wad?

# BIBLIOTECA £

Fabiana Santos Vilela | LA g

~
Oy -

TRATAMENTO DE AGUAS RESIDUARIAS DE SUINOCULTURA EM
REATORES ANAEROBIOS DE BATELADA: EFICIENCIA DE
FERMENTACAO E DIVERSIDADE MICROBIANA

Dissertacao apresentada a Universidade Federal de
Minas Gerais, Escola de Veterinaria, como requisito
parcial para a obtencao do grau: de Mestre em Medicina
Veterinaria

Area de concentragao: Medicina Veterinaria Preventiva,

Orientador: Prof. Israel José da Silva
Co-orientador: Dr. lvanildo Evédio Marriel

Belo Horizonte
Escola de Veterinaria da UFMG
2005




vl

IBLIOTEGA ',; RREN \_._ UNTY (, ¥
(L4:0.2/025.

D) ety
Y4 UrTwW

V699t

Vilela, Fabiana Santos, 1972-

Tratamento de aguas residuais de suinocultura em reatores anaerobicos
de batelada: eficiéncia de fermentacao e diversidade microbiana / Fabiana
Santos Vilela. — 2005.

69 p. :il.

Orientador: Israel José da Silva

Co-orientador: Ivanildo Evodio Marriel

Dissertacao (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola
de Veterinaria

Inclui bibliografia

1. Aguas residuais — Tratamento biolégico — Teses. 2. Saneamento
ambiental — Teses. |. Silva, Israel José da. II. Marriel, lvanildo Evédio.
11l. Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. IV. Titulo.

CDD - 628.162

P




Dissertacédo defendida e aprovada em 20 de maio de 2005,

Examinadora constituida por:

e fi b of
/ Prof.4srael Jogé da S#va
(orientador)

F{m’(‘// / ) (%Aa / !/ 22)

Anténio Fernandino de Castro Bahia Filho

A

Prof. Antonlo eixeira Matos

S P y

Dr. lvanildo Evodio Marriet—"

b

Prof. Paul?'ﬁ&)@ﬁo de Oliveira

|
of: |

Vi

pE %’.ﬁ,f&’
%,
i BIBLIOTECA §

>
v

,
~
J

. -
pela Comlsséo




Minha mae achava estudo a coisa mais fina do mundo.
Nao é.
A coisa mais fina do mundo é o sentimento.
‘Aquele dia de noite, o pai fazendo serao, ela falou comigo:
“Coitado, até essa hora fazendo servigco pesado.”

Rrumou pao e café, deixou tacho no fogo com agua gquente.

N&ao me falou em amor.
Essa palavra era de luxo.

(Adélia Prado)

E VEp
S %,

’5.9) i
{4 BIBLIOTECA £

24 ypu©




DEDICATORIA

“A minha mae. Hildaga, com muito amor e uma
saudade imensal

“Quando nao estas aqui, meu espirito se perde,
voa longe, longe...”

(Renato Russo)

e R R O R R RRRRRRERRSEDD—x———SS A —
e T e o s T B e

AGRADECIMENTOS
A Deus, pela vida, pela saude durante todo o periodo do Mestrado para que eu pudesse
concluir esse sonho;

A minha Mae que com sacrificio de sua vida, me deu a minha vida, e me ensinou a ser tudo
que sou hoje;

A meu Pai, pelo apoio, auxilio, pelo “Paitrocinio” em diversos apuros, as inimeras correcoes
desse trabalho, e seu esforco por nossa educacao, sempre de qualidade;

A meus irmdos, Mario Luis e Pierre, pela nossa amizade, pelo carinho de vocés, pelo apoio e
auxilio durante a realizag@o ndo sé desse trabalho, mas em tudo. “Um por todos e todos por

um’;
A minha avo, Maria da Conceicao Simonini, pelo seu amor e carinho;

A minha Princesinha, Mariana, psla nossa doce convivéncia, nosso maior presente;

A minha tia Dalma, por conseguir tornar possivel o impossivel;

A meu primo e colega (com muito orgulho), Marcus Gustavo (Fofo), pelo auxilio na ardua tarefa
de coletar os efluentes, correndo de bufalos e carregando galdes e galdes de efluentes. Pela
formatagao interminavel desse trabalho!

A meu padrinho, Tio Marco, por ter me dirigido a area de meio ambiente;

A meu orientador, Prof. Israel, pela oportunidade de realizar esse sonho;

A meu co-orientador, Dr. Ivanildo, pelos ensinamentos, pelo auxilio na execucdo do trabalho e
concretizacao deste;

A Tom Babhia, por ter possibilitado a realizagdo desse experimento no CNPMS/EMBRAPA;
A UFMG, pela oportunidade;

A EMBRAPA/CNPMS, por ter me acolhido e possibilitado a realizacdo dessa pesquisa em suas
instalacées e a Luciene, Eliane, Rui, Mirian, Christiane e todos outros pesquisadores e




funcionarios do CNPMS, que direta ou indiretamente, contribuiram para realizacao deste
trabalho;

A suinocultor, José Ameérico, que possibilitou as nossas idas a sua granja e coleta do afluente,
compreendendo a importancia da pesquisa no desenvolvimento sustentavel da suinocultura
brasileira;

A Prof. Keller, DESA/UFMG, por me ter acolhido e possibilitado a realizagdo das analises
fisico-quimicas dos efluentes e qualitativa do biogas na Escola de Engenharia e a Lucileine e
Norma, técnicas deste laboratdrio, pelas analises laboratoriais realizadas por voceés;

Aos meus “amigos do peito”, Ana Amélia, Ana Paula, Raquelzinha, Vanius, Coelho, Ana Luisa,
Jose Flavio, Anténio, Suely, Rosely, Edna, Marcia por nossa infinita amizade;

Aos meus familiares, cunhadas, tios, tias, primos, primas, “agregados” e ao novo integrante da
“trupe”, Luiz Felipe, por nossa amizade e unido.




%) %,

; 5.

JTECA £

SUMARIO

RESUMO ..ottt et ettt ste s stieeiee s oteaeies —aesteas et er et et et et e ens ettt en e 11
ABSTRACT ..ottt h bbbt s et 11
T INTRODUGAD ...ttt ettt e et ettt sa et e st e s st een e e e e eneennes 12
2 REVISAO DE LITERATURA ....cuuieiieitiee e 13
2.1 Caracteristicas das aguas residudrias da suiNOCUIRUIE. ..........ooooiiiveeeeeieeeos e 14
2.2 Rebanho, produgao anual de carne e de efluentes suinos em Minas Gerais .................. 15
2.3 Reatores anaerObhiOs ... .oo..iiiiiiiieei e 15
2.4 Fundamentos da digestao anaerobia...........cccoveoiiiiiieiiiieceee e 17
2.5 Fatores que interferem na digestao anaerobia ..........ocoeiveeecvie e 19
2.6 Partida e operacao de reatores anaerobiOS .........ccverveerereiierieeiieieeri e 21
2.7 AS ATCREBA .....oiiiiiiiiiiiieee et 22
2.8 Bioguimica da dineSsta0 anaerobia .......ccccvieieieeieeie ettt 23
2 FOrRECA0TUD IBLAND uummumrmmmmsvssissistons o oo o v s s oo TS VL R ST ESH8 23
SIMATERIAL EXMETODIOS .osiamossminsmmimmssrsms ot i s s e r s s e s s veansianmey 23
3.1 Caracterizagao dos reatores UtlIZA00S .......ooiiiee e eee e 25
3.2 Definic80 do @XPEIMENTO ..cc.iiiiii it 27
3.3 Anélises fisicas, quimicas & DIOQUIMICAS ......ccoviieiiiiieiei it 29
3.4 Analise quantitativa do DIOGAS .......c.cceeiiiiieiiecieee ettt 29
3.5 Analise qualitativa do DIOGAS ........eiiiieiiiiicice e 33
3.6 Avaliagdo quantitativa da populagdo Dacteriana.........ccccevveeeeeuiericeieecceieeeeee e 33
3.7 1dentificag80 A& ArCHAGA. ............ccuiiiiiiiiiiiicietee et 34
4 RESULTADOS E DISCUSSAD ...ttt eae et e atae s esasan e enes e eeenees 35
4.1 Analises fisicas, quIMICas € DIOGQUIMICAS . ...ccviveeeeiiieeieie et ne e 35
4.4 Analise qualitativa dOS GASES .......cicvvirererieeerieserese s ee e s sa e ena e eae e nne s 39
4.4 Analise qUaNtitaliva dOS ASES .......ccciierireeerieire e seee et eeesae e s e e saesesneenesesnasasessenneene 43
4.5 Analise da contagem da populagdo microbiana em dejeto de SUINO....cccecvveeeeceeeieeeanee. 49

4.6 Diversidade genética da populacao de bactérias e de Archaea por meio de eletroforese

am.gel de gradieMei(DEEE o amrmmimassssmmiossinrmiiessss s s e 55

5 CONCLUSOEB......coosersiss 0 AR 4 . RS N S S 98 R SO 62

6 REFERENCIA BIBLIOGRAFICA ...ttt see e eaaaeeas 63

T ANEXODS ettt ettt et e et e e eraeeeaneas 67
SUMARIO DE TABELAS

Tabela 1: Concentragdo de N, P, K em dejetos de SUINOS. ........eccciiiiiiiiiiiiiiiniicieit e 15

Tabela 2 : Resultados da analise fisica, quimica e biolégica — Primeiro ciclo do experimento. .36
Tabela 3 : Resultados das analises fisicas, quimicas e biolégicas — Segundo ciclo do

2 6= 1= 1 38
Tabela 4: Resultados das coletas realizadas nos reatores em funcionamento (1, 2 e 3), no
SEGQUNTOIBICIOL wusuivuisvwmvissvammsmars shimbimsves 155 5885 a0we1es Vo vWoiiITaaTh s FoA ST B B ST ST e VRS 6 s e 39
Tabela 5: Andlise quantitativa da producao de gases no primeiro ciclo do experimento............ 43
Tabela 6: Analise quantitativa dos gases no segundo ciclo do experimento ........cccvvveeiviieainns 47
Tabela 7: Populacao e bactérias presentes nos efluentes dos reatores no segundo ciclo do
BTN s sans v isis s v s e s’ ¥ b S i e 4 e 4 S o A B O S 49
Tabela 8: Matriz da percentagem de disténcias entre os micror. “nismos analisados a partir do
DGGE de Archaea. A partir dessa tabela foi elaborado o grafico inserido no trabalho. ....69




SUMARIO DE FIGURAS

Figura 1: Foto do tanque-decantador, local de coleta do efluente bruto. .........c.oeeeeviiiiicicennne. 25
Figura 2- Foto dos reatores construidos para o desenvolvimento da pesquisa. .........cccccceueenn.. 27
Figura 3: Foto dos gasometros construidos em garrafas pet. ..o 31
Figura 4: Foto do medidor de fIUXO. .........coiiieeiiiieieiiecie ettt ene e 31
Figura 5: Resultados das coletas de gases realizadas nos reatores em funcionamento (1,2,3),
durante o segundo Ciclo dO XPEriMENTO. .....uiiiiiiiiiiieaiiiee e 41
Figura 6: Analise quantitativa da produgao de gases no primeiro ciclo do experimento. ...........45
Figura 7: Anélise quantitativa dos gases no segundo ciclo do experimento........cccccecvveeveeneennne. 49
Figura 8: Foto da amostra retirada do afluente, segundo ciclo do experimento, em diluicao 10™.
............................................................................................................................................. 51
Figura 9: Foto da amostra composta dos efluentes dos reatores 1, 2 e 3, segundo ciclo do
experimento, M dilUIGAO 107>, .........oueveceeeeeeeereeeeeeeeeeeae e ese s sesasesn s seeeeees 53
Figura 10: Foto da amostra composta dos efluentes dos reatores 4. 5 e 6, segundo ciclo do
experimento, em dilUiGE0 107, .........o..ooiceceeieec et nsennaes 53
Figura 11: Foto da amostra composta do efluente dos reatores 7. 8 e 9, segundo ciclo do
experimento, m dilUICA0 10™. ... 55
Figura 12: Foto do DGGE de bactérias com os primers R1401 x F968GC universais para
072 Tod (=T = 1= OSSOSO OO OSSP OPRRSSR PSR 57
Figura 13: Foto do DGGE com os primers especificos de Archaea...........cccoeeveveceenecceencecnnnn. 59
Figura 14: Agrupamento hierarquico de amplicons de rDNA 16S de Archaea de efluentes de
suinocultura, detectadas por DGGE. ........cccooiiiriiiiiiiiii e 61
Figura 15: Gel de agarose a 1% para ver a qualidade do DNA de bactéria, apos PCR............. 67
Figura 16: Gel de agarose a 1,5% amostras de DNA diluidas a 30 vezes e amplificados com
primers de bactérias R1401 @ FOBBGIE. «u.uwvuiinmimsisimmaisnssmoninssisssssossasivssssissinse sasssssssiasiis 67
Figura 17: Gel de agarose a 1,5%, DNA amplificado com primers R1401 x F968GC e segunda
amplificacac com:primers AR4F XUNE 1492, ... 69

10




RESUMO

Devido as vantagens oferecidas pelo processo de digestao anaerdbia em tratamento de
efluentes liquidos, sobretudo pelo baixo volume de lodo gerado, guando comparado ao
tratamento aerobio, varios autores dirigem seus estudos com o proposito de domina-lo. Porém,
trata-se de um processo complexo de degradacdo e susceptivel as variacoes de condigcoes
ambientais, como pH, temperatura, concentragdo de substratos e de produtos téxicos, que
podem comprometer a eficiéencia do processo. No presente trabalho buscou-se avaliar a
eficiéncia dos reatores anaerobios de batelada no tratamento de Aaguas residuarias de
suinocultura, com a utilizagdo de diferentes inoculantes, avaliando a diversidade microbiana
responsavel pela degradacao da matéria organica presente nesses efluentes. Para isso, foi
feito o isolamento e a caracterizacdo de Archaea metanogénicas, microrganismos, esses,
responsaveis pela fase final do processo de degradacdo da matéria organica existente no
efluente e, consequentemente, pela produgao de biogas, possibilitando, inclusive, a utilizacao
deste na producao de energia. Para identificacdo desses microrganismos foram utilizadas as
técnicas de PCR e DGGE. A eficiéncia do reator anaerobio foi considerada mediana, nao
atendendo aos requisitos da legislacdo ambiental, se for utilizado isoladamente. A
biodiversidade microbiana variou em numero de espécies quando comparado o afluente do
efluente tratado, demonstrando uma rica diversidade microbiana que € responsavel pela
degradacgao da matéria organica.

