acordo
com as instrucdes do fabricante. Aliquotas de 2,0ul do DNA extraido das amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,0% (75 volts, 35 minutos). O
Quick Load DNA Marker 100-5000 pares de base (pb), da Bio Labs, foi utilizado
como marcador de peso molecular. Apds a eletroforese o gel foi observado em
transluminador de luz UV e as imagens obtidas por um sistema de captura de

imagens.

4.6.2 Reacao em Cadeia Polimerase (PCR)

As amplificacbes do material genético foram realizadas com o kit Phusion
High-FidelityTM PCR (Finnzymes), seguindo o protocolo do fabricante. Foram
utilizados primers oligonucleotideos universais 515F e 806R (Bates et al, 2011) .
Apds o término da reacao, foi realizada eletroforese com gel de agarose para

visualizagéo do amplificado.

4.6.3 Sequenciamento de alto desempenho (metabarconding)

Para analise de metabarcoding das comunidades presentes nas amostras de
reator anaerobio, os fragmentos dos genes 16S gerados por PCR com os
oligonucleotideos universais 515F e 806R (Bates et al, 2011) foram submetidos ao
sequenciamento de alto desempenho utilizando-se a plataforma lon PGM System
(Thermo Fisher).
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A construcdo das bibliotecas foi realizada com o kit lon Plus Fragment Library
para amplicons curtos (< 350pb), a partir de 100 ng de produto de amplificagédo. A
cada amostra foi adicionado um adaptador (barcode) do kit lon Xpress Barcode 1-
16, para que as amostras pudessem ser sequenciadas em uma mesma corrida.
Todos os procedimentos para a constru¢cdo das bibliotecas foram realizados de
acordo com o fabricante.

Para quantificacdo e equalizagdo das bibliotecas, foi utilizado o kit lon Library
Equalizer, conforme recomendado pelo fabricante. Para PCR em emulsao e passos
de enriqguecimento foi utilizado o kit lon PGM Template OT2 200, com o
equipamento lon OneTouch 2 System. Para sequenciamento foi utilizado um chip

lon 316, com o kit lon PGM Sequencing 200 v2, segundo o fabricante.

4.6.4 Analise do sequenciamento de alto desempenho

Os fragmentos do gene 16S rRNA foram submetidos a um controle de
qualidade que mantém as sequéncias com comprimento minimo de 100 pb e
remove bases de baixa qualidade (phred < 30) usando o programa PRINSEQ
(SCHMIEDER, EDWARDS, 2011). As sequéncias replicadas foram identificadas,
classificadas e filtradas para excluir sequéncias Unicas usando 0 programa
USEARCH v7.0.1090 (EDGAR, 2010). Os clusters foram montados usando uma
identidade minima de 99% e quimeras foram removidas usando o banco de dados
de referéncia RDP (COLE et al., 2013). A atribuicdo taxondémica foi obtida utilizando
QIIME v1.7 (CAPORASO et al.,, 2010) com base de 97% de semelhanca das
sequéncias com o banco de dados GreenGenes 13.8 (DE SANTIS et al., 2006).
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5 RESULTADOS

Os resultados foram apresentados na forma de capitulos através de artigos:

5.1 Capitulo 1 Estudo comparativo do uso de meios nutritivos para otimizacao na
producéo de biogas — Submetido a FIEMA.

5.2 Capitulo 2 Analise da producéo de biogas em batelada sob condicdo mesofilica,
a partir da vinhaca de cana de acucar, sem e com ambientacao prévia do inoculo e
identificagdo da microbiota presente em biorreator com melhor produgéo de metano.
Submetido a Revista Brasileira de Energias Renovaveis.

5.3 Capitulo 3 Sequenciamento de alto desempenho como ferramenta para a
identificacdo de bactérias e arqueas responsaveis pela producdo de biogas a partir
de vinhaca — a definir.
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5.1 Capitulo 1. Estudo comparativo do uso de meios nutritivos para otimizacao na
producao de biogas

JanaiSna Iltchenco®; Lademir Luiz Beal’; Ana Paula Rodrigues Torres®; Maira Paula de Sousa* , Suelen
Paesi
1Universidade de Caxias do Sul (jiltchen@ucs.br)
2Universidade de Caxias do Sul (llbeal@ucs.br)
3CENPES/PETROBRAS(aptorres@petrobras.com.br)
4CENPES/PETROBRAS (mpsousa@petrobras.com.br)
5Universidade de Caxias do Sul (sopaesi@ucs.br)

Resumo

A emissdo de gases poluentes em ocasido da queima de combustiveis fosseis vem sendo
discutida, principalmente no ambito de desenvolver formas sustentaveis para obtencdo de
energia. Uma das alternativas € o biogas, produzido através da fermentacdo anaerdbia a partir
de residuos agroindustriais, podendo ser utilizado como biocombustivel. Os principais
componentes do biogas sdo o metano e o dioxido de carbono. Para otimizacao do processo de
fermentacdo, é necessaria a utilizacdo de nutrientes para o crescimento da biomassa. Este
trabalho teve como objetivo comparar a eficacia de dois meios nutritivos com acetato,
observando a producdo de metano para enriquecimento do inéculo. Os ensaios foram
realizados em frascos Duran de 600mL, em duplicatas, com total de 244 mL dos meios
nutritivos; 3,69 de acetato e 20g/L de lodo. Os cultivos foram mantidos a 37°C, sob agitagdo
orbital, por 15 dias. Coletas de amostra de gas foram feitas para analise em cromatdgrafo a
gas no 3° 7° 10° e 15° dias. Houve menor produgdo de metano em meio Zinder com
0,2625mmol/CH,4 e 0 meio Monteggia teve producéo de 0,3502 mmol de CH; no 10° dia. A
adicdo de acetato aos meios nutritivos proporcionou maior producdo de metano: 5,911
mmol/CH, (meio Zinder) no 7° dia e 5,510 mmol/CH,; (meio Monteggia) no 10° dia. Os
resultados indicam que o meio nutritivo Zinder com acetato de sédio foi efetivo para o
crescimento microbiano em sete dias na producéo de biogas.

Palavras-chave: Biogas, Fermentacdo, Biomassa, Meios Nutritivos.
Agéncia de fomento: Petrobras

Area Tematica: Biocombustiveis

Comparative study of the use of nutritional means to optimize the
production of biogas

Abstract

The emission of pollutant gases by the time of the burning of fossil fuels has been discussed
primarily in the context of developing sustainable ways of obtaining energy. One alternative
is biogas produced by anaerobic fermentation of organic residues and can be used as biofuel.
The main components of biogas is methane and carbon dioxide. For optimization of the
fermentation process, the use of nutrients for growth of the biomass is necessary. This study
aimed to compare the efficacy of two nutrient media with acetate, watching the methane
production for enrichment of inoculum. Assays were performed in 600mL Duran bottles, in
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duplicate, with a total of 244 ml of nutrient media; Acetate 3.6g and 20g / L sludge. The
cultures were maintained at 37 © C under orbital shaking for 15 days. Gas sample collections
were made to analyze in gas chromatograph in the 3th, 7th, 10th and 15th days. There was a
lower methane production am id Zinder with 0,2625mmol / CH4 and Monteggia half was
produced by CH4 0.3502 mmol of the 10th day. The addition of acetate to nutrient media
showed higher methane production: 5.911 mmol / CH4 (medium Zinder) on the 7th day and
5,510 mmol / CH4 (medium Monteggia) on the 10th day. The results showed that the nutrient
media Zinder with sodium acetate was effective in microbial growth in seven days in the
production of biogas

Key words: Biogas, Fermentation, Biomass, Nutrition Means

Theme Area: Biofuels

1.INTRODUCAO

Paises de todo o mundo buscam tecnologias para diminuir as emissdes de gases de
efeito estufa e ampliar a oferta de energias renovaveis para atender a demandas de energia.
Muitas sdo as estratégias para reducdo da incidéncia de gases poluentes que podem causar
danos ao meio ambiente. Entre elas, encontra-se a producdo de biogas, que utiliza residuos
agroindustriais como substrato para fermentacdo anaerdbia, sendo também uma forma de
reaproveitamento desses residuos. O estudo de processos naturais de degradacao de residuos
pode ser uma inspiracdo biotecnoldgica sustentavel. As interagdes com microrganismos
envolvidos nos processos fermentativos variam conforme as substancias quimicas do meio e
com 0s compostos organicos disponiveis.

O lodo anaerdbio é constituido por uma populacdo bacteriana, que desenvolve o
processo de digestdo por fases, (hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese), desde o
material organico mais complexo (carboidratos, proteinas e lipidios) até o material de menor
peso molecular na formacdo do metano e gas carbdnico(SOUZA, 2011). A presenca de uma
comunidade microbiana diversificada é relacionada diretamente a uma maior disponibilidade
de caminhos potenciais de conversdes metabdlicas (BRIONES e RASKIN 2003;
CARBALLA et al. 2011; PETERSON et al. 1998). As interacdes das metanogéncias com
outros anaerobios podem ser sintroficas obrigatorias, havendo uma dependéncia da producéo
do metato ligada ao crescimento de outros microrganismos (VAN HAANDEL, 2006). Por
essa razdo a producdo anaerdbica de biogas € avaliada a partir de consércios microbianos.

Os principais componentes do biogés sdo 0 metano e o dioxido de carbono, podendo
conter alguns contaminantes como sulfeto de hidrogénio e ambnia. A vantagem no uso do
biogas como combustivel ndo é a inexisténcia do dioxido de carbono (CO;) como produto
final da reacdo, mas sim a eliminacao da emissao de metano na atmosfera.

O biogés pode substituir até 40% do fornecimento anual de diesel nas operacfes
agricolas de uma biorrefinaria de cana e ainda fornece 14MWh anualmente a partir de
cogeracdo, podendo beneficia-la financeiramente devido a comercializacdo de créditos de
carbono, cobrindo o custo operacional de uma planta de digestdo anaerébia (MORAES et al.,
2014).

O metano corresponde a 87,35% da composi¢do do gas natural e € um gas mais
potente que o CO, quanto aos efeitos de aquecimento global (BESSA, 2010). O metano,
assim como o dioxido de carbono e o 6xido nitroso, € um importante gas traco da atmosfera.
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O tempo médio de residéncia do CH,4 na atmosfera é estimado em dez anos, e a estabilizacdo
do seu teor requer diminuicdo de 5% na sua emissdo, atingindo 515 milhdes de toneladas por
ano. A absorcdo de radiagdo infravermelha pelo metano ocorre em uma banda de
comprimento de onda ao redor de 7um. (TORRENTINO, ROCHA-FILHO, 2015).

O metano forma um radical metila (CH3), que reage com o oxigénio, formando
formaldeido (HCHO ou H,CO). O formaldeido reage para formar o radical (HCO), que entéo
forma o mondxido de carbono (CO). O processo € chamado pirolise. Seguindo a pirdlise
oxidativa, o H, oxida, formando H,O, reabastecendo a espécie ativa, e liberando calor.
Finalmente, o CO oxida-se, formando CO, e liberando mais calor (SOARES,2010).

Para otimizagdo do processo de fermentacdo, € necessario o enriquecimento do
indculo adicionando-se meios nutritivos, havendo uma maior producdo de biogas. Este
trabalho teve como objetivo comparar o uso de dois meios nutritivos com acetato na produgéo
de metano.

2.METODOLOGIA

Para este experimento, utilizou-se lodo de estacdo de tratamento de déleo vegetal como
biomassa, e meios nutritivos descritos por Zinder e Koch (1984) e meio descrito por
Monteggia (1997) e acetato de sodio. Os ensaios foram realizados em frascos Duran de
600mL , em duplicatas, com 244mL de meio nutritivo, 3,3g de acetato e 20g/l de lodo
proveniente de estacdo de tratamento de dleo vegetal. Foi feito um controle somente com
lodo e meio nutritivo, sem adicdo de acetato. O pH foi corrigido para 7, com KOH. Gas N,
foi fluxionado por 10 min a fim de manter a anaerobiose do meio. Os frascos foram mantidos
em shaker a 37°C sob agitacdo orbital, por 15 dias. Os ensaios foram conduzidos no
laboratério de Diagnostico Molecular.

As medicdes de gas foram realizadas no 3° 7° 10° e 15° dia, no Laboratério de
Tecnologia Ambiental (LATAM) através de cromatdgrafo a gas DaniMaster — Automatic
Sample AS), com coluna Carboxen ™ 1006 PLOT Capilary Columm (30mx0,53mm), com
detector de condutividade térmica (TCD- Thermal Condutivy Detector) tendo gas Nitrogénio
ultra puro como gas de arraste. Foi efetuada curva de calibracdo para metano.

A fim de verificar o crescimento dos microrganismos, 0 meio foi centrifugado a 6000
rpm por 15 min, em trés repeti¢des com dgua destilada a fim de “lavar” as células. O pellet foi
colocado em cadinhos de porcelana de 125mL e 50mL, e colocados em estufa a 100°C por
24h. Apos este periodo, o material foi pesado. As analises e grafico foram feitas através do
programa Prisma 5.0.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

O meio Zinder para o desenvolvimento de culturas anaerdbias estritas, particularmente
de arqueas metanogénicas, tem na sua constituicdo fontes de macronutrientes nitrogénio e
fosforo (PAZINATO,2007). Os organismos metanogénicos requerem vitaminas, minerais e
fontes de enxofre especificas, sendo pobremente exigentes em relacdo a fonte de carbono
(GARCIA; PATEL; OLLIVIER, 2000; MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004). As
medicdes realizadas no cromatdgrafo a gas (Figural) mostraram que o pico Otimo para a
producéo de metano foi no 7° dia, produzindo 7,591 mmol/CH, (meio Zinder com acetato) e
no 10° dia o valor de 5,510 mmol/CH, (meio Monteggia). Os meios com adicdo de acetato
foram efetivos, por conter um componente existente na via metabdlica acetotrofica,
propiciando crescimento das arqueas.



Figural. Producdo de metano em diferentes meios.
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Para verificar o crescimento da biomassa foi medido o peso seco (Figura2), e
observou-se aumento da biomassa no meio descrito por Monteggia com adicdo de acetato

(249/L), com relacdo a biomassa inicial (16,18g/L).

Figura2: Biomassa final e inicial em diferentes meios nutritivos.
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O uso de fonte acetotrofica em conjunto com enriquecimento do indculo foi
fundamental para promover o desenvolvimento das arqueas metanogénicas.

4.CONSIDERACOES FINAIS
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Este resultado mostrou que o uso de meios enriquecidos aumenta a producao de
metano por estimular o crescimento da biomassa e atender suas exigéncias nutricionais na
producao de biogas.
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Destaques

e AsrelagOes So/X, a partir de lodo de ETE previamente ambientado e vinhaga, foram
testadas em batelada e condi¢des mesofilicas para a producéo de metano

e A producéo de acidos, consumo de carboidratos e DQO foram avaliados.

e A comunidade microbiana de amostras em Oh e 336h de reator em batelada com maior
producdo de metano foi avaliada, demonstrando uma rica diversidade de
microrganismos.

Resumo

A vinhaca é um residuo da producdo de etanol, e pode ser aproveitada para a producdo de
biogés atraves da digestdo anaerobia. Nesse sentido, esse trabalho tem como objetivo avaliar a
producdo de metano e coprodutos a partir de vinhaca, com ambientacdo prévia do indculo sem
meio nutritivo (SE) e com meio Zinder, vitaminas e acetato de sodio (CE), e identificar a
microbiota do bioensaio com a melhor producdo de metano por meio de sequenciamento de
alto desempenho. Foram realizados bioensaios a partir de lodo de estacdo de tratamento de
efluente (SE e CE), em meios contendo vinhaca em diferentes relages So/X,. Avaliaram-se
0s parametros: atividade metanogénica, DQO, carboidratos e acidos graxos volateis. Os testes
SE e CE mostraram-se efetivos para o consumo de carboidratos e remocdo da DQO.
Destacou-se 0 bioensaio SE na relagdo So/Xo=1,5 que produziu 12,48 mmol CH4/g DQO. A
microbiota avaliada no pico de producdo (AF) mostrou a predominancia de bactérias do Filo
Bacteroidetes, género Bacteroides e uma OTU pertencente a Familia Porphyromonadaceae; e
arqueas Methanobacterium, Methanosaeta e Methanosarcina. Esse estudo mostra a
potencialidade da vinhaga na producdo de metano em batelada e condi¢bes mesofilicas, e a
rica diversidade da microbiota sendo um fator essencial para o entendimento e controle de
processos biotecnolégicos.

Palavras-chave: Metano, vinhaca, sequenciamento de alto desempenho, 16S rRNA,
bactérias, arqueas.
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1.Introduction

O Brasil é o maior produtor de etanol de cana de agucar mundial, produzindo cerca de
660 milhdes de toneladas por ano (Brasil, 2016). O etanol representa uma das principais
alternativas para reduzir a dependéncia de combustiveis fosseis. O processo biologico da
producdo de etanol a partir de cana-de-agUcar gera coprodutos, entre eles a vinhaca. A
vinhaga é um residuo liquido de elevada carga organica, coloracdo marrom escura, de baixo
pH, alto teor de sais e altamente poluente (Satyawal; Balakrishanan, 2008). A elevada
producdo de vinhaca pela inddstria sucroalcooleira requer a busca de gerenciamento
ambiental deste residuo. O biogds é uma alternativa sustentavel para producdo de energia,
sendo produzido a partir de residuos agroindustriais, onde pode ser utilizada a vinhagca como
substrato. A producdo de biogas através da biodigestdo da vinhaca auxilia na reducdo do
potencial poluidor deste residuo gerando coprodutos de valor agregado e ainda um
biofertilizante de alta qualidade para agricultura. O consércio de microrganismos atuantes no
processo realiza uma serie de reacdes metabolicas complexas envolvendo diversas espécies de
bactérias e arqueas que atuam de forma simbidtica, evidenciando etapas intermediarias, como
hidrélise, acidogénese, acetogénese, e metanogénese. Contudo, novos conhecimentos sdo
requeridos para se conhecer 0s parametros e os microrganismos envolvidos na digestao
anaerobia. O objetivo desse estudo foi avaliar a producdo de metano e coprodutos a partir de
vinhaca, em bioensaios com prévia ambientacdo do inoculo e identificar a microbiota do
bioensaio com a melhor producdo de metano por meio de sequenciamento de alto
desempenho.