Palavras-Chave: Efluente, suinocultura, gas metano, identificacao, microbiota, Archaea.
ABSTRACT

Due to the advantages offered by the process of anaerobic digestion in the treatment of liquid
effluents, mainly for the small sludge volume produced if compared to the aerobic treatment,
several authors address their studies with the objective of controlling it. However, this is a
complex process of degradation and it is susceptible to environmental variations, such as pH,
temperature, substrate concentration, and toxic products, which may affect the efficiency of the
process. The aim of the present paper was to evaluate the efficiency of sequencing batch of
anaerobic reactors in the treatment of swine wastewater, with the utilization of different
inoculations making the evaluation of the microbial diversity responsible for the organic material
degradation present in these effluents. For this reason, it was made the isolation and
identification of the methanogenic Archaea, microorganisms that are responsible for the final
phase of the organic material degradation process that occurs in the effluent, and,
consequently, for the methane gas production, making feasible its utilization in the production of
energy. To identify these microrganisms, techniques such as PCR and DGGE were utilized. The
anaerobic reactor's efficiency was considered inside the average, not attending the
requirements of the environmental legislation, if used in isolation. The microbial biodiversity
varies in number of specimen when the affluent is compared to the treated effluent,
demonstrating a rich microbial diversity responsible for the organic material degradation.

key words: effluent, swine breeding, methane gas, isolation, PCR, Archaea
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1 INTRODUCAOQ

Até ha pouco tempo, imperava uma clara e
generalizada despreocupacdo com o0s
recursos hidricos, tanto no seu componente
quantitativo, quanto qualitativo, apesar da
observancia crescente de conflito entre usos
alternativos da agua, inclusive em varias
partes do territorio brasileiro. Entre outras
ocorréncias, o descarte e consequente
disposicao de esgotamentos sanitarios e
efluentes agroindustriais nos corpos d'agua
superficiais, sem nenhum tratamento,
aliados a disposicdo nao apropriada dos
residuos solidos urbanos e industriais,
decorrentes da industrializacao e
urbanizacao acelerada, tém causado
problemas ambientais crescentes,
principalmente por comprometer a qualidade
das aguas, superficiais e subterraneas.

No setor agricola, a suinocultura constitui-se
em uma atividade pecuaria geradora de
dejetos com elevada carga orgénica. Além
disso, esta, na maioria das vezes,
concentrada em pdlos e suas &guas
residuarias sao lancadas, via de regra, em
corpos d'agua superficiais, podendo, desse
modo, ocasionar problemas pontuais de
poluicdo dessas aguas. Por isso, ela é
classificada, no Conselho Estadual de
Politica Ambiental (COPAM) do estado de
Minas Gerais, como atividade de grande
potencial poluidor e, como tal,
crescentemente controlada em todo os
paises produtores de carne suina, inclusive
no Brasil.

No caso brasileiro, os dejetos suinos, até a
década de 70, ndo constituiam um
problema significante, pois a concentracao
de animais era pequena, podendo ser
utilizados como adubo organico pelos
criadores. Em criagoes de maior porte, sao
produzidas grandes quantidades de dejetos,
que demandam grandes areas para sua
disposicao. Entretanto, com a expansao da
suinocultura, esses dejetos sdo também
lancados diretamente nos corpos d'agua
superficiais, na maioria das vezes sem
qualquer critério ou ftratamento previo,
transformando-se, na atualidade, na maior
fonte poluidora dos mananciais de agua por
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residuos originarios da atividade

agropecuaria.

O tratamento dos dejetos gerados pela

suinocultura €& tao importante guanto a

propria criagdo dos animais, e deve ser

analisado sob varios enfoques:

v Finalidade conservacionista: eliminar ou
amenizar a elevada concentracdo de
dejetos gerados nas propriedades, de
modo a reduzir ou eliminar seu potencial
poluidor;

v" Finalidade agronémica: utilizar os dejetos
como fertilizante organico, disponivel
nas propriedades, complementando a
adubacao mineral e melhorando as
condicoes fisicas do solo, aumentando,
assim, a produtividade de lavouras e
pastagens:

v Finalidade sanitaria: reduzir o potencial
de transmissao de agentes causais de
doengas, melhorando a produtividade
dos rebanhos de suinos. Aliado a esse
fato, o tratamento dos dejetos evita o
langamento de patégenos (ovos de
helmintos e bactérias, como as
Salmonela sp.) nos cursos d'agua,
prevenindo a contaminagdo de
populacoes, a jusante das granjas;

v Finalidade social: solucionar o problema
de conceniracao elevada de dejetos,
contribuindo para manutengdao dessa
importante atividade pecuaria, com isso
viabilizando a continuidade do processo
agroindustrial, o que contribui, ademais,
para a fixagao do homem no campo.

O sistema de tratamento de efluentes de
suinocultura mais utilizado em Minas Gerais,
atualmente, € o sistema Australiano, a
semelhanca do tratamento de esgotos
urbanos, que nada mais € que um sistema
de lagoas de estabilizacdo, dispostas em
série.

Esse sistema apresenta algumas
desvantagens, quais sejam: (i) sendo a
carga orgénica dos dejetos de suinos muito
elevada, é lento o processo biolégico de
degradacao dessa matéria organica; por
isso, 0 processo demanda longos tempos
de detencao hidraulica, para que as reacoes
se completem, o que implica na




necessidade de grandes areas; (ii) custo
das lagoas de estabilizagdo, em regides
onde o valor da terra € maior ou onde as
condicoes topograficas desfavoraveis
resultam em maior movimentacdo de terra
para sua implantacao e, finalmente, (iii) a
possibilidade de emanacao de odores
desagradaveis.

Assim, os reatores anaerobios podem
constituir-se numa alternativa de tratamento
para agueles suinocultores que nao
possuem area suficiente, em suas
propriedades, para implantacdo de um
sistema de tratamento de efluentes
constituido por lagoas de estabilizacao e,
também, para os produtores instalados em
regioes em que o valor da terra ou
topografia desfavoravel tornem por demais

onerosa a implantacao desse tipo de
sistema de tratamento.
Além dessas vantagens, os reatores

anaerodbios possibilitam ao criador de suinos
a utilizacdo do biogas produzido, a partir da
degradacdo da matéria organica, para
geracdo de energia elétrica para uso na
propria  granja, reduzindo custos de
produgao e evitando, ademais, a liberacao
de gases poluentes (gas metano e gas
carbénico) para a atmosfera.

Dentro desse contexto, os objetivos desse

trabalho foram:

v avaliar a eficiéncia de fermentacdo de
reatores anaerobios de batelada para
tratamento de aguas residuarias de
suinocultura;

v" avaliar a diversidade microbiana, na fase
anaerébia do processo, responsavel
pela degradacdao da matéria orgénica
presente nos dejetos de suinos assim
tratados;

v" avaliar a adicao de diferentes indculos na
eficiéncia do reator;

¥" identificar 0s microrganismos
metanogénicos presentes nos efluentes
(Archaesa metanogénicas), existentes
nesse efluente, cuja principal funcao
seria a finalizacdo do processo de
degradacao da matéria organica e,
consequentemente, pela produgdao do
biogas (gas carbdnico e metano);

v' Avaliar a producao de gas metano,
visando seu aproveitamento para fins
energeticos - producao de energia
limpa.

2 REVISAO DE LITERATURA

Neste capitulo, faz-se revisdo da literatura
relacionada ao tratamento de Aaguas
residuarias de suinocultura pelo processo
anaerobio. Inicia-se enfocando os efluentes
liquidos, apresentando suas caracteristicas,
formas de geracao e conseqgliéncia de seu
lancamento em corpos  receptores
(abordando, inclusive, os aspectos legais),
gue implicam na necessidade de seu
tratamento. O processo anaerdbio é descrito
em relagdo a sua microbiologia, as
condicoes ambientais requeridas e as
reacoes envolvidas. A aplicacdo do
processo anaerobio para tratamento de
efluentes provenientes de granjas de suinos
é relatada, ao final, como uma alternativa
tecnolégica viavel, examinando-se suas
vantagens e desvantagens, a retencao de
biomassa, os parametros de monitoramento
e detalhes técnicos/construtivos  dos
reatores anaerobios.

Entende-se por poluicdo das dguas a adi¢ao
de substancias ou de formas de energia
que, direta ou indiretamente, alterem a
natureza do corpo d’'agua, de uma maneira
tal que prejudique os legitimos usos que
dele sao feitos. (Chernicharo, 1997)

Segundo este autor, a introducao de matéria
organica em um corpo d'agua resulta,
indiretamente, no consumo de oxigénio
dissolvido. "al se deve aos processos de
estabilizacao da materia organica,
realizados pelas bactérias decompositoras,
as quais utilizam o oxigénio disponivel no
meio liquido para sua respiracao. O
decréscimo da concentracao de oxigénio
dissolvido tem diversas implicagoes do
ponto de vista ambiental, constituindo-se
num dos maiores problemas de poluicdo
das aguas em nosso pais.

Considerando esse impacto negativo direto
sobre a qualidade das aguas brasileiras, o
CONAMA - Conselho Nacional de Meio
Ambiente -, por meio da Resolugdo n° 357,
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de 17 de marco de 2005, redefiniu os
parametros de lancamento de diversas
substancias nos corpos hidricos, tanto
minerais, quanto substancias quimicas
(agrotoxicos, «etc.)) Com a mesma
preocupacao, a legislagao ambiental
estadual tambem estabeleceu padroes
rigorosos, relativos a quantidade de
substancias permissivel de langamento nos
corpos d'agua receptores, de dominio do
Estado, COPAM 010/86. Diante da
necessidade decorrente de se tratarem os
efluentes, antes de seu langamento em
corpos d'agua, diversas tecnologias vém
sendo desenvolvidas, buscando a melhoria
da eficiéncia na remocdo dessas
substancias, ao menor custo possivel.

2.1 Caracteristicas das aguas residuarias
da suinocuitura

A agua residuaria, oriunda da criagcdo de
suinos confinados, compoe-se de fezes,
urina, residuo de ragdo, excesso de agua
dos bebedouros e de agua de higienizacao
(Konzen, 1997).

Uma granja suinicola produz, em média, 8,6
litros de efluentes liquidos e 160g de DBO
por animal/dia. Se esses efluentes fossem
lancados diretamente, sem tratamento
prévio, em cursos d'agua, o impacto
ambiental necativo assumiria  grande
magnitude, considerando que as aguas
residuarias dessas granjas apresentam
potencial poluidor muitas vezes maior que o
de esgoto urbano (Oliveira,1993).

Segundo Penz Jr. (1996), estima-se que
somente 35% a 45% do N protéico
consumido pelas aves e suinos €
transformado em produto animal (carne),
evidenciando, assim, a ineficiéncia desses
animais em transformar os nutrientes em
proteina de alta qualidade.

Dessa forma, a preocupagao atual, em
relacao a custo da alimentagao e ao meio
ambiente, tem levado os nutricionistas a
buscarem alternativas, no sentido de
manipular nutricionalmente a dieta, com
base nos conhecimentos da digestibilidade
dos nutrientes contidos nos alimentos,
principalmente quanto ao aproveitamento
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dos nutrientes da dieta e maximizacao do
potencial produtivo dos animais, reduzindo,
a um sO tempo, custo de produgao e o
impacto ambiental negativo dos residuos
por excrecoes indesejaveis.

Os aminoacidos dietéticos - exigidos pelos
suinos sao destinados a sintese de proteina
corporal ou a manutencao dos tecidos. A
parte indigestivel da proteina dietética &
excretada nas fezes. Entretanto, a maior
proporgdo do nitrogénio excretado aparece
na urina, resultante da desaminacao do
excesso de aminodcidos absorvidos. Os
suinos em peso de abate podem excretar,
nas fezes, aproximadamente, 9 a 18% do N
consumido e na urina, 42 a 48%. O N
urinario encontra-se na forma ce uréia, que
& rapidamente transformada em NH; e
volatilizada, enquanto o N das fezes & mais
resistente a degradacao. (Fialho et al
2003).

O desperdicio de agua, que se observa no
manejo da maioria das granjas de producao,
€ um dos maiores complicadores para o
tratamento de dejetos de suinos, pois
aumenta demasiadamente o volume de
efluentes a serem tratados, apesar de que,
em contra-partida diminuiria a carga
organica presente no mesmo. As aguas
utiizadas no manejo, somadas as
desperdicadas pelos animais e por
deficiéncias nas instalagoes e as infiltradas
nas unidades de producao, canalizagao e
armazenamento, além da urina e fezes dos
animais, produzem um material
predominantemente liquido, com cerca de
96% de agua e 4% de solidos em
suspensao (Bley Junior, 1997).

A composicao do liquame esta associada ao
sistema de manejo adotado e,
principalmente, a quantidade de urina e
agua que o acompanham, o tipo de
alimentacdo e a idade dos animais,
podendo apresentar grande variacao em
seus componentes (Oliveira, 1994, citado
por Ferreira e Silva, 1997). Esses dejetos
liquidos apresentam alto valor
composicional, pois em torno de 35% dos
componentes das dietas sao convertidos em
peso corporal, enquanto que 65% sao
excretados (Konzen, 1997).