2 Materials and Methods
2.1 Ambientac&o prévia do inéculo

O estudo foi realizado utilizando, como inéculo, o lodo granular oriundo de reator
anaerobio (UASB), tratando efluente da industria de 6leo vegetal. O inéculo foi pesado (5,5
g), levemente macerado e suspenso em 500 mL de agua estéril, fluxionado com nitrogénio
gasoso durante 15 min, e colocado em agitacdo orbital a 140 rpm a 37°C por 24 h. Foi
ambientado por 24h, para selecdo de microrganismos, com meio basal Zinder (Zinder; Koch,
1984), composto por: 0,5 g de NH4CI, 0,4 g de KH,PO,, 0,1 g de MgCl, 6H,0, 0,05 g de
CaCl, 2H,0, solucdo de resazurina a 0,1 % m/v — 1 mL; Solucdo traco de metais (FeSO,
7H,0 0,556 g; MnSO4 H,0 0,086 g; Na,MoO, 2H,0 0,01 g; NiCl, 6H,0 0,02 g; CoCl,
6H.0 0,17 g; ZnSO, 7H,0O 0,21 g ; H3BO3 0,19 g; agua ultrapura gsp 1000 mL) 10mL,
adicionado de Solucio de vitaminas (Vazzoler,1995) (Biotina 0,002g, Acido Félico 0002 g,
Tiamina HCI 0,005 g, Riboflavina 0,005 g, Acido Nicotinico 0,005 g, Pantotenato de Célcio
0,005 g, Piridoxina HCI 0,010 g, Vitamina B12 0,0001 g , Acido Lipdico 0,005 g e agua
ultrapura g.s.p 1000 mL) a 1%. Foi adicionado 2g/L de acetato de s6dio no meio nutritivo. A
ambientacdo do indculo ocorreu somente com agua para testes sem enriquecimento, durante
24h.
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2.2 CondicGes operacionais

Foi utilizada vinhaca de cana-de-agUcar proveniente da industria Guarani SP
(Pitangueiras/SP), como unica fonte de carbono. A composic¢éo fisico-quimica da vinhaca esta
apresentada na Tabela 1. Antes da preparacdo dos meios de cultivo, a vinhaga foi centrifugada
a 10.000 rpm por 5 min para retirada dos sélidos grosseiros. Os experimentos foram feitos em
triplicata, a partir de quatro diferentes relagdes substrato/biomassa (So/Xo = 0,5; 1,0; 1,5e 1,7)
(Tabela 2). Os biorreatores com volume total de 610mL e 240mL de headspace foram
operados ao longo de 14 dias, sob condicdo mesofilica (37°C). O pH foi ajustado
periodicamente, entre 6,8 e 7,2 (KOH 3M). Os biorreatores foram colocados sob agitacéo
orbital em shaker a 140 rpm, por um periodo de 14 dias. Ao longo da fermentacdo, foram
coletadas amostras inicial (Oh), meio (168h) e final (336h) de amostras liquidas que seguiram
para andlises quimicas e bioldgicas. As amostras gasosas foram coletadas do headspace a
cada 24 horas de fermentacéo.

2.3 Analises quimicas da producdo de metano

As analises da producdo de metano foram realizadas em cromatografia gasosa
(DaniMaster AS), com coluna Carboxen™ 1006 PLOT Capilary Columm (30 m x 0,53 mm),
com detector de condutividade térmica (TCD-Thermal Condutivy Detector), tendo gas
Nitrogénio ultra puro como gas de arraste. A quantidade de metano produzido foi medida
através de cromatografo a gas a cada 24h, durante 14 dias. Foi efetuada uma curva de
calibracdo com a utilizacdo de gas metano padrdo. Os &cidos graxos volateis, acético,
propibnico, butirico, iso-butirico, valérico e isovalérico foram analisados por cromatografia
gasosa (GC/MS, Shimadzu-QP 2010 Ultra), equipado com coluna DN- FFAP (30 m x 0,32
mm x 0,25 pum) com detector de ionizagdo de chama (FID - Flame lonization Detector), tendo
hélio como gas de arraste e ar sintético e nitrogénio como gases auxiliares. A temperatura da
coluna foi 100°C por 5 min, aumentando 7°C por min até 200°C. As temperaturas do injetor e
do detector foram de 200 e 250°C, respectivamente. As andlises de DQO foram determinadas
seguindo o Standard Métodos (APHA 2012). A concentracdo de carboidratos totais das
amostras foi determinada por método colorimétrico utilizando sacarose como padrdo
(DUBOIS et al., 1956).

2.4 Analise estatistica

Os dados experimentais em triplicata foram ajustados usando o software Statistica
(versdo 10). O modelo de Gompertz modificado (LAY et al., 1997) foi utilizado para estimar
0s parametros cinéticos (Rm, Hmax € A) para a producdo de metano nos ensaios contendo
diferentes relacdes Substrato/Biomassa (Equacéo 1).

M=P .exp{ - cxp[ﬂf;e (A—10+ 1]} Eq. (1)
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Onde: M é a producdo cumulativa de metano; A é o tempo da fase lag (h);P é a
producdo de metano em mL ; Rpé a producdo maxima de metano (mL.h™"); e é a constante
(2.72).

2.5 Sequenciamento de alto desempenho

O DNA gendmico dos consorcios microbianos foi extraido a partir de 250 pyL de
amostra com o kit PowerSoil DNA Isolation Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo do
fabricante. O DNA extraido foi amplificado por PCR com os primers 515F (5°-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) e 806R (5’-GGACTACVSGGGTATCTAAT-3’) para o
gene 16 S. As condicdes de amplificacdo seguiram 35 ciclos (95°C, 30 s; 50°C,1 min; 72°C, 1
min) ap6s uma desnaturacéo inicial 95°C, 3 min (BATES et al., 2011); em termociclador
Applied Biosystems 2720, Thermal Cycler. As amostras foram analisadas em gel de agarose
1%.

Amostras de DNA extraidas da Amostra Inicial (Al) e AMOSTRA DO PICO DE
PRODUCAO (AP) da fermentacio de maior producdo de metano foram enviadas para o
Instituto do Petroleo e Recursos Renovaveis (PUCRS), a fim de realizar o sequenciamento de
alto desempenho (plataforma lon PGM System - Thermo Fisher).

A construcdo das bibliotecas foi realizada com o kit lon Plus Fragment Library para
amplicons curtos (< 350pb), a partir de 100 ng de produto de amplificagdo. Foi adicionado um
adaptador (barcode) do kit lonXpress Barcode 1-16, a cada amostra. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o fabricante.

Para quantificacdo e equalizacdo das bibliotecas, foi utilizado o kit lon Library
Equalizer, conforme fabricante. Para PCR em emulsdo e passos de enriquecimento foi
utilizado o kit lon PGM Template OT2 200, com o equipamento lonOneTouch 2 System. Para
sequenciamento foi utilizado um chip lon 316, com o kit lon PGM Sequencing 200 v2,
segundo o fabricante.

Os fragmentos do gene 16S rRNA gerados pelo sequenciamento foram submetidos a
um controle de qualidade usando o programa PRINSEQ (SCHMIEDER e EDWARDS,
2011). As sequéncias replicadas foram identificadas, classificadas e filtradas para excluir
sequéncias Unicas usando o programa USEARCH v7.0.1090 (EDGAR, 2010). Os clusters
foram montados usando uma identidade minima de 99% e quimeras foram removidas usando
0 banco de dados de referéncia RDP (COLE et al., 2013). A atribuicdo taxonémica foi obtida
utilizando QIIME v1.7 (CAPORASO et al., 2010) com base de 97% de semelhanca das
sequéncias com o banco de dados GreenGenes 13.8 (DE SANTIS et al., 2006).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Parametros analiticos

Para verificar a potencialidade da microbiota na conversdo dos nutrientes da vinhaca
em biogas e outros compostos, avaliaram-se diferentes parametros analiticos como: consumo
de carboidratos, a remocao de DQO, produgdo de &cidos e a quantidade de metano produzido.
Os experimentos foram conduzidos com meio nutritivo Zinder, solucdo de vitaminas e acetato
de sodio, utilizado na ambientagdo prévia e o grupo controle com prévia ambientacdo do
inéculo sem meio nutritivo. Os microrganismos da amostra inicial (Al) e final (AF) no teste
com maior producdo de metano foram identificados por sequenciamento de alto desempenho.
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3.1.1 Producéo de metano

No que se refere a producdo acumulada de metano, independente da relacdo So/Xo
empregada, valores superiores foram atingidos nos bioensaios SE em comparagao aos obtidos
CE (Tabela 3). A producdo maxima de metano de 613,70 mL foi atingida na relacdo So/Xo
=1,5 no bioensaio SE, com velocidade méxima de producdo de 1,91 mL.h™ e fase lag em
59,34 horas (Tabela 3). Nos testes CE, a maior producdo de metano ocorreu na relacdo So/Xo
=1 (324,76 mL), com velocidade de producdo de 27,94 mL.h" e fase lag em 18,65 h. A
producdo de metano relacionada ao consumo de DQO foi mais efetiva no bioensaio SE,
particularmente na relagdo So/Xo = 1,5, no qual foi observado um pico de produgéo de 12,25
mmol de CH4/g DQO em 264 horas. Por outro lado, no bioensaio CE foi observado um pico
de 5,08 mmol CH4/g DQO em 216 h, na relagdo So/Xo= 1 (Figura 1).

3.1.2 Consumo de carboidratos e DQO

Com relacdo ao consumo de carboidratos (Tabela 4), nos bioensaios SE, maiores
valores percentuais de consumo foram observados nas relagdes So/Xo = 1,7 (89,30%), So/Xo =
1,5 (78,58%) sequido de So/Xo =1 (72,71%). Nos bioensaios CE, o maior consumo de
carboidratos ocorreu na So/Xo = 1,0 (92,14%), seguido de So/Xo 0,5 com 86,42% e 75,72% de
consumo de carboidrato na So/Xo = 1,5. Entre os bioensaios SE avaliados, a maior eficiéncia
em remocdo de DQO foi determinada com So/X, = 0,5 que apresentou 79,66% e a menor
remocéo foi verificada em So/Xo = 1,7 com 16,72% no teste CE. Valor superior em So/Xo =
0,5 também foi observado no bioensaio CE (81%). Os experimentos CE e SE, demonstraram
valores semelhantes com relacdo a remocdo de DQO, sugerindo que quanto maior a
disponibilidade de alimento no meio, maior a dificuldade na remocédo da DQO (Tabela 5).