A remocao dos poluentes pelo tratamento,
de iorma a adequar o lancamento a uma
guantidade desejada ou ao padrac de
qualidade exigido pela legislacao ambiental,
esta associada aos conceitos de nivel de
tratamento e eficiéncia do mesmo. O
tratamento preliminar objetiva a remogao
dos solidos grosseiros, enquanto o
tratamento primario visa a remogao de
solidos sedimentaveis e parte da matéria
organica. Em ambos, predominam os
mecanismos fisicos de remogao de
poluentes. Ja no tratamento secundario, no
qual predominam mecanismos biologicos, o
objetivo é, principalmente, a remogao de
materia  organica e, eventualmente,

nutrientes  (nitrogénio e foésforo). O
tratamento tercidrio objetiva a remocao de
poluentes especificos (usualmente toxicos
ou compostos nao biodegradaveis), ou
ainda, a remocgac complementar de
poluentes nao suficientemente removidos
no tratamento secundario. A quantidade
desses componentes no efluente pode
variar muito, conforme ja citado.

A quantidade de nutrientes presente nos
dejetos, dos trés elementos principais,
determinantes para o aproveitamento
desses dejetos na adubacao de plantas - o
nitrogénio (N), o fosforo (P) e o potassio (K)
- & apresentada na tabela 1.

Tabela 1: Concentracao de N, P, K em dejetos de suinos.

Parametro Dejetos liguidos Dejetos solidos

Nitrogénio 3,18 kg/m’ 11,60 kg/m”
Fésforo 5,40 kg/m® 9,30 kg/m’
Potassio 1,38 kg/m® 7,80 kg/m’

Fonte: Oliveira (1994).

2.2 Rebanho, producado anual de carne e
de efluentes suinos em Minas Gerais

Segundo dados recentes da Secretaria de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do
estado de Minas Gerais (SEAPA - MG,
2004), o Estado detém, atualmente, o
guarto rebanho suino do Pais e é
considerado, inclusive, um dos principais
centros de melhoramento genetico de
suinos do Brasil. Minas Gerais conta,
atualmente, segundo esses dados da
Secretaria, com 1777 granjas tecnificadas,
com mais de 162 mil matrizes alojadas,
portanto, uma média de 91 matrizes por
granja. Considerando a produtividade média
por matriz de 1860 quilos por ano, a
produgao média anual de carne € superior a
301 mil toneladas no Estado. Baseando-se
nesse numero de matrizes alojadas, e uma
producao media de 20 animais cevados por
matriz e por ano e a producdo média diaria
de efluente, de 8,6 litros/animal/dia, sao
gerados diariamente 278,64 milhGes de
litros de efluente de suinocultura, apenas na
fase de terminacao das granjas tecnificadas
do Estado de Minas Gerais.

2.3 Reatores anaerobios

Em principio, todos os compostos organicos
podem ser degradados via anaerdbia, mas
o processo mostra-se mais eficiente e mais
econdmico quando esses compostos sao
facilmente biodegradaveis. Segundo
Chernicharo (1997), as diversas
caracteristicas favoraveis dos sistemas
anaerobios, passiveis de serem operados
com elevados fempos de retencdo de
solidos e baixos tempos de detencao
hidraulica (tempo em que o efluente fica
retido no reator para que haja a degradacao
da matéria organica), conferem aos reatores
anaerobios grande potencial de aplicacao
em tratamentos de aguas residuarias.

Nos sistemas anaerodbios, a maior parte do
material orgénico biodegradavel, presente
no despejo, & convertida em biogas (cerca
de 70 a 90%), que é removido da fase
liquida e deixa o reator na fase gasosa.
Apenas uma pequena parcela do material
organico € convertida em biomassa
microbiana (cerca de 5 a 15%), vindo a
constituir o lodo excedente do sistema. Além
da pequena quantidade produzida, o lodo
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excedente apresenta-se mais concentrado e
com melhores caracteristicas de
desidratacao.

O material ndao convertido em biogas ou em
biomassa deixa o reator como material ndo-
degradado (10 a 30%).

O sistema de tratamento de efluentes por
fluxo intermitente ou em batelada, escolhido
para 0 experimenio, consiste na
incorporacao de todas as unidades,
processos e operacoes - normalmente
associados ao tratamento convencional de
lodos ativados, quais sejam, decantacao
primaria, oxidacao biologica e decantacdo
secundaria - em um Unico tanque.
Utilizando-se um tanque Unico, esses
processos e operagées passam a ser
simplesmente seqléncias no tempo, e ndo
unidades separadas, como ocorre nos
processos convencionais de fluxo continuo.

O sistema consiste de um reator de mistura
completa (batelada), onde ocorrem todas as
etapas do tratamento. Isso €& conseguido
através do estabelecimento de ciclos de
operacao com duragoes definidas. A massa
biolégica permanece no reator durante

todos os ciclos, eliminando, dessa forma, a

necessidade de decantadores separados.

Os ciclos de tratamento s30:

¥v" Enchimento: entrada do efluente bruto no
reator;

v' Reacdo: mistura da massa liquida
contida no reator;

v Sedimentagdo: sedimentacao e
separacdao dos soélidos em suspensao
do efluente em tratamento;

¥ Esvaziamento: retirada do efluente

tratado do reator;

Repouso: ajuste dos ciclos e remogao do

lodo excedente.

N

O fluxograma do processo €& muito
simplificado, pela eliminacao de diversas
unidades, se comparado aos sistemas de
lodos ativados de fluxo continuo.

Os reatores sdo dimensionados de acordo
com a carga organica a ser ftratada, o
volume do afluente, o tempo de detencao
hidraulica necessaria e a quantidade de
lodo gerado no processo de tratamento. O
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sistema e eficaz, pela separacao das
fracoes solidas (lodo), liquida (efluente
tratado) e gasosa (gas carbonico e metano),
permitindo o aproveitamento de cada uma
dessas fracoes na agricultura e como fonte
de energia. Ha um sistema de coleta do
efluente e um de separacao e captura dos
gases; o lodo fica sedimentado no reator,
sendo retirado o excesso, sempre que
necessario. A liberacao do biogas, formado
peiz  digestao anaerdbia, de forma
descontrolada na atmosfera & detrimental,
ndo apenas pela possibilidade de ocorréncia
de maus odores junto a vizinhanga, mas,
principalmente, pelos riscos inerentes ao
gas metano, que & combustivel e também
por contribuir para o efeito estufa. Dessa
forma, o gas produzido deve ser coletado e
utiizado na producao de energia para
consumo na propria granja (podendo, assim,
também, gerar créditos de carbono,
segundo o Protocolo de Kioto), ou
queimado.

O sistema de descarte do lodo destina-se a
extracao periddica do lodo que cresce em
excesso no reator, possibilitando a retirada
de material inerte que eventualmente venha
acumular-se.

O interesse de se utilizar os reatores
anaerobios e batelada, como sistema de
tratamento para os efluentes da
suinocultura, decorre da facilidade
operacional, por permitir a captura dos
gases emanados (possibilitando, assim,
verificar a degradagao da matéria organica);
por permitir a determinacao dos parametros
bioguimicos no efluente e no lodo (também,
a fim de averiguar-se a degradacao da
matéria organica) e pela facilidade de
obtencao da biomassa (de onde serao
retiradas amostras para identificacao das
Archaea, um dos propositos do presente
estudo). Outra vantagem de se utilizar esse
tipo de sistema de tratamento é que podera
ser avaliada a eficiéncia do sistema para
tratamento dos efluentes de suinocultura,
avaliando-se a eficiéncia da degradacao da
matéria organica, utilizando-se diferentes
inoculos para start do reator.

Uma avaliacdo quantitativa e qualitativa do
potencial microbioldgico do efluente, bem




como do inoculo a ser utilizado, é importante
para reduzir ao minimo o periodo de
adaptacao e acelerar o processo de
digestao. E necessario que haja
compatibilidade entre as caracteristicas do
substrato e do inoculo (Campos, 1987).

2.4 Fundamentos da digestdo anaerébia

O numero de espécies de microrganismos
que coexistem em sistemas anaerobios é
muito grande. Soubes (1994) cita que em
um biodigestor, que recebeu polimeros
naturais, foram identificadas mais de 130
espécies diferentes. Dentre estas, ocorre a
presenca de bactérias, protozoarios e
fungos.

Os principais microrganismos empregados
no processo anaerdbio, comentados por
Malina (1992), sdo as bactérias e as
arqueabactérias. A capacidade de uma
bactéria anaerobia decompor determinado
substrato e  especifica, dependendo
principalmente das enzimas que possui (as
enzimas, responsaveis pelas reagdes do
processo de decomposicao, apresentam
alto grau de especificidade). Mais
informacdes sobre as reacdes enzimaticas
podem ser obtidas em Pelczar et al. (1980).

A digestao anaerobia representa um
sistema ecologico balanceado, em que cada
microorganismo desempenha funcao
especifica.

O crescimento de bactérias anaerdbias,
relativo ao nimero de bactérias presentes,
estd relacionado as condigbes do meio.
Existe uma fase de adaptacdo as variacoes
destas condi¢oes, o gque altera o processo
de crescimento. Um excesso de matéria
organica, substrato, pode causar
competitividade entre os microrganismos
presentes, refletindo em redugao da
reprodugao ou até em morte.

Uma concentracdo de bactérias, submetidas

a um meio de cultura, atravessa fases

distintas. Metcalf e Eddy (1991) apresentam

o perfil do crescimento-padrao de bacterias,

dividindo-o em quatro fases:

v A fase de adaptacao, ou fase lag: com a
adicao de um inoculo a um meio de

cultura, esta fase representa o tempo
requerido pelo organismo para se
adaptar ao novo meio e iniciar seu
processo de divisao;

v A fase de crescimento logaritmico:
durante este periodo, as células
dividem-se a taxa determinada por seu
tempo de geragdo e sua habilidade de
alimentacao;

v" A fase estacionaria: quando a populacao
permanece estacionaria. As razoes para
isso sao: as celulas consumiram todo o
substrato ou nutrientes para
crescimento; ou o crescimento de novas
células esté equilibrado com a morte de
células velhas; e,

v' Fase endogena ou de decaimento:
durante esta fase, a taxa de mortalidade
bacteriana excede a de producdo de
novas células. Em alguns casos, a fase
de morte logaritmica € o inverso da fase
de crescimento logaritmico.

Em processos continuos de tratamento
biolégico, deseja-se que a populacao
bacteriana alcance seu maximo de
crescimento, o que eqlivale a fase
estacionaria de crescimento. Desta forma, a
matéria organica contida na agua residuaria
e degradada com maior eficiéncia.

Os microrganismos metanogénicos, objeto
do presente estudo, desempenham duas
funcdes primordiais: utilizam o hidrogénio,
favorecendo o ambiente para que as
bacterias acidogeénicas fermentem
compostos organicos, com a produgao de
acido acético, o qual é convertido num gas
insoltvel (metano), possibilitando com isso a
remocao do carbono organico do ambiente
anaerobio.

A digestao anaerébia de compostos
organicos complexos €, normalmente,
considerada um processo em dois estagios.
No primeiro, um grupo de bactérias
facultativas e anaerdbias, denominadas
formadoras de acidos ou fermentativas,
convertem os complexos organicos em
outros compostos. Compostos organicos
complexos, como carboidratos, proteinas e
lipideos sao hidrolisados, fermentados e
biologicamente convertidos em materiais
organicos mais simples, principalmente, os
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acidos volateis. No segundo estagio de
conversao dos acidos organicos, esses
resultam em produtos finais gasosos, ©
metano e o gas carbonico. Essa conversao
e efetuada por um grupo especial de
microrganismos, denominados formadores
de metano. os quais sao estritamente
anaerobios (Nascimento, 1996.).

Segundo a autora, estes Ultimos dependem
do substrato fornecido pelas bactérias
acidogénicas, configurando, portanto, uma
interacao comensal. Uma vez que esses
microorganismos sao responsaveis pela
maior parte da degradacao do residuo, a
baixa taxa de crescimento e de utilizacao
dos acidos organicos normalmente
representa o fator limitante no processo de
digestao como um todo.

Os microrganismos que participam do
processo de decomposicao anaerobia
podem ser divididos em trés importantes
grupos, com compartimentos fisiologicos
bem distintos:

v Bactérias fermentativas: transformam,
por meio de hidrolise, os polimeros em
mondmeros e estes, em acetato,
hidrogénio, didxido de carbono, &cidos
organicos de cadeia curta, aminoacidos
e outros produtos, tal como a glicose;

v Bactérias acetogénicas: produzem
hidrogénio, convertendo os produtos
gerados na fase anterior (aminoacidos,
acucares, acidos organicos e alcoois)
em acetato, hidrogénio e dioxido de
carbono;

v" Microrganismos metanogénicos: usam o
acetato e o transformam em metano e
dioxido de carbono (metanogénicas
acetoclasticas) ou produzem metano por
meio da reducao do dioxido de carbono
(metanogénicos hidrogenotroficas).
(Chernicharo, 1997).

Portanto, o processo de degradagao
anaerdbia pode ser subdividido em quatro
fases principais, a saber:

Primeira fase - Hidrdlise
Consiste na hidrolise de  materiais

particulados complexos (polimeros) em
materiais  dissolvidos  mais  simples
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(moléculas menores), possibilitando que
estes atravessem as paredes celulares das
bacterias fermentativas. Essa conversao de
materiais  particulados em = materiais
dissolvidos & conseguida por meio da acao
de exoenzimas excretadas pelas bactérias
fermentativas hidroliticas. Na anaerobiose, a
hidrélise dos polimeros ocorre de forma
lenta, sendo varios os fatores que podem
afetar o grau e a taxa com que o substrato é
hidrolisado, tais como: (i) temperatura
operacional do reator; (i) tempo de
residéncia do substrato no reator; (iii)
composicao do substrato (ex.: teores de
lignina, carboidrato, proteina e gordura); (iv)
tamanho das particulas; (v) pH do meio; (vi)
concentracdo de N - NH,:; e (vi)
concentragao de produtos da hidrolise (ex.:
acidos graxos volateis). (Lettinga et al.,
1996, citados por Chernicharo, 1997).

Segunda fase — Acidogénese

Os produtos advindos da fase de hidrolise
sao metabolizados no interior das células
das bacterias fermentativas, sendo
convertidos em diversos compostos mais
simples, os quais sao entdo excretados
pelas células. Os compostos produzidos
incluem Acidos graxos volateis, alcoois,
acidos lactico, gas carbdnico, hidrogénio,
amonia e sulfeto de hidrogénio e, tambeém,
novas células bacterianas. Como os acidos
graxos volateis sao o principal produto dos
organismos fermentativos, estas sao
usualmente designadas por bactérias
fermentativas acidogénicas. (van Haandel e
Lettinga, 1994; Lettinga et al., 1996;
Chernicharo, 1997).

Ainda segundo esses autores, a
acidogénese é efetuada por varias bactérias
fermentativas, como exemplo Clostridium e
Bacteroids. As primeiras constituem uma
espécie anaerobia, que forma esporos,
sobrevivendo em ambientes adversos. As
segundas encontram-se presentes no trato
digestivo, participando da degradacao de
acucares e aminoacidos. A maioria das
bactérias acidogénicas & anaerodbia estrita,
mas cerca de 1% é facultativa, podendo
oxidar o substrato organico via oxidativa.




Terceira fase — Acetogénese

As bactérias acetogénicas sao responsaveis
pela oxidagao dos produtos gerados na fase
acidogénica em substrato apropriado para
0s microrganismos metanogénicos. Desse
modo, esta fase e intermediaria ao
processo, fornecendo substrato a fase
seqguinte, metanogénica. Como produto
gerado, tem-se: hidrogénio, didxido de
carbono e acetato.

Durante a formacac dos acidos acético e
propidnico, grande quantidade de
hidrogénio e formada, fazendo com que o
pH do meio seja reduzido. O hidrogénio &
consumido no meio pela acado de: (i)
microrganismos metanogénicos, que o
utiizam para producdo de metano,
juntamente com o dioxido de carbono, e (i)
reacao de formacao de &acidos organicos
(propidnico e butirico), em que sao
utilizados hidrogénio, gas carbdnico e acido
acético para tal reacdo. Nesse momento,
cerca de 50% dos compostos
biodegradaveis sao  convertidos em
propionato e butirato, o0s quais sao
decompostos em acetato e hidrogénio pela
acao das bactérias acetogénicas.

Quarta fase - Metanogénica

E a fase final do processo de degradacdo
anaerobia de compostos organicos em
metano e dioxido de carbono, efetuada por
microrganismos  metanogénicos, dentro
desse o grupo, as Archaea se inserem.
Esses microrganismos utilizam numero
reduzido de substratos, quais sejam, acido
acético, hidrogénio e dioxido de carbono,
acido formico, metanol, metilaminas e
monoxido de carbono. A importancia dessa
fase é consumir o hidrogénio produzido nas
fases anteriores, além, é claro, de finalizar a
digestdo da matéria organica. Esses
microrganismos podem ser subdivididos em
dois subgrupos:

Metanogénicos  acetoclasticos - sao
capazes de formar metano a partir do
acetato. Sao predominantes na digestao
anaerobia, sendo responsaveis pela
producao de 60 a 70% de todo o metano, a
partir do grupo metil do &cido acético.

Pertencem a dois géneros principais:
Methanaosarcina e Methanosaeta
(Methanothrix). O género Methanosaeta
caracteriza-se por utilizar exclusivamente o
acetato, tendo, por este, mais afinidade as
metanosarcinas. Desenvolvem-se na forma
de filamentos e tém importancia na
formacdo dos grdnulos de bactérias. Os
organismos  pertencentes ao  género
Methanosarcina se desenvolvem sob a
forma de cocos, que se agrupam formando
“pacotes”. Sao mais versateis porque
utilizam, também, o hidrogénio e as
metilaminas (Soubes, 1994; Chernicharo,
1997).

Metanogénicos hidrogenotréficos - séo

capazes de produzir metano a partir do
hidrogénio e diéxido de carbono. Os
géneros mais freqlientemente isolados em
reatores anaerobios sao: Methanobacterium,
Methanospirillum e Methanobrevibacter.

2.5 Fatores que interferem na digestao
anaerobia

1) Nutrientes

De acordo com Malina (1992), os
requerimentos nutricionais para 0
crescimento da massa microbiana e os
fatores de crescimento sao: energia,
carbono, macronutrientes inorganicos
(nitrogénio e fosforo), micronutrientes
inorganicos (principais: enxofre, potassio,
calcio, magneésio, ferro, sodio e cloro;
secundarios: zinco, manganés, molibdénio,
selénio, cobalto, cobre, niquel, vanadio e
tungsténio) e fatores organicos de
crescimento (vitaminas, aminoacidos,
pirimidinas e outros).

A quantidade requerida de cada nutriente €
variavel, o que nao o torna menos
importante. Se o nutriente em questdo nao
atingir a gquantidade requerida, isto pode
limitar o crescimento da massa microbiana.
No entanto, se o nutriente exceder esta
quantidade, pode assumir caracteristicas
toxicas e inibir o crescimento da massa
microbiana. Assim, os valores de interesse
da concentracao, de um determinado
nutriente ao crescimento da massa
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microbiana, estao compreendidos numa
faixa determinada.

Sao os seguintes nutrientes, em ordem
decrescente de quantidade requerida,
necessarios a estimulagao nutricional de
microrganismos metanogénicos: nitrogénio,
enxofre, fosforo, ferro, cobalto, niquel,
molibdénio, selénio, riboflavina e vitamina
B12.

O nitrogénio € o nutriente inorganico
requerido em maiores concentragées para o
crescimento de microrganismos. A amonia e
a porcao de nitrogénio organico (NH,)
liberado durante a degradacdo sdo as
principais fontes de nitrogénio utilizadas
pelos microrganismos. Os requisitos de
nitrogénio baseiam-se na composicao
quimica empirica da célula microbiana.

Biomassa com elevado coeficiente de
producao celular (ex: efluentes de
suinocultura) necessitam da seguinte
propor¢ao: C: N:P=130:5:1.

O fésforo contribui para a digestao
anaerdbia através da mediacdo de enzimas
denominadas fosfatases e por ser
incorporado pelas células em crescimento.

A maioria dos microrganismos
metanogénicos utiliza o sulfeto como fonte
de enxofre, embora alguns possam usar a
cisteina. O enxofre € necessario para a
sintese de proteinas. As necessidades
desse elemento parecem ser da mesma
ordem das de fésforo. Deve-se enfatizar que
0s requisitos de enxofre fazem parte de um
balanco complexo. Por um lado, a presenca
de sulfatos pode limitar a metanogénese,
porque as bactérias redutoras de sulfato
competem por substratos como o hidrogénio
e o acetato. Por outro, os microrganismos
metanogénicos dependem da producao de
sulfetos para seu crescimento.

A exigéncia exata de micronutrientes é dificil
de ser determinada na pratica, uma vez que
a presenca e necessidade de sulfetos pelas
metanogénicas levam a precipitacdo destes
elementos da solugao, fazendo com que a
concentracao dos metais em equilibrio seja
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muito  baixa. deixando os metais
indisponiveis para estes microrganismos.

2) Temperatura

A temperatura tem importante efeito na
sobrevivéncia e crescimento de bactérias,
assim como na atividade de enzimas, sendo
que o valor ¢timo geralmente ocorre dentro
de ampla faixa de valores.

As reacoes quimicas sao favorecidas com o
aumento de temperatura. Porém, as
enzimas que catalisam as reacoes
metabdlicas sao estruturas muito complexas
e sensiveis, de acordo com Pelczar et al.
(1980). Temperaturas inadequadas podem
destruir essas estruturas ou simplesmente
inativa-las, prejudicando o comportamento
bacteriano.

Sob variacao de temperatura no sistema,
mesmo que uma espécie de bactéria tolere
esta variagao ou que outras especies sejam
mais receptivas a nova temperatura, havera
perturbacao nas atividades das bactérias
presentes, alterando as concentragdes dos
produtos. Em sistemas anaerobios de
tratamento de efluentes, a temperatura deve
variar o minimo possivel. (Nascimento,
1996).

Van Haandel e Lettinga (1994) comentam a
dependéncia da digestao anaerobia a
temperatura, citando que ha, na taxa de
digestao anaerobia de um sistema, maximo
relativo de 35 C e maximo absoluto de 55:C,
aproximadamente. Assim, abaixo de 45C,
distingue-se a regiao mesofilica e acima
desta temperatura, a regidao termofilica.

Valores de temperatura entre 30°C e 40°C
conferem uma taxa maxima de digestao
anaerobia; porem, para valores abaixo de
30C, a taxa de digestdo anaerdbia
decresce a uma taxa de 10% por 1°C. Em
temperaturas baixas, a fragcao de solidos
organicos, que pode ser metabolizada no
processo, e reduzida. A digestao anaerobia
€ possivel sob baixas temperaturas, mas a
eficiéncia e a taxa de digestao diminuem
muito.




Os microrganismos produtores de metano,
predominantes em reatores anaerobios
operados na faixa mesdfila (30 a 35C) de
temperatura, sao dos géneros
Methanobacierium, Methanobrevibacter,
Methanc:=piriflum, que sao 0s
microrganismos utilizadores de hidrogénio e
dos géneros Methanosarcina e
Methanothrix, os quais utilizam o acetato
para a formacao do metano. (Chernicharo,
1997)

3) pH

O pH é fator importante no crescimento das
bactérias, sendo que a maioria delas ndo
tolera pH acima de 9,5 ou abaixo de 4,0.
Metcalf e Eddy (1991) citam a faixa 6tima de
pH para o crescimento de bactérias entre
6,5e7,5.

No processo anaerdbio, os diferentes
grupos de bactérias podem apresentar
faixas otimas de pH com valores diferentes.
Por exemplo, os microrganismos produtores
de metano tém crescimento 6timo na faixa
de pH entre 6,8 e 7,4, Zehnder et al. (1982).
As bactérias produtoras de acidos graxos
volateis, produtos gerados durante a
decomposicao  anaerobia,  tém um
crescimento otimo na faixa de pH entre 5,0
e 6,0 (Chernicharo e Aroeira, 1994).

Os microrganismos metanogénicos sdo os
mais sensiveis as variacbes do pH. O
metabolismo lento desses microrganismos,
em relacdo aos demais grupos (verificado,
por exemplo, pelo tempo de duplicagdo da
ordem de dias - 2,6 dias), faz com que sua
adaptacao as variagoes de pH seja também
lenta. Assim, em sistemas de tratamento de
efluentes por processo anaerobio, o controle
do pH deve satisfazer, primordialmente, a
esse grupo.

O valor e a estabilidade do pH em sistemas
anaerobios sao comentados por Van
Haandel e Lettinga (1994) como sendo de
extrema importancia. Valores de pH
menores que 6,0 ou maiores que 7,8
resultam em rapida diminuigao na taxa de
metanogénese. As bactérias acidogénicas
sao citadas como menos sensiveis.

O fato de as bacterias produtoras de acido
serem muito menos sensiveis ao pH que as
metanogénicas e, particularmente,
importante, uma vez que as bactérias
acidogénicas podem ainda se mostrar
bastante ativas, mesmo para valores de pH
baixos, como 4.5. Na pratica, isso significa
que a producao de acidos em um reator
pode continuar livremente, apesar da
producao de metano ter sido praticamente
interrompida, devido aos baixos valores de
pH. Como resultado, ter-se-a a acificacdo do
conteudo do reator. (Chernicharo, 1997).

A estabilidade do pH esta relacionada ao
equilibrio idnico dos diferentes sistemas
acido/base presentes. Os 4&cidos fracos
(como os sistemas carbdnico, fosfato,
amoénia, sulfato e acidos volateis) sdo os
mais importantes para a estabilizacao do
pH. Dentre esses, destaca-se o sistema
carbénico (CO, - HCOs - COjy7), por estar
presente em maior concentragao.

2.6 Partida e operacdao de reatores
anaerdbios

A partida dos reatores pode ser definida
como o periodo transitério inicial, marcado
por instabilidades operacionais. O inicio da
operacao de um biodigestor, start up,
partida do processo, € o maior problema
que ocorre no tratamento de efluentes por
digestao anerobia. A’ maior dificuldade
parece ser o0 desenvolvimento de uma

comunidade microbiana adequada para o

residuo em questdo. Basicamente, a partida

pode ser conseguida de trés formas
distintas:

v Utilizando-se lodo de  indculo
adaptado ao efluente a ser tratado: a
partida do sistema ocorre de forma
rapida e satisfatéria, nao havendo
necessidade de aclimatacao do lodo;

v Utilizando-se lodo de inoculo ndo
adaptado ao efluente a ser tratado:
neste caso, a partida do sistema passa
por um periodo de aclimatacao, incluindo
uma fase de selecao microbiana;

v Sem a utilizagdo do lodo de inéculo:
esta é considerada a forma mais
desfavoravel de se proceder a partida
do sistema, uma vez que havera
necessidade de se inocular o reator com
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0S proprios microrganismos contidos no
efluente. Como a concentragao de
microrganismos no efluente & muito
peguena, o tempo demandado para a
retencao e selecao de uma elevada
massa microbiana pode ser bastante
prolongado (da ordem de 4 a 6 meses).