3.1.3 Acidos graxos volateis (AGV) presentes na fermentacéo

Os écidos formados durante o processo fermentativo em decorréncia da
metabolizacdo do substrato foram: acético, propidnico, butirico, iso-butirico, valérico e
isovalérico. De um modo geral, houve maior producdo de &cidos nos bioensaios com a
So/Xo=1,7 (Figura 2). No bioensaio SE, durante as 336 horas de processo, pode-se observar a
reducdo da concentracdo de acidos, e as demais ndo foram expressivas quanto a esse critério.
Nos ensaios com CE, foi possivel observar a maior producdo dos acidos graxos volateis na
relagdo So/Xo= 1,7 e a menor produgdo, em Sop/Xo= 1,0. O maior consumo de acidos durante
as 336 horas ocorreu CE a relacdo So/Xo= 0,5 (Figura2). O monitoramento da producdo de
acidos graxos volateis revela etapas de degradacdo anaerdbia, como também, a atuacdo de
rotas metabolicas dos organismos envolvidos. Em trabalho realizado por Hajarnis e Ranade
(1994) é possivel inferir que os acidos podem atuar como inibidores dos microrganismos
metanogénicos, por questdes termodinamicas, pela frequente reducdo do pH do meio e pela
toxicidade dos &cidos, desestabilizando reacdes bioquimicas celulares. Isso foi observado na
grande quantidade de &cidos formados na relacdo Sy¢/Xo=1,7 CE, juntamente com pouca
quantidade reduzida de metano produzida. Soares (1990) relata que o pH também pode estar
relacionado a concentragdes de &cidos organicos volateis no meio, e qualquer desequilibrio no
sistema provoca o acumulo de acidos e consequente inibicdo metanogénica.
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3.2 ldentificacdo molecular da microbiota através do sequenciamento de alto
desempenho

A fim de identificar a microbiota que tem acao destacada nos processos fermentativos,
em particular quando observada a maior producdo de metano (bioensaio SE, relacdo So/Xo=
1,5), foram sequenciadas as amostras inicial (0 h) e pico de producdo de metano (336 h). O
sequenciamento de DNA da amostra inicial (Al) gerou um total de 85.361 sequéncias, sendo
que 78.892 (92,42%) foram aptas para a identificacdo. Ja& o sequenciamento de DNA da
amostra do pico (AF) gerou um total de 98.472 sequéncias, com 86.051 de qualidade
satisfatoria para sequenciamento (87,39%).

Foram identificados 36 filos nas duas amostras, observando-se na Al uma maior
diversidade de microrganismos, sendo os filos mais representativos Proteobacteria (20,54%),
Bacteroidetes (15,01%) e Euryarchaeota (14,13%). Na amostra do pico de producdo os filos
mais predominantes foram Bacteroidetes (49,92%), Firmicutes (12,02%) e Proteobacteria
(11,23%) (Figura 5).

Em relacdo as classes microbianas (Figura 6), pode-se identificar a presenca de
Bacteroidia (12,49%), Deltaproteobacteria (9,23%) e Clostridia (8,13%) como as mais
abundantes na amostra inicial. As classes Bacteroidia (49,9%), Clostridia (11,97%) e
Betaproteobacteria (7,23%) foram identificadas emem maior propor¢do na amostra final.
Nesta mesma avaliagdo genomica, 209 géneros diferentes foram identificados nas amostras
Al e AF. As bactérias do género Syntrophomonas, Sulfurimonas, Syntrophus, Cloacamonas
ocorreram em maior propor¢do na Al comparando com a AF. O género Bacteroides
(pertencentes a familia Comamonadaceae), uma OTU pertencente a ordem Pedosphaerales, as
OTUs vadinHB04 e BSV43 pertencentes a familia Veillonellaceae ocorreram em maior
propor¢cdo na AF comparada a Al. Quartoze arqueas foram identificadas em ambas as
amostras, dentre elas destacaram-se Methanobacterium, Methanosaeta e Methanosarcina,
variando nas suas proporgdes, como pode ser observado na Tabela 7. Verificou-se um
aumento na classe Bacteroidia, da amostra Al para a AF em aproximadamente quatro vezes, e
também foram identificadas em outros trabalhos, em reator metanogénico no tramento de
residuos de fazendas de gado, podendo estar relacionados a fermentacdo da glicose,
produzindo acetato e propionato (NISHIYAMA et al., 2009; UEKI et al 2008). Do mesmo
modo, em trabalho realizado por Chen et al. (2016), em amostras de reatores anaerdbios
tratando residuos animais, foram encontrados Firmicutes e Bacteroidetes como filos
predominantes.

A microbiota da amostra em 336h selecionou uma variedade menor de arqueas e duas
delas tiveram um aumento de propor¢do: a OTU VadinCAll e o género Methanosarcina.
Tsushima et al. (2010) relatou a presenga de Methanospirillum e relacionou com um aumento
significativo da atividade metanogénica a 20 ° C. O género Methanosaeta foi encontrado em
outros trabalhos relacionados a digestdo anaerdbia, como em trabalho de analise da
comunidade microbiana de 22 digestores anaerobios, este foi o género dominante nesses
digestores (Raskin et al 1995). Em trabalho realizado por Riviere et al. (2009), com reatores
anaerobios para producdo de biogas em grande escala, através de clone de genes 16S rRNA,
encontraram OTU’s de arqueas afiliadas a grupos filogenéticos Methanosarcinales,
Methanomicrobiales, Crenarcheota e Arc .

Os membros do género Methanosarcina, género encontrado na amostra do pico de
producdo (0,37%) deste estudo, sdo reconhecidos como principais metanogénicos
aceticlasticos, que se desenvolvem em meio de cultura com baixo teor de sal e pH neutro a
temperaturas mesofilicas (Maestrojua’n, Boone 1991). Conforme Espafia-Gamboa et al.
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(2012), os microrganismos da ordem Methanobacteriales e Methanosarcinales foram
identificados em reator UASB tratando vinhaca de etanol, e favoreceram a producdo de
metano. Esses grupos também foram identificados na Amostra Inicial e Final deste estudo.

4 CONCLUSOES

A avaliacdo das atividades metanogénicas mostrou que o bioensaio sem o acréscimo
(SE) de meio basal Zinder no lodo ambientado teve maior eficiéncia na geragdo do metano em
236 h, na So/X,=1,5 com o valor de 12,48 mmol/g DQO; com relagéo ao lodo ambientado
com meio basal Zinder. Para formacéo de acidos e posterior recuperacéo para aproveitamento
dos mesmos, a relacdo So/Xo =1,7 com indculo previamente ambientado com meio Basal
Zinder foi mais efetiva.

Com relacdo a microbiota, nem todos 0s microrganismos presentes puderam ser
identificados a nivel de género. Entretanto uma grande variedade foi identificada através do
sequenciamento de nova geracdo, mostrando haver diferencas nas comunidades microbianas
de Al e AF. Na amostra do pico de producdo de metano (AF), foram identificados como
predominantes bactérias do Filo Bacteroidetes, um género pertencente a familia
Bacteroidaceae (Bacteroides) e uma OTU pertencente a Familia Porphyromonadaceae.
Referente as arqueas, as mais predominantes no AF foram os géneros Methanobacterium,
Methanosaeta e Methanosarcina, pertencentes ao filo Euryarchaeota.
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Tabela 1: Pardmetros fisico-quimicos da vinhaga utilizada nos bioensaios.

Parametros Quantidade
Calcio total (mg Ca.L™) 364,80
DQO (mgO,.L™) 20.840
Fésforo total (mg P.L™) 58,79
Magnésio total (mg Mg.L™) 169,92
Nitrogénio Amoniacal (mg. L™) 38,97 +£0,16
Nitrogénio total kjeldahl* (mg NH3-N.L™) 394,69

Ph 4,22

Potassio (mg K . L™ 2.537,65
Sodio (mg Na. L™) 50,47
Sulfetos n.d.
Sélidos Suspensos Totais (mg. L™) 3.480
Sélidos Suspensos Volateis (mg. L™) 2.860
Sélidos Suspensos Fixos (mg. L™) 250

Tabela 2: Pardmetros fisico-quimicos dos bioensaios com diferentes relagbes So/Xo

Experimentos SVT mDQO Relacao Sy/X, cov
(mg.L™ (mg O,) (kg DQO.kgSVT?) (kg DQO.m?3)
1 10.000 25.000 0,5 5,0
2 10.000 50.000 1,0 10,0
3 10.000 75.000 1,5 15,0
4 10.000 85.000 1,7 17,0

Tabela 3: Parametros estimados utilizando o modelo de Gompertz modificado, para os ensaios com
prévia ambientacdo sem meio nutritivo (SE) e com meio basal Zinder (CE), na conversdo de vinhaca

em metano por consércios microbianos em diferentes relagdes So/Xo.