A inoculagao pode-se dar tanto com o
tanque cheio ou vazio, embora seja
preferivel com ele vazio, a fim de diminuir as
perdas de lodo, durante o processo de sua
transferéncia.

Lettinga et al. (1980) recomendam
preencher 10 a 20% do reator com inoculo
e, entao, completar o volume total com o
residuo a ser tratado. Em reatores de leito
fixo, a quantidade de inoculo deve
corresponder, no minimo, a 10% do volume
do reator.

2.7 As Archaea

Archaea, anteriormente denominadas
arqueabactérias (Staley e Holt, 1989), sao
microrganismos procarioticos, evolutivamente
distintos dos procariotos alocados no
dominio Eubacteria. Archaea, € um dos trés
dominios propostos por Woese e Fox
(1990).

O Dominio Archaea, é um conceito
relativamente recente, & reconhecido como
um grupo importante e independente de
seres vivos, obtido a partir dos trabalhos de
Carl Woese et al. (1990).

Fenotipicamente, as Archaea sao muito
parecidas com as Bactérias. A maioria sao
pequenas (0.5-5 micras) e em forma de
bastonetes, cocos e espirais. As Archaea,
geralmente, reproduzem-se por divisao
binaria, como a maioria das Bactérias. Os
genomas das Archaea sao do tamanho de
2-4 Mbp, similar a maioria das Bactérias. A
maior parte das Archaea sao termofilas. A
maioria, também, & autotrofica ou
dependente de enxofre. Como os
Eucariotas, as Archaea tém abundantes
proteinas similares a histona e ao DNA que
se concentra em forma de nucleosomas.
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Este grupo de microrganismos, tambem, se
distingue pela organizacaoc do genoma,
mecanismos de expressao e regulacao
génica, e pela diversidade metabolica e
fisiologica (Madigan et al., 1997).

A organizacao global de sua membrana
celular é similar a encontrada nas Bactérias
e nos Eucariotas. As Archaea podem alterar
a espessura de sua membrana, incluindo
anéis pentaciclicos em sua estrutura.
Contém grande quantidade de lipidios nos
polos.

Muitas Archaea sobrevivem em condigoes
que matariam outros microrganismos: agua
fervente, lagos super salgados, fissuras
vulcanicas que desprendem enxofre, agua
acida e no gelo antartico. Esses tipos de
Archaea se denominam extremofilos, o que
significa que sao seres que toleram
condigoes extremas.

Existem trés  tipos  principais: as
Crenarchaeota, caracterizadas por sua
habilidade em tolerar condicoes extremas
de temperatura e acidez; as Euriarchaeota,
que incluem as produtoras de metano e que
toleram ambiente salgado; as Korarchaeota,
uma divisao descrita recentemente, que
engloba organismos hipertermofilos pouco
conhecidos, ainda nao cultivados em
laboratorio.

Dentro desses tipos principais existem

alguns sub-tipos:

v Metanogénicas: Archaea que produzem
metano como um produto final de sua
"digestao”, o processo de elaboracao de
energia (ATP). Essas serao objeto de
estudo, nessa avaliacao em efluentes

advindos do  processo  produtivo
suinicola;

v Haldfilas: as que vivem em ambientes
salgados;

v Termofilas: que vivem em temperaturas
extremamente altas;

v" Sicrofilas: que vivem em temperaturas
muito baixas.

O conhecimento cientifico sobre Archaea
vem crescendo rapidamente nos ultimos
anos, com aplicagio de metodologias
moleculares adequadas ao estudo de




organismos ainda nao cultivados em
laboratorio e em habitats naturais. A
amplificacdo e analise filogenética de genes
ribossomais (DNAr ou RNAr 16S) é a
ferramenta mais utilizada nestes estudos.
Sao conhecidas 108 espécies de Archaea
com descricao valida na literatura

internacional (http://www.dsmz.de/bactnom/
bactname.htm).

No Brasil, ha poucos relatos do isolamento e
identificacdo de espécies de Archaea,
sendo estes principalmente relacionados a
estudos em processos de tratamento de
efluentes e producao de metano.

Apesar da grande utilizagdo de sistemas de
digestdo anaerdbia para tratamento de
efluentes e residuos, no Brasil, a realizacdo
de estudos relacionados a diversidade e
sistematica de Archaea é ainda incipiente.

2.8 Bioquimica da digestao anaerdbia

Os acidos graxos volateis intermediarios sdo
0s precursores na formagcao do metano,
sendo o0s mais importantes o acético e o
propiénico. O acido propidnico resulta,
principalmente, da fermentacdo  dos
carboidratos e proteinas presentes, sendo
que cerca de 30% do composto organico
sao convertidos nes:ze Aacido, antes que
possa ser convertido em metano. O acido
acético é o acido intermediario mais
freqlente, sendo formado a partir de todos
compostos organicos. Cerca de 15% da
producao de metano advém de outros
acidos, como o formico e o butirico.
(Chernicharo, 1997)

2.9 Formacao do metano

Em que pese as rotas individuais envolvidas
na formacdao de metano ainda nao estarem
completamente estabelecidas, algum
progresso tem sido obtido atualmente,
nesse sentido. Sabe-se que alguns
microrganismos metanogénicos sao
capazes de utilizar somente o hidrogénio e
0 gas carboOnico para o seu crescimento e
formacdo de metano, enquanto outros sao
capazes de utilizar o acido férmico, o qual é,
antes, convertido em hidrogénio e gas
carbénico.

Conforme ja mencionado, existem duas
rotas basicas para a formacao de metano:
(i) pela clivagem do &cido acético e (ii) pela
redugao do gas carbdnico.

Na auséncia de hidrogénio, a clivagem do
acido acético conduz a formacgao de metano
e gas carbdnico. O grupo metil do acido
acético é reduzido a metano, enquanto o
grupo carboxilico € oxidado a gas
carbdnico:

C* HCOOH =» C'Hy + CO, - Grupo

microbiano envolvido: metanogénicos
acetoclasticos.
Quando o] hidrogénio encontra-se

disponivel, maior parte do metano restante &
formado a partir da reducdo do gas
carbonico. O CO, atua como aceptor dos
atomos de hidrogénio removidos dos
compostos organicos pelas enzimas. O
mecanismo de formacgao de metano, a partir
da reducao do dioxido de carbono, € o
seguinte:

CO; + 4H, => CH; + 2 H.O - Grupo
microbiano envolvido: metanogénicos
hidrogenotréficos. (Chernicharo, 1997)

3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida em reatores
anaerobios em batelada, instalados na
EMBRAPA — CNPMS (Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo), localizado no
Municipio de Sete Lagoas, a 70km de Belo
Horizonte, capital do estado de Minas
Gerais; Coordenadas: 44 1508 de longitude
e 19°28 de latitude; Altitude: 732m. De
acordo com dados obtidos junto a Prefeitura
Municipal de Sete Lagoas, a temperatura
méadia minima anual do municipio é Qde
15,2°C; a média maxima anual é de 28°C;
média anual é de 22,9C; indice médio
pluviométrico anual € de1403mm.

Os efluentes foram coletados em uma
granja de suinos localizada no municipio de
S&do José da Lapa, a 20 km de Belo
Horizonte. A granja possui um plantel de 50
matrizes e adota o regime de ciclo completo.
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A alimentacao dos animais é fornecida com
racao balanceada, misturada na
propriedade, respeitando-se as exigéncias
nutricionais de cada fase produtiva. A
limpeza da granja é feita diariamente, sendo
0s galpdes lavados por jatos de agua sob

pressdo. O efluente foi coletado no
momento da limpeza dos galpdes, no
tanque decantador, no tanque de

decantagdo, abaixo do cano de entrada de
efluente bruto, conforme demostrado na

Figura 1, a seguir.

O sistema de tratamento dos efluentes
gerados na granja consiste em uma
separagao da fase sodlida, por decantagao, e
a fase liquida é destinada a duas lagoas de

estabilizagao.

Figura 1: Foto do tanque-decantador, local de coleta do efluente bruto.

3.1 Caracterizacao dos  reatores

utilizados

Os reatores experimentais projetados foram
considerados como um digestor de baixa
carga, pois, segundo Chernicharo (1997),
nao dispdem de dispositivos de mistura,
sendo usualmente constituidos por um sé
tanque, onde ocorrem, simultaneamente, a
digestdo, o adensamento do lodo e a
formag@o do sobrenadante. Do ponto de
vista operacional, o lodo bruto € adicionado
na parte do digestor em que o lodo esta
sendo ativamente digerido e o biogas
liberado. Esse tipo de reator promove a
estabilizacdo de lodos primarios e
secundarios, no tratamento de efluentes
industriais com elevada concentracdo de
sélidos suspensos. Com o movimento
ascendente do biogas, particulas de lodo e
de outros materiais flutuantes sdo levadas
para a superficie, vindo constituir uma

camada de escuma. Como resultado da
digestao, ocorre a estratificagdo do lodo
abaixo da camada de  escuma,
configurando-se quatro zonas distintas
dentro do reator, que sdo: na parte superior,
a (i) zona de escuma; (i) zona de
sobrenadante; (iii) zona de digestao ativa e,
no fundo, (iv) zona de lodo estabilizado.

Os reatores foram construidos com PVC,
em forma cilindrica e posicionados na
vertical, com 300mm de diametro e 50cm de
altura, tampados com placas, também em
PVC, com 5mm de espessura. Para
assegurar a vedacao total dos reatores, uma
vez que sdo anaerdbios, neles foram
colocadas borrachas, de 8mm de
espessura. Além da vedagao com borracha,
foram instaladas oito presilhas em cada
reator, fixando bem a tampa ao corpo,
conforme ilustra a figura 2, a seguir.
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Para a saida do gas, na parte superior do
reator, foi instalado um bico de gas, em
aluminio, para que fosse possivel a
mensuragao da quantidade de gas
produzida e para possibilitar a coleta de gas
para analise qualitativa. O gas era coletado
por meio de mangotes e seringas agulhadas
de 60m/. Para mensuragao da quantidade
de gas produzida, foi instalado um sistema
construido com garrafas Pet de 2 litros,
cortadas ao meio. Nessas garrafas foram
colocadas escalas graduadas de 1 em 1
centimetro, e a produgao de gas era medida
por meio do deslocamento da garrafa, em

centimetro. Durante o segundo ciclo do
experimento, foi construido um gasdmetro
de PVC, pois este material € mais resistente
e duravel, seguindo a mesma metodologia
de mensuragao dos gases.

O segundo modo de mensuragao do gas
produzido foi realizado com o uso de um
medidor de fluxo.

Os reatores ficaram assentados em uma
bancada de madeira, em ambiente arejado,
porém sem incidéncia direta de sol ou
chuva.

Figura 2: Foto dos reatores construidos para o desenvolvimento da pesquisa.

3.2 Definicao do experimento

O experimento foi instalado com o objetivo
de se estudar a eficiéncia de fermentagao
de reatores de batelada e isolar os
microrganismos metanogénicos que
participam da digestao de matéria organica
de suinos, tendo como foco o grupo
Archaea metanogénicas. Também, para
analisar a eficiéncia dos reatores
anaerobios em batelada no tratamento
desse tipo de efluente, visando viabilizar um
sistema de tratamento de efluentes para as
propriedades onde ha dificuldade para a
instalagdo do sistema de lagoas de

estabilizagao, devido a falta de espago fisico
e/ou de topografia favoravel. A avaliagéo
guantitativa e qualitativa dos gases
produzidos constitui importante objeto do
estudo.

O experimento foi conduzido com trés
repeticoes (utilizando dois in6culos
diferentes, em  concentragdo  pre-
determinada e sem indculo qualquer), em
paralelo, a fim de se verificar se haveria
diferenca no processo de digestdao e
determimar qual a microbiota responséavel
pela degradagao da matéria organica.
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Desse modo, foram definidos trés diferentes

tratamentos, a saber:

v Reatores 1, 2 e 3: 24,0 litros de efluente
bruto de suinocultura + 1,2 litros de
inoculo de suino.

v Reatores 4, 5 e 6: 24,0 litros de efluente
de suinocultura + 1,2 litros de indculo de
bovino.

v Reatores 7, 8 e 9: 25,2 litros de efluente
de suinocultura (sem inéculo).

Preparo do indculo de dejeto de suino: os
dejetos foram obtidos no tangue de
decantacdo da granja (fresco). Foram
coletados 2,5 kg de dejeto de suino (fracdo
solida), que foram diluidos em 10 litros do
efluente bruto, em um balc .. Desse volume,
foi retirado 1,2 litro da mistura e utilizada
como inoculo.

Preparo do inéculo de dejeto de bovino:
foram coletados 2,5kg de dejetos frescos de
bovino, com 18% de Matéria Seca. Esses
dejetos foram diluidos em 10 litros de
efluente bruto de suinocultura, em outro
balde, foram misturados, e foi retirado 1,2
litro da mistura e adicionado na bateria de
reatores (reatores 4,5,6).

O Tempo de Detengéo Hidraulica (TDH), foi
definido em um experimento-piloto, em que
foram colocados 25 litros de efluente bruto
de suinocultura, no reator de batelada, a fim
de se determinar o periodo de inicio e
término da producao de gas, o que indicaria,
de forma indireta, a decradagdo da matéria
organica existente no efluente. Esse
experimento-piloto foi realizado com duas
repeticoes. Portanto, a partir desse
experimento-piloto, foi definido que o TDH
seria de 75 dias.

3.3 Analises
bioquimicas

fisicas, quimicas e

Para as andlises fisicas, quimicas e
biolégicas dos efluentes foram coletadas

amostras, no inicio do experimento, dg' 1

afluente (sem qualquer tratamento anterior)
e do efluente, apds o ciclo de tratamento de
75 dias. Para a realizacao das analises,
foram coletados 4 litros de efluente (bruto e
de cada reator). As analises fisicas,
quimicas e biolégicas foram realizadas no
CNPMS/EMBRAPA e no laboratorio de
analise de agua do DESA - Departamento
de Engenharia Sanitaria e Ambiental da
Faculdade de Engenharia da UFMG, em
Belo Horizonte/MG, seguindo-se a
metodologia utilizada nesses laboratorios.
Os parametros analisados foram:

pH;

Nitrogénio Total;

Fosforo Total;

Potassio;

Calcio;

Magneésio;

Enxofre;

Matéria Seca;

Zinco;

Ferro;

Cobre;

Sadio;

Carbono;

Relacao C/N;

DBO:s.

o Mo R N e B B B & %o 8 % 8 8 %

3.4 Analise quantitativa do biogas

A primeira mensuragao da quantidade de
gas produzido foi por meio das garrafas
Pet's (deslocamento em cm) e, também, foi
construido um gasémetro de PVC, medindo-
se o deslocamento em centimetro. A
segunda mensuragdo do gas produzido foi
realizada através do uso de um medidor de
fluxo. Abriu-se o fluxo de gas, atraves das
borrachas dos gasémetros, e quando
passava o gas pelo medidor, tinha-se,
entdo, o gas medido em mi/min de gas
produzido.
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Figura 4: Foto do medidor de fluxo.
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3.5 Analise qualitativa do biogas

A analise qualitativa do biogas foi realizada
somente na segunda etapa do experimento,
no laboratorio de Andlise de Efluentes
Atmosféricos do  DESA/UFMG,  por
cromatografia gasosa, utilizando-se o
cromatografo de marca Perkin Eimer — Auto
System XL. As determinacbes das
porcentagens de metano e gas carbonico,
contidos nas amostras de biogas, foram
feitas, comparando-se  graficos das
amostras com o gréfico de um gas-padrao.
As analises foram feitas quinzenalmente.

Para coleta do gas foram utilizadas seringas
de 60 mL, adaptadas em sua ponta com
“‘three way” utilizados para administracao de
soro hospitalar. Esse dispositivo permitiu
“selar’ a saida e assegurou que nao
houvesse extravasamento do gas, do local
do experimento até o laboratorio. Antes da
coleta da amostra, as seringas foram
lavadas e ambientadas com trés aspiracées
e descartes consecutivos, para se evitar a
interferéncia de gases atmosfericos.

O procedimento para a analise foi o

seguinte:

v" Injetou-se gas Hélio no aparelho, a fim
de “lavar” todo equipamento;

v Injetou-se gas - padrao, com as
proporgdes dos gases conhecidas (47%
de gas metano, 25% de gas carbdnico,
2,015% de hidrogénio e 0,514% de
monoxido de carbono). Repetiu-se esse
procedimento, para certificar-se de que a
leitura da amostra foi feita corretamente.
Fez-se, entdo, a leitura das amostras.

3.6 Avaliacao quantitativa da populacao
bacteriana

A diversidade microbiana foi avaliada no
cultivo em placa Petri, em agar batata, meio
nao seletivo. A diversidade foi pesquisada
tanto no afluente gquanto no material contido
nos reatores, onde ocorreu degradacao de
parte da matéria organica e nos reatores
que nao funcionaram. O objetivo era
comparar a diversidade microbiana no
afluente com a biodiversidade naqueles
reatores que degradaram a matéria

organica, verificando se houve alteracao
dessas colonias.

As amostras foram coletadas dos reatores,
no inicio e no final de cada ciclo (batelada),
ou seja, no dia zero e no 75° dia. As
amostras foram diluidas em solucao salina
(0,85% de NaCl). Para a contagem da
populacdo microbiana, foram retiradas
aliguotas de 100 ul para realizar uma
diluicdo seriada decimal, e essas foram
plagueadas, em duplicatas, em meios
definidos, citados a seguir. As populagoes
(unidade formadora de colénia, UFC mL™)
de microrganismos foram estimadas em
meio de agar-batata. Apos a incubacgao, as
colénias de microrganismos anaerobios
foram estimadas nos meios, ja citados, apos
a incubacao em camaras de anaerobiose.

Para composicdo do agar batata foram
utilizados os seguintes componentes:
Batata: 200 g/L;

v Acido malico + KOH: 2,5 g/L;

v Agucar cristal: 2,5 g/L;
v
v

<

Vitamina: 1mL;
Solucao de micronutrientes NFb: 2 mL.

O procedimento para Contagem da
Populagdao Microbiana em dejeto de suino
foi o seguinte:

v Utilizaram-se 10 amostras do dejeto de
suino do afluente e dos reatores em que
houve degradagao da matéria organica
(reatores 1, 2 e 3) e dos reatores que
nao funcionaram (4, 5, 6, 7, 8, e 9);

v Foi pipetado 1 mL de cada amostra,
previamente homogeinizada e transferida
para tubos de ensaio contendo 9 mL de
solugado salina a 0,85%;

v A partir desta primeira diluicdo, foram
feitas mais trés diluicdes: 10%; 10° e 107

v Foi utilizado o meio BDA para inoculacao
de 100pL das diluicdes 107 10° e 10°7;

v As aliquotas de 100puL das diluigoes
foram espalhadas no meio de cultura,
utilizando-se a alga de Drigaisk
esterilizada;

v As placas foram incubadas em
temperatura ambiente e na posi¢ao
invertida, para que nao houvesse
condensacdo da agua do meio de
cultura, na tampa da placa de Petri;
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v Foi feita a primeira avaliacdo apds 72
horas de incubacao.

Para o calculo das UFC/mL foi multiplicada
a media do numero de coldnias observadas
pelo o inverso da diluicao.

3.7 |dentificacao de Archaea

A avaliacao de alteracGes da estrutura da
comunidade de Archaea, bem como sua
identificacao, foi efetuada por meio do
metodo proposto por Muyzer et al. (1993).

O mérito maior desta metodologia, baseada
em analises de acido nucléicos, é permitir a
identificacdo de microrganismos de uma
amostra qualquer, independente de seu
cultivo in  wvitro. A variabilidade nas
sequéncias de rDNA 16S foi avaliada por
eletroforese em gel de poliacrilamida com
gradiente desnaturante (DGGE), técnica
essa desenvolvida por este autor, que
consiste na separacao dos fragmentos de
DNA (principalmente, do rDNA 16S) em gel
de poliacrilamida contendo um gradiente
linear de formamida e uréia. As variagoes na
composi¢ao de nucleotideos dos diferentes
fragmentos de DNA determinam seu
comportamento de migracaoc em posicoes
diferentes (Muyzer et al, 1998). O
comportamento de migracdo do fragmento
de DNA no DGGE & governado nao apenas
pela composigao de nucleotideos (contendo
G + C), mas também pelas interacoes entre
eles dentro da molécula.

Para analise do perfil microbiano pela
técninca de DGGE e identificacdo de
espécies, foi extraido o DNA do total do
sedimento das seguintes  amostras:
amostras de 1 a 9 representando o0s
reatores com mesmo numero, do segundo
ciclo do experimento. A amostra n°. 10 foi
obtida do afluente do primeiro ciclo do
experimento. A amostra n°. 11 foi obtida do
afluente do segundo ciclo do experimento. A
amostra n°. 12 foi obtida de uma amostra
composta dos reatores 1 e 2 do primeiro
ciclo do experimento (reatores que
funcionaram).

A extracao do DNA  total de
microorganismos presentes nas amostras
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foi realizada por meio de analise mecanica e
purificacao, utilizando o Kit FastDNA Spin
for soil (Bio101). Os DNAs totais extraidos
foram amplificados em reacao de PCR
(reacao em cadeia da enzima RNA
polimerase) com iniciadores especificos.
Para o DGGE de Archaea foi realizado um
primeiro PCR com os primers espcificos
para Archaea (Ard4f: 5- TCY GGT TGA
TCC TGC CRG -3 ; Ar25f: 5" - CYG GTY
GAT YCT GCC RG -3'; Ar958r: 5" - YCC
GGC GTT GAM TCC AAT T -3 ; Un1492r:
5 -GGT TACCTTGTTACGACTT-3)e
posteriormente um segundo PCR (nested)
para introducao do grampo de CG (clamp)
nos amplicons do primeiro PCR.

Para realizacago do DGGE de bactérias
utilizaram-se 0s iniciadores universais para
bactérias (F968 CG e R1401). As reacoes
de PCR foram realizadas a: 94°C por 1 min,
55°C, por 1 min e 72°C por 3 min (35
vezes); 72°C por 10 min. A idéia basica
consiste em separar, pelo aguecimento, as
fitas de DNA contendo o segmento a ser
amplificado e permitir, por resfriamento
lento, o] seu pareamento com
oligonucleotideos contendo  sequéncias
especificas (“primers”), que servem como
iniciadores para a sintese de DNA. A
incubacao na presenga de DNA polimerase
e nucleotideos trifosfasto permite a
extensao da cadeia a partir do “primer’. A
realizacdo deste procedimento repetidas
vezes oferece a amplificacao em progressao
geomeétrica da sequéncia em questao.

Apos a reacao de PCR, os amplicons do
rDNA foram separados por eletroforese em
gel de gradiente (DGGE). A eletroforese foi
realizada em unidade de DGGE da Biorad
(Richmond, USA). Os gradientes foram
formados a partir de solugbes estoque de
poliacrilamida (6%) contendo 0% e 100% de
desnaturantes (uréia 2 formamida
desionizada). Os produtos de PCR foram
aplicados em gel contendo 6% de
poliacrilamida, com gradiente de
desnaturantes de 45% a 65%. As condicoes
de eletroforese foram de 16h a 60 C e 70V
em tampao TAE 1X. Apds a eletroforese, o
gel foi corado com brometo de etideo e
fotografado em camera digital.




As bandas importantes foram cortadas do
gel com lamina de bisturi cirdrgico. Elas
foram eluidas em 50 pL de agua ultrapura
por aproximadamente 2 horas, sob
temperatura ambiente e por 2 horas sob
temperatura de -20C. Depois de
centrifugadas por 1 min, cerca de 5uL do
DNA eluido de cada banda do DGGE foi
reamplificado, seguindo-se cada condicdo
especifica de PCR, como ja descrito
anteriormente. Em seguida, aliquotas de 30
L dos produtos amplificados foram
aplicadas em um gel de agarose a 1,5%,
corados com brometo de etidio e mais uma
vez excisados do gel, sendo posteriormente
purificados usando-se o Kit Qiagen para
purificacao do produto de PCR extraido do
gel. As sequéncias de DNA eluidas de cada
banda de DGGE e purificadas foram
reamplificadas por PCR usando o kit Big
Dye Terminator v3.1. Cycle Sequencing
(Applied Biosystems). Os fragmentos de
DNA foram inseridos no seglenciador
capilar ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

As sequéncias geradas foram alinhadas
com sequéncias disponiveis em banco de
dados, utilizando-se o GCG - programa de
computador - & pesquisadas, utilizando-se o
“BLAST Sequence Similarity Search”.

Portanto, a diversidade genética obtida no
gel de DGGE, foi determinada pelo numero
de amplicons presentes em cada amostra. A
similaridade entre as estruturas de
comunidades de Archaea foi determinada
com base na presenca ou auséncia de
bandas detectadas no gel. Os dados obtidos
foram analisados por meio de analises de
cluster (programa STATISTICA). No final, foi
estudado o relacionamento da diversidade
das populagées de Archaea e o0s
parametros da biodigestao. As técnicas de
isolamento, cultivo, extragao de DNA foram
obtidas junto ao CNPMS da EMBRAPA.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Sao apresentados e discutidos, a seguir, 0s
resultados obtidos.

Os reatores de n® 1, 2 e 3 que funcionaram
dentro do ciclo estabelecido de 75 dias.
Esses reatores receberam inoculo de suino.
Os reatores de n™ 4 a 9 nao funcionaram,
dentro do ciclo de 75 dias. Esses reatores
receberam inoculo de bovino (ndo adaptado
- 4,5 e 6) ou nao receberam inoculo (7,8 e
9). Nao foi possivel identificar os motivos
pelos quais esses reatores nao tiveram
funcionamento pleno como os demais. Foi
descartada a possibilidade de vazamento de
gas, e de entrada de oxigénio. Porém, nao
foram avaliados os parametros fisico,
guimicos e biologicos, a fim de diagnosticar
algum toxicidade ou desequilibrio no
sistema que pudesse prejudicar o
desenvolvimento da biomassa.

41 Analises fisicas, quimicas e
bioquimicas

As analises fisicas, quimicas e bioguimicas
foram realizadas retirando-se amostra do
afluente e efluentes dos reatores que
funcionaram (1, 2 e 3). Para obter a amostra
dos reatores 1, 2 e 3 foram retirados 2 litros
de efluentes de cada um dos trés reatores,
gue foram misturados em balde, limpo e
seco, de onde se retirou 2 litros de efluente
para analise (amostra composta).
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Tabela 2 : Resultados da analise fisica. quimica e biologica — Primeiro ciclo do experimento.

Parametros Afluente (mg/L) Efluente Reatores que Parametros da DN COPAM
funcionaram 1, 2, 3.(mg/L) 010/86
pH 6.9 7.3 Atende '
Nitrogénio Total 979,4 474 3 Depende da classe da agua
Faosforo 160,0 23,6 Depende da classe da agua
Potassio 4112 236,2 Depende da classe da agua
Carbono 3.046,0 654,9 Depende da classe da agua
Calcio 2899 76,2 Depende da classe da agua
Magnesio 61,2 12,9 Depende da classe da agua
Enxofre 78,8 21,4 Depende da classe da agua
Disponivel
DBOs 5.239,0 2.122,0 Nao atende
Zinco 12,6 1,2 Atende
Ferro 227 09.8 Atende
Cobre 9,6 04 Atende
Manganés 3.7 0,3 Atende
Sodio 96,4 31,0 Depende da classe da agua

Obs.: Nessa amostra, o teor de matéria seca (M.S. 65°C) no efluente bruto foi de 3,52 g/L.