Relacéo
So/Xo P (mL CH,) Rmax (ML CH,/h) A (h)
0,5 286,39 + 7,37 18,52 + 0,62 96,99 + 0,003
1 363,73+ 9,28 2,10 +£ 0,06 22,38 + 2,37
SE 1,5 613,70 + 2,96 1,91+0,11 59,34 + 3,79
1,7 308,51 + 50,04 272+15 23,15+-2,646
0,5 322,79 + 49,48 55,79 + 45,36 19,64 + 3,79
CE 1,0 324,76 + 59,48 27,94 + 41,52 18,65 + 3,82
1,5 311,91 + 54,80 54,63 + 1,54 18,34 + 4,05
1,7 166,78 + 0,84 1,98 + 0,69 17,52 +1,02

55
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Tabela 4: Consumo de carboidratos (mg.L™) no bioensaio de produgio de metano a partir de diferentes
relacBes So/Xo de vinhaga com prévia ambientacdo sem meio nutritivo (SE) ; e com meio basal Zinder
(CE)

Consumo
Relacdo Sy/Xq Oh 168h 336h (%)
0,5 32,81 12,41 10,20 68,90
SE 1,0 84,38 30,54 23,02 72,71
1,5 103,44 24,77 22,15 78,58
1,7 100,81 16,90 10,78 89,30
05 209,85 31,65 28,5 86,42
CE 1,0 153,44 22,67 12,06 92,14
1,5 174,07 39,92 42,25 75,72
1,7 484,32 94,35 68,13 85,93

Tabela 5: Remogdo da DQO nos bioensaios a partir de diferentes relages So/X, de vinhaca com
prévia ambientacdo sem meio nutritivo (SE) ; e com meio basal Zinder (CE) .

Final Remocéo de
Relacdo So/X,  Inicial (Oh) (336h) DQO (%)
0,5 3448,61 701,41 79,66
1,0 444228 2513,4 43,42
SE 15 5260,59 4091,57 22,22
1,7 8943,01 5728,20 35,94
0,5 10.134 1.921 81,04
1,0 4.947,17 2.401,54 51,46
CE 1,5 7.492,80 4.658,98 37,82

1,7 17.233,43 14.351 16,72




Tabela 6: Género de arqueas encontradas nas amostras inicial e final, da fermentacéo da vinhaga conforme relagdo So/Xo= 1,5.

Phylum Class Order Family Genus Al (%) AF(%)
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosaetaceae Methanosaeta 5,88 1,69
Euryarchaeota Thermoplasmata E2 [Methanomassiliicoccaceae] vadinCA1l 0,35 0,98
Euryarchaeota Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanobacterium 3,33 0,60
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina 0 0,37
Euryarchaeota Thermoplasmata E2 [Methanomassiliicoccaceae] - 0,84 0,35
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanoregulaceae Methanolinea 1,58 0,13
Euryarchaeota Thermoplasmata E2 [Methanomassiliicoccaceae] - 1,91 0,13
Euryarchaeota Thermoplasmata E2 [Methanomassiliicoccaceae] Methanomassiliicoccus 1,58 0,13
Crenarchaeota MCG pGrfC26 - -

1,91 0,13
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanomicrobiales - - 1,64 0,11
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanospirillaceae Methanospirillum 0,02 0,01
Euryarchaeota Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanomethylovorans 0,02 0
Crenarchaeota MCG - - - 0,03 0
Crenarchaeota Thermoprotei - - - 0,01 0
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Figura 1: Quantidade em mmol de metano / g DQO consumida nos ensaios de fermentagéo utilizando
vinhaca como substrato, conforme relacéo So/X, = #-0,5, "W 10 ; & 15 %17 a) sem
enriquecimento do in6culo (SE) ; b) com enriquecimento do in6culo (CE).
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Figura 2: Producdo e consumo de acidos graxos volateis nos ensaios nos ensaios de fermentagdo utilizando vinhaga como substrato: a) So/X,=0,5; b)

So/Xo=1,0; €) So/Xo=1,5; d) So/Xo=1,7 com prévia ambientagdo sem meio nutritivo (SE) ; e €) So/X=0,5; f) So/X,=1,0; g) So/Xo=1,5; h) So/Xo=1,7, com prévia
ambientacdo com meio basal Zinder (CE).
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Figura 3: Filos identificados em amostra inicial e final da fermentacéo da vinhaca, conforme relagéo
So/X(): 1,5
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Figura 4: Classes de microrganismos presentes nas amostras inicial (Al) e final (AF) referentes ao
biorreator So/Xo=1,5 sem enriquecimento do inéculo.
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Figura 5: Proporcéo de géneros de microrganismos predominantes amostras inicial (Al) e final (AF)
referentes ao biorreator So/Xo=1,5 sem enriquecimento do inéculo.
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5.3 Capitulo 3 Sequenciamento de alto desempenho como ferramenta para a
identificacdo de bactérias e arqueas responsaveis pela producdo de biogas a partir
de vinhaga
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RESUMO

O biogas consiste em uma mistura de compostos, principalmente metano, CO», H,S,
H, e N, podendo ser obtido através da digestdo anaerdbia de variados substratos
organicos como a vinhaca, que consiste em residuo da producédo de etanol, rica em
nutrientes como célcio, potassio e magnésio. Diversos microrganismos atuam no
processo de fermentacdo, com destaque para bactérias e arqueas. Contudo, a
identificagdo dessas comunidades microbianas é necesséria para o entendimento e
posterior otimizacdo do processo. O presente trabalho tem como obijetivo identificar
a microbiota presente em diferentes etapas do processo de producdo de biogas
através de sequenciamento de alto desempenho (metabarcondings). Os testes
foram conduzidos em reator de bancada operado com volume de 5L, com
concentracfes de indculo e vinhaga conforme relacdo So/Xo-=0,25; 0,5; 0,75; 1 ; 1,25;
1,5 e 1,7. Verificou-se o teste mais efetivo para a producdo de metano, a fim de
identificar a microbiota presente em amostras inicial (Oh), pico de producédo de
metano (18,22h) e final (243,77h) da fermentacéo, através do sequenciamento de
alto desempenho (barcode). O experimento realizado com relacdo So/Xp=1,7
proporcionou a obtencdo de maior producdo de biogas, de 0,778 mmol CH,. g SVT
h. Os &acidos organicos encontrados nas amostras desta relacdo (So/Xo=1,7) -
acético, propibnico e isobutirico - foram consumidos totalmente em cerca de 25h de
fermentacdo. As amostras analisadas revelaram um total de 181 géneros de
bactérias, onde Bacteroidetes (22,63%), Euryarchaeota (19,94%) e Firmicutes
(16,33%) mostraram predominancia no pico de producdo de metano. Grupos de
arqueas também foram identificados, um total de 13 géneros, sendo Methanosaeta e
Methanobacterium os mais predominantes. Com este estudo, pode-se observar uma
rica diversidade de microrganismos presentes em amostras inicial, pico de producao
e final do processo, possiveis interacdes sintréficas entre microrganismos, e géneros
de arqueas diretamente relacionadas a producédo de metano. Estudos adicionais sao
necessarios para determinar a funcéo especifica dos grupos de microrganismos que
atuam no processo de producédo de biogas a partir da vinhaca.

Palavras-chave: arqueas, vinhaca, biogas, metano, sequenciamento de alto
desempenho.
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ABSTRACT

Biogas consists of a mixture of compounds, mainly methane, CO2, H2S, H2 and N2,
and can be obtained through the anaerobic digestion of various organic substrates,
such as vinasse, which consists of a residue of ethanol production rich in nutrients
such as calcium, potassium and magnesium. Several microorganisms work in the
fermentation process, with emphasis on bacteria and archaea. However, in order to
optimize the biogas production process. In this context, this work aims to identify a
microbiota present in different stages of the methane production process through
high performance sequencing (metabarcondings).The tests were conducted in a 5L
volume operated reactor, with inoculum and vinasse concentrations, according to SO
/ X0 =0.25; 0.5; 0.75; 1 ; 1.25; 1.5 and 1.7. The test that produced the best methane
was verified in order to identify the microbiota present in samples (0h), peak methane
(18,22h) and final (243,77h) fermentation through high performance sequencing
(Barcode). The experiment performed with SO / X0 = 1.7 gave the highest biogas
production, 0.778 mmol CH4. G SVT h-1. The organic acids found in the samples of
this ratio (SO / X0 = 1,7) - acetic, propionic and isobutyric - were totally consumed in
about 25h of fermentation. The analyzed samples revealed a total of 181 genera of
bacteria, where Bacteroidales (21,8%) and Syntrophorhabdaceae (9,84%)
predominated in the initial sample; Bacteroidetes (22.63%), Euryarchaeota (19.94%)
and Firmicutes (16.33%) in the peak production sample and Firmicutes (17.04%),
Tenericutes (14.39%) and Bacterioidetes 28%) in the final sample. Archaea groups
were also identified, a total of 13 genera, being Methanosaeta and
Methanobacterium as predominant genera. In this study, we can observe a rich
diversity of microorganisms present in initial samples, production peak and end of the
process, possible syntrophic interactions between microorganisms, and archaic
genera directly related to methane production. Further studies are needed to
determine the specific function of the groups of microorganisms that act in the biogas
production process from the vinasse.

Keywords: archaea, vinasse, biogas, methane, barcode.

INTRODUCAO

O etanol é um combustivel fabricado a partir de matéria prima vegetal,
principalmente cana de acucar. No seu processo de producéo, sdo gerados residuos
em grande quantidade, como a vinhaca, que possui um alto potencial poluidor e, se
descartada de forma incorreta no meio ambiente, pode causar S€rios prejuizos,
como a desertificacdo do solo e contaminacgéo de lengdis freaticos. Como forma de
reaproveitamento desse residuo, destaca-se a producdo de biogas através da
digestdo anaerdbia, que consiste em uma sequéncia de reacfes bioquimicas

realizadas via acao de diversas bactérias e arqueas, em condicbes anaerobias. No
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processo, substancias organicas complexas sdo decompostas pela populagao
microbiana em moléculas mais simples, resultando na formacéo de compostos como
metano e dioxido de carbono. Esse processo inclui etapas de hidrélise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese como etapa final do processo. A digestdo anaerdbia
traz como vantagem a producdo de biogas, um combustivel de alta energia que
pode ser utilizada para produzir energia sustentavel. Como a maioria das bactérias é
desconhecida e incultivavel, técnicas moleculares sdo necessarias a fim de
identifica-las. O metabarcoding € um método de analise da biodiversidade que
combina a taxonomia e o sequenciamento do DNA de alto desempenho. Com isso, 0
objetivo desse trabalho € identificar microrganismos que atuam na etapa inicial do
processo, no pico da producdo de metano e final da fermentacéo através do método
de sequenciamento de alto desempenho, a fim de conhecer os microrganismos que

atuam no processo, e assim potencializar a producédo de metano.
MATERIAIS E METODOS
Substrato e In6culo

A vinhaca foi utilizada como substrato, cedida pela industria de etanol Guarani
(Unidade Industrial Andrade — Pitangueiras/SP). O inéculo utilizado foi lodo granular
anaeroébio proveniente de reator anaerdbio da estacao de tratamento de efluentes da
industria de Gleo vegetal (Esteio, RS, Brasil). O lote de vinhaca e lodo granular foram
coletados em setembro de 2015, sendo mantidos em camara fria, a 4°C, no

Laboratério de Tecnologias Ambientais da UCS.
Descricao do reator anaerdbio

Os testes foram conduzidos em reator de bancada (New Brunswick
BioFlo/CelliGen 115 USA), com volume total de 7,5 L. O reator foi operado com
volume de 5L de meio e a agitacdo foi proporcionada por trés turbinas de seis
laminas planas (Rushton). O reator contém um conjunto com quatro chicanas
equidistantes, com 20 mm de largura cada uma. A unidade de controle do
equipamento permitiu a determinacdo e manutencédo dos parametros, tais como pH,
temperatura e ORP (Potencial de Oxirreducéo). O eletrodo de pH foi calibrado com
solugcdes tampéao com valores de pH de 4,0 e 7,0, e o0 controle deste parametro foi



65

feito automaticamente com a adicdo de NaOH (6 mol.L™) ou H,SO, (1 mol.L™). A
temperatura foi mantida a 35°C através da circulagdo da a4gua na camisa da cuba do
reator, proporcionada por uma bomba acoplada ao fermentador. O eletrodo de ORP
foi calibrado com solucao tampéao de 229 mV. O reator € controlado por um software
(Biocommand), que possibilita 0 armazenamento de dados durante os ensaios. Os
parametros fisicos quimicos utilizados nos testes (solidos volateis totais, DQO,

relacdo So/Xo € COV) seguiram conforme Tabela 1.

Bioensaios para a producdo de biogas

Os ensaios foram realizados na seguinte ordem: i) adicdo do lodo no reator e
agua potéavel; ii) substituicdo do ar atmosférico contido no headspace do reator por
“stripping” utilizando gas nitrogénio; iii) ambientagdo do consoércio microbiano por um
periodo de 24 h; iv) alimentacdo dos reatores com vinhaca e substituicdo do ar
atmosférico por nitrogénio. As coletas de amostras do biogas gerado foram
realizadas imediatamente apds a adicdo de substrato e periodicamente até o final do
experimento. Foram também avaliadas a formacdo de subprodutos na fase liquida
ao longo de todo experimento, sélidos suspensos volateis ao final do ensaio assim

como DQO inicial e final.

Cinética da producédo de metano

Para determinar a cinética de producdo de metano, foram plotados os dados
experimentais (PERUZZO et al. 2017), relativos ao volume acumulado de metano
(mL) em funcdo do tempo (h) e, entdo, definida uma funcdo polinomial que
descrevesse o comportamento da producao de metano em relagdo ao tempo (Eq.1 e
Eq. 2).

y=f@) 1)

P (CH4) = f(t) 2
Onde:
P (CH4) = Producgéo de CH4 (mL);
t = tempo (h)
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ApoOs esta modelagem, foi realizada a derivada da fungdo polinomial para a
obtencado de dados relativos a taxa maxima de producdo de metano (Eg. 3).

APcy,

= P'(CHy) = f(©) 3)

Onde:
APcug4: producédo acumulada de CH,4 (mL)

At: intervalo de tempo (h)

A determinacé@o da atividade metanogénica foi realizada através do método
da maior tangente, modelando-se a curva de produgdo de metano (volume de
metano x tempo), utilizando uma funcéo polinomial adequada. A partir da derivada
desta funcéo, obtém-se valores dos pontos tangentes a curva polinomial e 0 maior

valor da tangente foi utilizado (taxa maxima de producdo de metano) (Eqg. 4).

'\'FL-'-"'-G
AM=__2 4)

Onde:
AM: atividade metanogénica (mL CHs.mg SVT.h™)
SVT: sélidos volateis totais (mg.L™)

Determinacdo da concentracéo de Acidos Graxos Volateis (AGV):

A partir de amostras do teste com a melhor producdo de metano, foram
analisados os acidos graxos volateis (acido acético, propiénico e iso-butirico) em
cromatografia de fase gasosa (GC/MS, Shimadzu- QP 2010 Ultra), equipado com
coluna DN- FFAP (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum) com detector de ionizagdo de chama
(FID - Flame lonization Detector), tendo Hélio como gas de arraste e ar sintético e
nitrogénio como gases auxiliares. A temperatura da coluna foi 100°C por 5 min,
aumentando 7°C por min até 200°C. As temperaturas do injetor e do detector foram
de 200 e 250°C, respectivamente.

Extracdo de DNA e PCR

Foram avaliadas a microbiota das amostras inicial (Oh), amostra do pico de
fermentacao (18,22h) e amostra final (243,77h) do bioensaio com melhor producéo
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de metano. A extracdo de DNA e PCR foram realizados no Laboratério de
Diagndstico Molecular — UCS. O DNA gendmico foi extraido a partir de 250ul de
amostra, com o kit de extragdo PowerSoil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories,
E. U. A), de acordo com as instrucdes fornecidas pelo fabricante. Aliquotas de 2,0 ul
do DNA extraido das amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a
1,0% (75 volts, 35 minutos). Quick Load DNA Marker (100-5000 pb, Bio Labs) foi
utilizado como marcador de massa molecular. Apés a eletroforese, o gel foi
observado em transluminador de luz UV e as imagens obtidas por um sistema de
captura de imagens. A técnica da PCR foi utilizada para a amplificacdo do DNA
extraido de todas as amostras com primers universais 806R e 515F(Bates et al.,
2011), utilizando o kit Phusion EO553L.

Analise de metabarconding

As amostras inicial (0h), pico de producdo de metano (18,22h) e final
(243,77h) foram submetidas ao sequenciamento de alto desempenho utilizando a
plataforma lon PGM System (Thermo Fisher). A constru¢cdo das bibliotecas foi
realizada com o kit lon Plus Fragment Library para amplicons curtos (< 350pb), a
partir de 100 ng de produto de amplificagéo. Foi adicionado um adaptador (barcode)
do kit lon Xpress Barcode 1-16, a cada amostra, para que as mesmas fossem
sequenciadas na mesma corrida. Todos os procedimentos para a construgdo das
bibliotecas foram realizados de acordo com as informagdes fornecidas pelo
fabricante. Para quantificacdo e equalizacdo das bibliotecas, foi utilizado o kit lon
Library Equalizer. Para PCR em emulséo e passos de enriquecimento foi utilizado o
kit lon PGM Template OT2 200, com o equipamento lon OneTouch 2 System. Para
sequenciamento foi utilizado um chip lon 316, com o kit lon PGM Sequencing 200

v2, segundo o fabricante.

Analise do sequenciamento de alto desempenho:

Os fragmentos do gene 16S rRNA foram submetidos a um controle de
qualidade que mantém a sequéncias com comprimento minimo de 100 pb e remove
bases de baixa qualidade (phred < 30), usando o programa PRINSEQ (Schmieder e

Edwards, 2011). As sequéncias replicadas foram identificadas, classificadas e
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filtradas para excluir sequéncias Unicas, usando o programa USEARCH v7.0.1090
(EDGAR, 2010). Os clusters foram montados usando uma identidade minima de
99% e quimeras foram removidas usando o banco de dados de referéncia RDP
(COLE et al., 2014). A atribuicdo taxondmica foi obtida utilizando QIME v1.7
(CAPORASO et al., 2010) com base de 97% de semelhanca das sequéncias com o
banco de dados GreenGenes 13.8 (DE SANTIS et al., 2006).

RESULTADOS
Atividade metanogénica e parametros de fermentacéo

Dentre os sete experimentos realizados com diferentes concentracdes de
vinhaca, destaca-se a maior producdo de metano no experimento de acordo com a
relacdo So/Xo= 1,7; com o tempo de fermentacdo de 243,77h, atividade
metanogénica de 0,778 mmolCH,.gSVT h™, velocidade de producdo de 872,02
mICH,.h™ e remocédo de DQO de 82,0% (Tabela 2).