Segundo a Deliberagdo Normativa COPAM
n°.010/86, que delibera sobre o langamento
de efluentes em corpos dagua e os
classifica quanto a qualidade de agua, tem-
se:

Art. 12: “Nas aguas de Classe Especial nao
serdo tolerados langamentos de aguas
residuarias, domesticas e industriais, lixo e
outros residuos solidos, substancias
potencialmente téxicas, defensivos
agricolas. fertilizantes quimicos e outros
poluentes, mesmo tratados.” E ainda: Art.
13.: “Nas aguas das Classes 1 a 4 serao
tolerados lancamentos de despejos, desde
que, além de atenderem ao disposto no Art.
15 desta Deliberagcao Normativa, nao
venham a fazer com que os limites
estabelecidos para as respectivas classes
sejam ultrapassados.”

Art. 15:"0Os efluentes de qualquer fonte

poluidora somente poderao ser lancados,

direta ou indiretamente, nos corpos d’'agua,

desde que obedecam as seguintes

condicoes:

a. pHentre 6,5 e 8,5 (+/- 0,5);

b. temperatura: inferior a 40°C, sendo que a
elevacao de temperatura do corpo
receptor nao devera exceder a 3°C;
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materiais sedimentaveis: até 1ml/litro em
teste de 1 hora em cone Imhoff. Para o
lancamento em lagos e lagoas, cuja

velocidade de circulagao seja
praticamente  nula, os  materiais
sedimentaveis deverao estar
virtualmente ausentes;

regime de lancamento com vazao

maxima de até 1,5 vezes a vazao media
do periodo de atividade diaria do agente
poluidor;

. Oleos e graxas: Oleos minerais até 20

mg/L e oOleos vegetais e gorduras
animais até 50 mg/L;

auséncia de materiais flutuantes;

DBOs dias a 20°C: no maximo de 60
mg/L (este limite so podera ser
ultrapassado no caso do sistema de
tratamento de aguas residuarias reduzir
a carga poluidora do efluente, em termos
de DBO5 dias a 20°C do despejo, em ,
no minimo de 85%.);

. DQO: no maximo de 90 mg/L (este limite

sO podera ser ultrapassado no caso do
sistema de tratamento de aguas
residuarias reduzir a carga poluidora do
efluente, em termos de DQO do despejo,
em, no minimo, 90%);

Solidos em suspensao: uma
concentracdo maxima diaria de 100 mg/L




ou uma concentracao media aritmética
mensal de 60 mg/L;

j. Valores maximos admissiveis de
algumas substancias: (valores
importantes em suinocultura):

Amonia: 5.0 mg/L;
Cobre: 0,5 mg/L;
Zinco: 5,0 mg/L.

I. Tratamento especial, se provierem de
hospitais e outros estabelecimentos nos
quais haja despejos infectados com
microorganismos patogénicos.”

O pH variou dentro dos limites considerados
satisfatorios para atividade metanogénica,
estando no limite superior, naqueles
efluentes que estavam nos reatores que
funcionaram. A pouca variabilidade do pH
indica bom funcionamento desses reatores,
pois nao houve acidificagdo do meio, o que
poderia culminar na redugao da atividade
metanogénica destes. O pH no efluente final
ficou dentro dos parametros exigidos na DN
COPAM 010/86. A acidificacéo de um reator
indica a prevaléncia da atividade das
bactérias acidogéncias e,
conseguentemente, reducao da
biodiversidade metanogénica, pois esses
microrganismos nao toleram meios acidos,
reduzindo a eficiéncia de tratamento dos
efluentes. Quando uma populagdo de
microrganismos metanogénicos encontra-se
em quantidace suficiente e as condigdes
ambientais no interior do sistema de
tratamento sao favoraveis, estas utilizam os
acidos intermediarios tao rapidamente
quanto estes sdo formados. Como
resultado, os acidos nao se acumulam no
meio e o pH permanece numa faixa
favoravel ao0s microrganismos
metanogénicos e o sistema anaerobio é
considerado em equilibrio.

Com relagcao aos parametros de N, P, K,
DBO, os resultados foram inferiores ao
exigido na legislagdo ambiental (DN
COPAM 010/86), porém, ¢é importante
ressaltar que o tratamento de efluentes de
suinocultura, por terem cargas organicas
elevadas, € realizado em varias etapas.
Comumente, faz-se, numa primeira etapa, a
separacao da fracao liguida da solida (o que
ja reduz a carga organica em cerca de 20%,
de acordo com a literatura); a segunda

etapa, faz-se por meio de um processo
biologico (onde os reatores substituiriam as
lagoas de estabilizacao) e, se necessario
for, ha ainda uma terceira etapa de
tratamento, que consiste na passagem do
efluente por uma lagoa de maturacao ou de
polimento, a fim de finalizar o tratamento e
permitir o atendimento da norma ambiental.

O nitrogénio teve eficiéncia de reducdo de
sua concentracdo de 51,58%, quando
comparado o afluenie com o efluente
tratado. A eficiéncia de reducao da
concentracao de fosforo foi de 85,22%. Para
potassio, esta eficiéncia foi de 42,56%.
Essas reducOes nesses parametros irao
atender ou nao a legislacdo ambiental,
dependendo da classificagdo de qualidade
de agua do corpo receptor, quando os
padroes exigidos sao mais ou menos
restritivos. De um modo geral, a analise de
eficiéencia de um sistema de tratamento de
efluentes sdao observados dois parametros
DBO;s e DQO.

A eficiéncia de reducao da DBOs foi de
59,51%. A DN COPAM 010/86, que dispoe
sobre a classificagdo de corpos d’agua e do
lancamento de efluentes, determina uma
eficiéncia de tratamento de efluentes de, no
minimo 85%, ou que o valor final seja
inferior 2 60 mg/L. Como pode-se observar,
a eficiéncia dos reatores anaerobios em
batelada, para o parametro DBO;s foi inferior
ao exigido na legislacao. Porem, cabe
ressaltar que, nao foi realizado o tratamento
primario nos afluentes dos reatores, sendo
colocados o afluente com fragao solida mais
fracao liguida para encher os reatores.

Com relacao ao carbono total, esse teve
uma eficiéncia na remocao de 78,49%. Esse
carbono foi retirado do sistema atraves da
formacdo dos gases metano e CO,,
portanto, sua reducdo se deu pela
transformagao em produtos gasosos.

Se considerarmos que foi colocado o
afluente nos reatores anaerobios, sem
qualquer tipo de tratamento anterior e se
obteve reducdo média, dos parametros, da
ordem de 50%, alguns parametros em
guase 80%, pode-se concluir gue esse
sistema de tratamento tem uma eficiéncia
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média no tratamento desse tipo de efluente.
Ha necessidade de realizar uma repeticao
do experimento, agora, utilizando como
afluente apenas a fracdao liquida dos
efluentes de suinocultura e avaliar se a
eficiéncia do siziema atinge aos parametros
exigidos na legislacao ambiental vigente.

Para os micronutrientes, 0s mais
importantes em suinocultura sao cobre e

Tabela 3 :
experimento.

zinco, utilizados na alimentacao dos animais
como promotores de crescimento, e, por
isso, encontram-se em concentracoes
elevadas nos efluentes. Considerando a
eficiéncia de remocao desses dois
elementos. pode-se concluir que os reatores
foram eficazes. Com efeito, o zinco teve
uma reducao de 90,24% e o cobre, de
95,57%, atingindo ao padrao exigido na
legisiagdo ambiental vigente.

Resuitados das andlises fisicas, quimicas e biolégicas — Segundo ciclo do

Parametros Afluente (mg/L) Efluente reatores Parametros da DN COPAM
1,2e 3 (mg/L) 010/86
pH 6.6 7.7 Atende
Nitrogénio Total 1.540,1 954,3 Depende da classe da agua
Fosforo 410,2 63,6 Depende da classe da agua
Potassio 431,6 296,3 Depende da classe da agua
Carbono 6.262,0 923,6 Depende da classe da agua
Calcio 545,4 145,8 Depende da classe da agua
Magnesio 183,7 32,0 Depende da classe da agua
Enxofre Disponivel 129,5 54,0 Depende da classe da agua
DBOs 5.100,0 2.414,0 Nao atende
Zinco 18,3 3,6 Atende
Ferro 50,6 14,0 Nao atende
Cobre 23,8 7,0 Nao atende
Manganés 5,8 1,4 N&ao atende
Saodio 102,6 91,0 Depende da classe da agua
N-NO; 9.8 4.8 Atende
N-NH, 959,6 636.9 Depende da classe da agua

A avaliagado e monitoramento do pH em
reatores anaerobios €& de extrema
importancia, uma vez que 0s
microrganismos metanogénicos sdo 0os mais
sensiveis as variagées de pH. O pH é um
fator importante no crescimento das
bactérias, sendo que a maioria delas nao
dolera pH acima de 9,5 ou abaixo de 4,0.
Metcalf e Eddy (1991) citam a faixa otima de
pH para o crescimento de bactérias entre
6,5 e 7,5. No processo anaerobio, 0s
diferentes grupos de bactérias podem
apresentar faixas otimas de pH com valores
diferentes. Por exemplo, os microrganismos
produtores de metano tém um crescimento
otimo na faixa de pH entre 6,8 e 7.4,
Zehnder et al. (1982). As bactérias
produtoras de acidos graxos volateis,
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produtos gerados durante a decomposicao
anaerobia, tém crescimento otimo na faixa
de pH entre 50 e 6,0 (Chernicharo e
Aroeira, 1994).

O pH, nesse segundo ciclo do experimento,
nos reatores que tiveram degradacao da
matéria organica, ou seja aqueles que
funcionaram, registrou ligeira alcalinidade,
quando se compara com a variabilidade
considerada d6tima para crescimento
bacteriano. Porém, ainda assim, o aumento
do pH foi pouco expressivo, nao
prejudicando o processo. O pH atendeu aos
parametros exigidos na legislagao ambiental
vigente.




Os parametros N, P, K e DBQO;, tal como
ocorrido no primeiro ciclo do experimento,
tiveram eficiéncia meédia de 50% de
remocao desses parametros no efluente
final. Do mesmo modo, esses parametros
medidos no efluente pds-tratamento nao
alcancaram os valores estabelecidos na
legislacao ambiental vigente no Estado
(Deliberacao Normativa COPAM 010/86)
exigindo, portanto, um tratamento
complementar a fim de atender esses
requisitos. A eficiéncia de remocdo dos
nutrientes foi de: N (38,03%); P (84,48%); K
(31,35%) e DBOs (52,66%).

O carbono teve uma eficiéncia em remocao
de 85,25%. A formagado do metano, seja
pela clivagem do &cido acético gerando
metano e gas carbbnico ou seja pela
reducdo do gas carbénico, em metano e
agua, houve grande utilizagdo de carbono
pelos  microrganismos  metanogénicos,
liberando-o para a atmosfera sob a forma de
gases, metano e carbdnico, reduzindo sua
concentragao no efluente tratado.

Os micronutrientes cobre e zinco tiveram
uma eficiéncia de remocdo de 70,58% e
80,19%, respectivamente, confirmando a
eficiéncia dos reatores na reducdo desses
micronutrientes. Porém, nessa repeticdo do

experimento, embora tenha havido grande
reducao da concentracdo do micronutriente
cobre, essa ainda nao foi suficiente para o
atendimento a legislagao ambiental vigente.

Outro elemento importante em  ser
analisado, foi o sodio que teve uma reducéo
insignificante, cerca de 11,3%. Esse
elemento é importante, caso haja disposi¢ao
em solo do efluente, pois, com o tempo,
podera ocasionar salinizacdo do solo. Fator
esse, importanie para ser analisado, e até
mesmo caso a disposicao final seja em
corpo d'agua cuja vazao seja pequena,
podendo ocasionar morte de alguns
organismos aquaticos mais sensiveis.

4.4 Analise qualitativa dos gases

Mistura de gas padrao:

Hidrogénio: 2,015% mol/mol;

Géas carboénico: 25,0% mol/mol ;

Gas metano: 47% mol/mol;

Mondxido de Carbono: 0,514% mol/mol;
Nitrogénio: 25,4710% mol/mol.

A analise dos gases foi realizada a partir da
coleta dos gases produzidos nos reatores
anaerobios que funcionaram, onde analisou-
se a quantidade de metano e gas carbdnico
produzido.

Tabela 4: Resultados das coletas realizadas nos reatores em funcionamento (1, 2 e 3), no

segundo ciclo.

Amostra Metano (%) Gas carbbnico (%)
17/01/05 47,99 24,94
31/01/05 48,45 25,12
14/02/05 63,47 30,70
28/02/05 71,28 24,91
14/03/05 66,37 30,50
28/03/05 45,43 54,41
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Figura 5: Resultados das coletas de gases realizadas nos reatores em funcionamento (1,2,3),

durante o segundo ciclo do experimento.

Os 4cidos volateis mais importantes para a
formagdo do metano sdo o acético e o
propidnico. O 4acido propidnico resulta,
principalmente, da fermentagdo dos
carboidratos e proteinas presentes, sendo
que cerca de 30% do composto organico &
convertido nesse 4&cido, antes que seja
convertido em metano.

O 4&cido aceético € o acido intermedidrio mais
abundante, sendo formado praticamente a
partir de todos compostos organicos. Esse
acido & precursor de cerca de 72% do
metano formado e, juntamente com o &cido
propidnico, de cerca de 85% da formagao
do metano.