Producao de &cidos organicos

A producédo dos acidos acético, propibnico e isobutirico foi avaliada no teste
com relagdo So/Xo =1,7 e foi observada uma variagdo na concentracao dos acidos
gerados. A presenca do acido acético néo foi registrada no tempo inicial (Oh), mas
foi observado um aumento apés duas horas com 19,18 g/L (Tabela 3). Foi
observada alta producédo de acido propidnico no inicio do processo (158,32 gL), e foi
consumido totalmente em 25,52h. O acido isobutirico ndo mostrou variagdes, porém

foi consumido em 18,22h.

Identificacdo microbioldgica

A identificacdo de microrganismos que fazem parte de um consorcio produtor
de metano é de grande importancia biotecnolégica, pois permite explorar o0s
melhores padrbes de produgcdo. Amostras de DNA inicial em Oh, pico de producgao
de metano em 18,22h e amostra final (AF) em 243,77h do bioensaio S¢/Xp=1,7;
foram extraidas e submetidas a sequenciamento de alto desempenho a fim de

identificar os microrganismos a nivel de género.
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Através da analise metagenbmica das amostras, um total de 330.449
sequéncias maiores que 100 pares de base (pb) com qualidade superior a 20, foram
isoladas, entretanto somente 284.461 sequéncias se mostraram proprias para
analise, com tamanho médio de 227,826.

A analise metagen6mica revelou a presenca de um total de 36 filos, havendo
variacbes de comunidades entre os tempos de processo avaliados. Dentre os filos
identificados (Figura 1), o filo Proteobacteria sobressaiu com 26,31%, seguido por
Bacteroidetes como 23,97% e Firmicutes 7,49%, entretanto, destaca-se 23,82% de
filos presentes na amostra sem identificagao.

Em relacdo a amostra do pico de producdo de metano, o consorcio foi
composto principalmente pelos filos Bacteroidetes (22,63%), Euryarchaeota
(19,94%) e Firmicutes (16,33%), entre outros menos expressivos, contudo houve
uma propor¢ao de 16,36% filos ndo identificados.

Na amostra final do processo, foi identificado aumento na proporcéo dos filos
com identificacdo ndo conhecida (49,54%), seguido dos filos Firmicutes (17,04%),
Tenericutes (14,39%) e Bacterioidetes (12,28%), entre outros. O filo Bacteroidetes
esteve presente nas mesmas proporcdes na amostra inicial e na amostra de pico de
producdo, com a reducéo de 50% metade na amostra final.

Com relacéo ao filo Firmicutes, observou-se um aumento na proporcao da
amostra inicial (7,49%) para a amostra do pico de producéo (16,33%), e do pico para
a final (17,04%), manteve-se estavel. O filo Proteobacteria mostrou uma reducao
significativa, de 26,31% na amostra inicial para 1,71% na amostra final. O filo
Tenericutes teve grande desenvolvimento, de 1,95% na amostra inicial para 14,39%
no final do processo fermentativo. Destaca-se a identificacdo de uma elevada
propor¢cao de Euryarchaeota.

Da mesma forma que os filos, durante o processo de producdo de metano foi
observada a variagcdo em termos de classes (Figura 2). A predominancia de
Bacteroidia foi observada no inicio (23,87%) e no pico de producao (22,50%),
decaindo para 12,28% no final do processo produgéo de metano. As proporgdes de
Clostridia foram de 7,08 e 15,65% nas amostras inicial e no pico de produgédo, com
valor relativamente estavel, sendo identificado na AF (16,46%).
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Com relagcdo aos géneros, foram identificados 194 diferentes géneros, sendo
181 bactérias e 13 arqueas. Os microrganismos com maior ocorréncia na etapa
inicial foram relativos a dois grupos, pertencentes as ordens Bacteroidales (21,8%) e
Syntrophorhabdaceae (9,84%). Na amostra do pico de producdo de metano
prevaleceu o género Methanosaeta, cerca de 15%, seguido por um género nao
identificado da Porphyromonadaceae, de 13,54% e Candidatus Cloacamonas, de
9,36%. A ordem Crostidiales foi mais pronunciada no final do processo, com
14,26%, e Porphyromonadaceae, em percentual de 8,77%, que esteve presente foi
identificada na amostra do maior pico de metano, entre outras.

Avaliando mais especificamente as arqueas, as quais atuam na producao de
metano, observou-se maior quantidade de metanogénicas acetotroficas
(Methanosaeta - 15%), porém, maior diversidade de arqueas hidrogenotroficas |,
totalizando 5,56% de abundancia no pico da fermentagao (Tabela3).

Os microrganismos podem ser associados as diferentes fases da digestéo
anaerobia: na fase hidrolitica da fermentacdo, atuam microrganismos pertencentes a
Classe Bacteroidia, Clostridia e filo Tenericutes; atuantes na fase acidogénica sédo os
microrganismos pertencentes aos géneros Paludibacter e Bacteroides; associados a
acetogénese, microrganismos da ordem Syntrophobacterales, Campylobacterales e
Filo Sphyrochaetes (Ordem PL11B10). Na etapa da metanogénese propriamente
dita, atuam as arqueas, dentre elas as pertencentes ao género Methanobacterium e
Methanosaeta (Tabela 3).

DISCUSSAO

A identificacdo dos acidos encontrados nas amostras de reator conforme relacéo
se refere a fase acidogénica, onde ha posterior conversdo a acetato. Durante o
processo fermentativo, a maioria das bactérias acidogénicas converte os produtos
de hidrolise da matéria organica em acidos organicos volateis, alcoois, cetonas,
diéxido de carbono e hidrogénio; limitando o processo se 0 substrato n&do for
facilmente hidrolisado (MORAES, ZAIAT, BONOMI, 2015).
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A composicdo do consércio microbiano encontrado neste estudo € similar a
outros estudos, como no trabalho desenvolvido Martinez et al (2014), com
identificacdo de microrganismos associados ao tratamento anaerobio de vinhaca
foram obtidos de amostras de reator UASB, na qual foram predominantes:
Firmicutes, Verrucomicrobia e Thermotogae; Synergistetes, Choloroflexi,
Bacteroidetes e Proteobactérias ocorreram menos frequentemente.

Em trabalho realizado por Krieg et al. (2011), o filo Bacteroidetes é descrito
como um grupo metabolicamente heterogéneo que compreende espécies com uma
ampla gama de atividades celulares, tais como a hidrélise de polissacarideos e
proteinas, fermentacédo de acucares e producdo de acidos, tais como acido acético,
propidnico, succinico e butirico. Acredita-se que este filo especifico esteja envolvido
nas etapas de hidrélise e acidogénese.

Microrganismos pertencentes a ordem Methanosarcinales, podem ser
acetotréficos ou metilotroficos, capazes de metabolizar H, + CO,, acetato e
compostos de metila, como metanol e metilaminas (GARCIA, PATEL, OLIVIER,
2000).

Em reatores com alta concentracdo de acidos graxos volateis,
Methanosarcinaceae também foram identificadas como dominantes. Trés reatores
mesofilicos tiveram melhor desempenho do que o esperado, dois apresentaram
Methanosarcinaceae como organismos dominantes e Methanobacteriales como
organismos ndo dominantes. Segundo o0s autores, outras comunidades nao
puderam ser identificadas e tiveram niveis moderados de &cidos graxos volateis sob
condicdes extremas de nitrogénio inorganico (KARAKASHEV, BATSTONE e
ANGELIDAKI, 2005).

Em uma variedade de reatores anaerdbicos com baixas concentracdes de
acetato, foi encontrado o género Methanosaeta (ZHENG, RASKIN, 2000).
Relativamente, Methanosaeta foi encontrada em maior quantidade em biorreatores
de lodo granular do que aqueles operados com lodo floculante
(DEMIREL,SCHERER, 2008).

Dentre os géneros bacterianos encontrados, pode-se destacar também
microrganismos sintroficos obrigatorios, como o0s pertencentes a Familia

Syntrophaceae que atuam em co-cultura com metanogénicas hidrogenotroficas;
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Familia Syntrophorhabdaceae, que oxidam compostos arométicos a acetato, em
sintrofia com Methanospirillum ou Dessulfovibrio; e género Syntrophus, que degrada
benzoato e acidos graxos, e convivem em sintrofia com microrganismos que
utilizam hidrogénio/ formiato (ELSHAHED et al. 2001, CHEN et al. 2009; NOBU et al.
2014).

Esse estudo mostrou varios microrganismos que fazem parte dos consorcios
gue sao eficientes na producédo de metano, contudo, uma por¢cao bem expressiva de
microrganismos nao identificados foi encontrada em todos os pontos da fermentacéo
anaerdbia. A néo identificacdo destes consoércios microbianos pode ser explicada,
pois fazem parte de um grupo de bactéria e arqueas que ndo possuem suas
sequéncias nucleotidicas depositadas em bancos genbmicos pesquisados.
Adicionalmente, para ser realizada uma pesquisa de metagenémica, o segmento de
andlise conta com baixo numero de nucleotideos para que possa realizar uma
investigacdo ampla, no que se refere a amostras de consoércios. Quanto maior o
segmento de DNA analisado, maior a especificidade genémica encontrada, porém
diminuem as chances de identificacdo de outras classes, ordem e géneros.

Diante da grande diversidade de microrganismos ja relatados, era de se esperar
que um grande namero de microrganismos que participam de processo de producéo
de metano fossem desconhecidos, mostrando uma limitagdo de metodologia que
tanto os identifique como também que esclarecam seu papel no metabolismo
consorciado Contudo, as classes, ordens, géneros e até mesmo filos identificados
dao inicio ao processo de identificacdo dos microrganismos de interesse
académicos e tecnolégicos.

CONCLUSOES

O teste realizado com reator em batelada, conforme relagédo So/X0=1,7 mostrou
uma producdo de metano de 0,778 mmol CH; g.SVT.h' em 243,77h de
experimento. Houve producdo de &cidos acético, propidnico e isobutirico em até
20,47h.

A populagéo de microrganismos identificados mostrou-se bastante diversificada,

havendo uma predominancia dos filos Proteobacteria e Bacteroidetes. As classes
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mais prevalentes foram Bacteroidia e Clostridia; os géneros mais predominantes
foram Bacteroidales (Al), Methanosaeta (AP) e AF (Clostridiales). Com relacdo a
comunidade de arqueas, 13 géneros foram encontrados, dentre eles destacam-se
Methanosaeta e Methanobacterium.

Estudos adicionais sdo necessarios para verificar a funcdo de cada
microrganismo presentes no reator. No entanto pode-se destacar a relacdo sintrofica
entre diversos microrganismos no processo da metanogénese, havendo diferencas
entre as comunidades microbiolégicas presentes em reator anaerébio mesofilico,

utilizando vinhaga como substrato.
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Tabelal: Parametros fisico quimicos relacionados aos testes de producao de biogés.

Experimentos SVT_1 mDQO Relagéo SO/XO-l cov ]
(mg.L™) (mg O») (kg DQO.kgSVT™) (kg DQO.mM3)
1 10.000 12.500 0,25 25
2 10.000 25.000 0,5 5,0
3 10.000 37.500 0,75 7,5
4 10.000 50.000 1,0 10,0
5 10.000 62.500 1,25 12,5
6 10.000 75.000 15 15,0
7 10.000 85.000 1,7 17,0

Tabela 2: Quantidade de &cidos presentes nas amostras Al (Oh), AP (18,22h) e AF (243,77h).

Time (h) Acetic acid (g/L) Propionic acid (g/L) Isobutyric acid (g/L)

0 0 158,3201 27,1419

1,9 19,18255 115,1738 28,73785

5,22 3,3965 83,83545 34,1889
18,22 4,63955 47,018 0
20,47 2,0261 0 0
25,52 0 0 0
243,77 0 0 0

Tabela3: Analise de parametros fisico-quimicos de reator em batelada, conforme relacdo Sg / Xo:

0,25;0,5;0,75; 1,25; 1,5; 1,7.

. Velocidade de
Tempo do Atividade roducéo Eficiéncia de
. p metanogénica P . _g DQO inicial DQO final ~
Experimento experimento (mmol CH4 especifica de (Mg O,LY)  (mg 0,L"Y remocdo de
(h) SVTht) 9 metano (mL g V2 g V2 DQO (%)
CH,.h?
1 48,5 0,3384 378,98 2.500 392,59 84,3
2 95,25 0,4971 556,74 5.000 837,26 83,3
3 97,02 0,5467 612,25 7.500 1.054,95 85,9
4 119,37 0,6596 738,75 10.000 1.773,43 82,3
5 230,67 0,6073 680,15 12.500 1.214,52 90,3
6 239,75 0,6110 684,31 15.000 2.342,43 84,4
7 243,77 0,7786 872,02 17.000 3.064,68 82,0
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Figural:Porcentagem de abundancia de filos de microrganismos de maior predominancia na amostra inicial (Al), pico de metano (AP) e na mostra final (AF).
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Tabela3: Diversidade de bactérias e arqueas presentes nas amostras Al, AM e AF, nas principais etapas da fermentagdo, onde & via acetotrofica; b via hidrogenotrdfica.

Class Order Family Genus Al AP AF ::::acll'laogénese Referéncia

Mollicutes - - - 0,18 0,01 7 Hidrdlise (Skennerton et al.,2016)
RF3 ML615J-28 - - 0,27 0,07 6,85 Hidrdlise (Skennerton et al., 2016)
Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae - 0,2 13,54 8,77 Hidrdlise, (Krieg et al.,2011)

Clostridia Clostridiales - - 1,23 2,03 14,26 Hidrdlise (Garrity, 2001).

Mollicutes RF39 - - 1,17 0,02 0,05 Hidrdlise (Skennerton et al., 2016)
Clostridia Clostridiales Syntrophomonadaceae Syntrophomonas 2,18 1,39 0,2 Hidrdlise (Garrity, 2001).

Bacteroidia Bacteroidales - - 21,8 3,85 1,25 :i:(ij(;gg%?l’ese (krieg et al.,2011)

Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium 0,95 8,17 0,83 Acidogenese (Garrity, 2001).

Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 0 2,63 0,63 :é?(;gg%i’ese (Krieg et al.,2011)
Deltaproteobacteria  Syntrophobacterales Syntrophorhabdaceae - 9,48 0,45 0,35 Acetogénese

Deltaproteobacteria  Syntrophobacterales Syntrophaceae - 3,09 0,24 0,29 Acetogénese (Gray et al., 2011)
Deltaproteobacteria  Syntrophobacterales Syntrophobacteraceae Syntrophobacter 2,17 0,08 0,34 Acetogénese (Juste-Poinapen et al.,2015)
Epsilonproteobacteria Campylobacterales Campylobacteraceae - 2,09 0,04 0,05 Acetogénese (Juste-Poinapen et al.,2015)
[Cloacamonae] [Cloacamonales] [Cloacamonaceae] gﬁ)na?;igr?:gias 0,11 9,36 0,01 Acetogénese (Juste-Poinapen et al., 2015)
Deltaproteobacteria  Syntrophobacterales Syntrophaceae - 3,09 0,24 0,29 Acetogénese (Gray et al., 2011)
Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosaetaceae Methanosaeta 0,04 15 0 Metanogénesea (De Vriese et al., 2015)
Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanobacterium 0,75 2,23 0,16 Metanogéneseb (Demirel, Scherer, 2008)
Methanobacteria Methanobacteriales WSA2 - 0,18 1,46 0,11 Metanogéneseb (Demirel, Scherer, 2008)
MCG pGrfC26 - - 0.15 0,68 003 Metanogenese” (Demirel, Scherer, 2008)
Thermoplasmata E2 [Methanomassiliicoccaceae] Methanomassiliicoccus 0,09 0,58 0,01 Metanogéneseb (Demirel, Scherer, 2008)
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanoregulaceae Methanolinea 0,02 0,24 0 Metanogéneseb (Demirel, Scherer, 2008)
Thermoplasmata E2 [Methanomassiliicoccaceae] - 0,13 0,18 0,01 Metanogéneseb (Demirel, Scherer, 2008)
Methanomicrobia Methanomicrobiales - - 0,01 0,12 0,01 Metanogéneseb (Demirel, Scherer, 2008)
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanospirillaceae Methanospirillum 0 0,07 0 Metanogéneseb (Demirel, Scherer, 2008)
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6 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Com relacdo ao objetivo especifico 1, o pico 6timo para a producdo de
metano foi meio Zinder com acetato no 7° dia, produzindo 7,6 mmol/CH,; (meio
Zinder e acetato) e no 10° dia o valor de 5,5 mmol/CH; (meio Monteggia com
acetato).

Com relacdo ao objetivo especifico 2, verificou-se que o bioensaio sem a
ambientacdo de in6culo com meio nutritivo (Zinder e acetato), em bioensaios
contendo vinhaca, teve uma maior eficiéncia na geracdo do metano em 236 h, na
So/Xp=1,5 com o valor de 12,48 mmol/g DQO. Em todos 0s ensaios observou-se um
elevado consumo de carboidratos e remocdo da DQO. A producdo dos éacidos
(acético, propidnico e butirico) foi superior nos experimentos com prévia
ambientacdo do in6culo com meio basal Zinder. Esse processo de ambientacédo do
in6culo nao foi efetivo para otimizar a producdo de metano, sendo que a producao
de metano foi similar aos meios com indculo ambientado sem meio nutritivo.

Com relacdo ao objetivo especifico 3, uma grande variedade de
microrganismos foi identificada através do sequenciamento de nova geracdo. Na
amostra final, foram identificados como predominantes bactérias do Filo
Bacteroidetes, um género pertencente a familia Bacteroidaceae (Bacteroides) e uma
OTU pertencente a Familia Porphyromonadaceae, e géneros de arqueas
Methanobacterium, Methanosaeta e Methanosarcina, pertencentes ao filo
Euryarchaeota. Houve predominéncia dos filos Proteobacteria e Bacteroidetes,
classes Bacteroidia e Clostridia; e géneros Bacteroidales (Al), Methanosaeta (AP) e
AF (Clostridiales). Com relacdo a comunidade de arqueas, 13 géneros foram
encontrados, dentre eles destacam-se Methanosaeta e Methanobacterium.

Pode-se destacar a relacdo sintrofica entre diversos microrganismos no
processo da metanogénese, havendo diferencas entre as comunidades microbianas.
A técnica de sequenciamento de nova geracao possibilitou a identificacdo de uma
grande variedade de microrganismos, muitos deles incultivaveis, atuando de

diferentes formas nos estagios inicial, meio e final da fermentacéo, proporcionando
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uma estimativa de microrganismos existentes em cada fase, bem como uma
possivel funcdo de cada grupo de acordo com a literatura.

E imprescindivel a identificacdo dos microrganismos para que haja uma
potencializacdo na producédo do biogas verificando os microrganismos que atuam
nas importantes fases que antecedem a metanogénese, e também para futuramente
testar possiveis isolamentos dos microrganismos, e avaliar detalhadamente as

funcdes de cada grupo na biodigestao.
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