Desse modo, ha dois mecanismos bédsicos
de formacgao de metano, e, ao ser analisado
o grafico anterior, entende-se porque a
curva de produgdo de metano cresce a
medida que ha decréscimo na formagao de
gas carbdnico, até atingir o limiar de
produgdo de metano, quando a situagao,
entédo, se inverte. O primeiro mecanismo de
produgdo de metano se da a partir da
clivagem do &acido acético, que, conforme
comentado anteriormente, esta em altas
concentragdes no efluente, por agdo das
bactérias acetogénicas e fermentativas
(inicio da degradagdo da matéria orgénica).
Nesse momento, h4 aumento na produgédo
de gas metano e certa produgdo de gas

carbdnico, resultante da clivagem do acido
acético, conduzindo a formacgao de metano
e gas carbdénico (C*H;COOH — C*H, +
CO,). O grupo metil do &acido acético é
reduzido a metano, enquanto o grupo
carboxilico & oxidado a gas carbonico,
realizado pelos microrganismos
metanogénicos  acetoclasticos.  Nesse
momento, ha incremento na produgdo dos
dois gases, resultantes da clivagem do
acido acetico.

Apds a data de 14/02/05, observou-se
aumento continuo na produgdo de gas
metano e queda na producdo de gas
carbdénico. Isso se da pela agdo dos
microrganismos hidrogenotréficos, os quais,
na preseng¢a de hidrogénio livre, formaréo
metano a partir desse hidrogénio. O CO,
presente atua como aceptor dos atomos de
hidrogénio removidos dos compostos
organicos pelas enzimas (redugcdo da
concentragdo de CO, no meio). Uma vez
que o gas carbbnico encontra-se sempre
presente em excesso em um reator
anaerdbio, sua redugdo a metano nao e
fator limitante no processo. Assim, a
formagao de metano se da pelo seguinte
mecanismo: CO, + 4H, — CH; + 2H.0.
Desse modo, explica-se porque ha
crescente  produgdo de metano e
decréscimo na liberagdo de gas carbdnico.
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Além disso, deve ser ressaltado gue o
metano produzido no processo de digestao
anaerobia e rapidamente separado da fase
liquida, devido a sua baixa solubilidade em
agua, resultando em elevado grau de
degradacao dos despejos liquidos, uma vez
que este gas deixa o reator na fase gasosa.
O dioxido de carbono, ao contrario, € bem
mais soluvel em agua que o metano, saindo
do reator parcialmente como gas e
parcialmente dissolvido no efluente liquido.
Desse modo, ha acréscimo na curva do
CO,, apoés a degradagcdao da matéria
organica, devido ao seu despreendimento
ser mais lento.

4.4 Analise quantitativa dos gases

A analise guantitativa dos gases foi avaliada
atraveés do medidor de fluxo de gases e
através dos gasOmetros construidos em
garrafas Pet's e em PVC. Avaliou-se a
guantidade de gas produzidos por dia e
acumulado no periodo do experimento, a
fim de conhecermos a quantidade de gas
que a produzido no sistema anaerobio. A
finalidade de se conhecer & possibilitar a
utilizacao desse gas para fornecimento de
energia.

Tabela 5: Analise quantitativa da produgao de gases no primeiro ciclo do experimento.

Data Deslpcamento Deslocamento Temp. Min. Temp. Max. Deslocamento
matinal (mL) a tarde (mL) °«C °C acumulado (mL)
12/nov 1.767,8 1.767,8 21,5 32,2 3.535,6
16/nov 1.767.,8 1.767,8 19,2 26,6 7.071,2
17/nov 839,2 839,2 20,1 30 8.749,6
18/nov - 1.5632,1 19,4 29,7 10.281,7
19/nov 1.532,1 2.003,5 19,6 28,5 13.817,3
20/nov 2.828,5 - 19.4 29,2 16.645,8
26/nov 4.242 .8 3.653,5 17,6 32,5 245421
29/nov 4.242,8 825,0 20,2 29,6 29.609,9
30/nov 1.532,1 7071 19.9 25,8 31.849,1
1/dez 2.475,0 825,0 18,7 248 35.149,1
2/dez 3.653,5 424238 18 25,8 43.045,4
3/dez 7.049,9 1.532,1 17,7 26,3 51.627,4
6/dez 7.049,9 4.360,6 19,4 30,6 63.037,9
7/dez - 1.532,1 19,6 31,6 64.570.0
8/dez - 2.710,7 18,7 29 67.280,7
14/dez 3.771.4 - 20 30 71.052,1
15/dez 9428 1.532,1 19,3 28,1 73.527,0
16/dez 2.239,5 2.592,8 19.4 291 78.359,3
17/dez 2.828,5 3.300,0 17,4 28,6 84.487,8
20/dez 2.239,5 - 19,9 254 86.727,3
21/dez 942,8 - 19,2 28 87.670,1
.23/dez 839,2 - 18.3 24.6 88.509,3
27/dez 21214 2.003,5 20,7 314 92.634,2
28/dez 21214 7071 17,6 32,2 95.462,7
29/dez 1.4143 - 18,7 29,6 96.877,0
4fjan - 1.650,0 19,8 28 98.527,0
5/jan - - 18,3 27,3 98.527,0
6/jan 1.414.3 - 19,4 28 99.941,3
7/jan - - 19.4 291 99.941,3
Total 59.856,50 40.084,80 2 - 99.941,30

( - ): valor nao determinado
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Figura 6: Andlise quantitativa da produgao de gases no primeiro ciclo do experimento.

A média da temperatura méaxima registrada
no CNPMS, no periodo em que se
desenvolveu o  primeiro ciclo do
experimento, compreendido entre 12 de
novembro de 2004 e 07 de janeiro de 2005,
foi de 28,6°C e da temperatura minima, de
19,1°C. O desvio-pardrao da temperatura
méaxima foi 2,2°C e da temperatura minima
foi de 0,9°C. A correlacdo entre a
temperatura ambiente e a produgao de

biogas pelos reatores foi de 0,21,
demonstrando baixa correlagao entre esses
parametros.

Medida a produgdao de biogas no medidor
de fluxo, cada centimetro deslocado no
gasdmetro correspondeu a 235,71 m/ de
biogas produzido. A quantidade total de gas
produzido foi pela manha de 59.856,50 mi e
a tarde 40.084,80 mi.
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Tabela 6: Analise quantitativa dos gases no segundo ciclo do experimento

Data

Deslocamenio Deslocamento a Temperatura Temperatura

Deslocamento

matinal (ml) tarde (mi) Min. (°C) Max. (°C) acumulado (ml)
11/jan 2.100,0 2.100,0 19,8 30,8 4.200,0
18/jan 7875 = 20,8 29,9 4.987.5
19/jan 2.887,5 1.837.,5 19,5 28,4 9.712,5
24/jan 4.987,5 - 20,5 33,2 14.700,0
25/jan 4.462,5 4.068,8 19,8 31,6 23.231,3
26/jan 4.593,8 - 19,6 30,8 27.825,1
27/jan 1.443,8 - 19,4 31,6 29.268,9
31/jan 2.493.8 - 19,3 29,2 31.762,7
1/fev 3.937,5 1.181,3 19,6 26,2 36.881,5
2/fev 1.837,5 1.837.5 17,2 23,1 40.556,5
3/fev - 2.625,0 18,5 21,0 43.181,5
4ffev 2.100,0 18.2 21,3 45.281,5
15/fev - 3.281.3 18.1 32,0 48.562,8
16/fev 2.887,5 3.281,3 19,6 31,4 54.731,6
17/fev 3.018,8 2.625,0 20,0 32,5 60.375,4
18/fev 2.362,5 1.706,3 20,1 29,9 64.444.2
21/fev - - 18,6 31,6 64.444,2
23/fev - - 16,6 32,0 64.444.2
24/fev - - 18,2 33,2 64.444.2
25/fev 3.150,0 - 19,1 31,6 67.594,2
28/fev - - 19,0 27,3 67.594,2
1/mar = 787,5 20,0 26,2 68.381,7
2/mar 3.281.3 - 19,9 23,1 71.663,0
3/mar 4.987,5 - 17,4 21,0 76.650,5
4/mar 3.806,3 < 18,2 21,3 80.456,8
7/mar - 2.100,0 18,3 30,7 82.556,8
8/mar - 3.675,0 18,2 31,0 86.231,8
9/mar 2.100,0 “ 19.6 31,4 88.331,8
10/mar 2.625,0 £ 18,6 29,5 90.956,8
14/mar - 1.968,3 18,1 29,0 92.925,1
15/mar 3.281,3 - 20,2 30,3 96.206,4
16/mar 3.150,0 2.756,3 18,6 27,3 102.112,7
17/mar 3.281,3 3.281,3 18,3 23,6 108.675,3
21/mar * - 17.7 19,0 108.675,3
22/mar - 2.887,5 18,0 23,2 111.562,8
23/mar 2.887,5 - 17.4 20,0 114.450,3
24/mar . 2.887,5 19,0 26,7 117.337,8
TOTAL 70.350,40 46.987,40 117.337.80

(-): valor nao determinado.
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Figura 7: Andlise quantitativa dos gases no segundo ciclo do experimento

A média da temperatura maxima registrada
no CNPMS, no periodo compreendido entre
11 de janeiro de 2005 e 24 de margo de
2005, periodo em que se desenvolveu o
segundo ciclo do experimento, foi de 26,6°C
e da temperatura minima, de 18,7°C. O
desvio-pardrao da temperatura maxima foi
4,67°C e da temperatura minima foi de
0,9°C. A correlagao entre a temperatura
ambiente e a produgdo de biogds pelos
reatores foi de 0,39, demonstrando fraca
correlagdo entre esses parametros, tal como
ja fora observado no primeiro ciclo.

A produgdo do biogas foi medida utilizando-
se o medidor de fluxo, também, e a cada
centimetro do gasdémetro que foi deslocado,
corresponde a 2625 mL de biogas
produzido. O volume total de gas produzido

foram pela manha de 70.350,4 mL e a tarde
46.987,4 mL.

4.5 Andlise da contagem da populacao
microbiana em dejeto de suino

Apesar de haver testes para crescimentos
de fungos e actiomicetos, nao foram
observados crescimento em nenhuma
placa, para esses microrganismos. Houve
um aumento quantitativo da microbiota
bacteriana, se comparado o afluente com as
amostras coletadas nos reatores. Houve,
também, um aumento na diversidade
bacteriana, que sera discutido. A seguir , a
tabela 7 demonstra os valores quantitativos
da populagdo bacteriana presente no
afluente e nos reatores.

Tabela 7: Populagao e bactérias presentes nos efluentes dos reatores no segundo ciclo do

experimento.
Amostras Meio de Cultura UFC m/’
1 (reatores 1, 2 e 3) BDA 2,85x 10°
2 (reatores 4, 5 e 6) BDA 6,0 x 10°
3 (reatores 7, 8 & 9) BDA 8,7 x 10*
4 (afluente) BDA 3,55 x 10°
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Foi observada alteragdao da biodiversidade
microbiana, quando comparadas as
amostras coletadas no afluente (amostra 4)
e no efluente oriundo dos reatores em que
houve degradacgao da matéria organica (que
funcionaram) - reatores 1, 2 e 3 (amostra 1),
e naqueles reatores que ndo degradaram a
matéria organica, reatores 4, 5 e 6 (amostra
2) e reatores 7, 8 e 9 (amostra 3). Pode-se
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observar, na tabela anterior, que nas
amostras obtidas no afluente houve
crescimento bacteriano com maior numero
de coldnias, porém  com menor
biodiversidade (ver figuras seguintes). O
maior numero de coldnias é esperado, uma
vez que podem estar presentes bactérias de
origem intestinal, ambiental, etc.

Figura 8: Foto da amostra retirada do afluente, segundo ciclo do experimento, em diluigao 107,

Quando sao comparadas as amostras
retiradas dos reatores 1, 2 e 3, que foram
eficientes na degradagdo da matéria
organica, com as amostras obtidas do
afluente, observa-se que houve aumento na
diversidade das colbnias, conforme mostram
as figuras seguintes. Até nas amostras
obtidas dos reatores em que nao houve
degradagcao da matéria organica, pode-se
observar a presenga de colbnias
semelhantes, porém com decréscimo
acentuado das UFC.

Pode-se concluir que por os efluentes
estarem em anaerobiose foi um fator
relevante para a alteragao da biodiversidade
dos efluentes, com a morte das bactérias
aerébias e o predominio de microbiota
estritamente anaerdbia, com a possibilidade
de haver alguns microrganismos
facultativos. A presenga de nutrientes
essenciais ao crescimento bacteriano (N, P,
K) garantiu o desenvolvimento dessa biota
variada.
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Figura 9: Foto da amostra composta dos efluentes dos reatores 1, 2 e 3, segundo ciclo do
experimento, em diluicdo 10,

Figura 10: Foto da amostra composta dos efluentes dos reatores 4, 5 e 6, segundo ciclo do
experimento, em diluigao 10>,
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Figura 11: Foto da amostra composta do efluente dos reatores 7, 8 e 9, segundo ciclo do

experimento, em diluigao 10

4.6 Diversidade genética da populagdo de
bactérias e de Archaea por meio de
eletroforese em gel de gradiente (DGGE)

A técnica do DGGE vem sendo utilizada
para a analise de comunidades de bactérias
em ambientes naturais, inclusive no
monitoramento de mudangas das estruturas
dessas comunidades em funcdo de fatores
de poluicdo. Mas é importante considerar
algumas limitagdes, quando ela &
empregada em estudos da ecologia de

microrganismos (Muyser e Smalla, 1998 ).

Normalmente, considera-se cada banda do
gel, apés o DGGE, como representando
uma espécie microbiana. Uma limitagao da
técnica é a amplificacdo preferencial de
algumas  sub-populagdes dentro da
comunidade microbiana complexa, durante
o PCR, de modo que as bandas observadas
representem apenas as espécies mais
abundantes na amostra.

O dominio Archaea engloba microrganismos
que se desenvolvem em ambientes
especificos, incluindo aqueles com altas
temperaturas e salinidade, extremos de pH
e auséncia de oxigénio, sendo dividido em
trés grupos: Crenarchaeota, Euriarchaeota e

Korarchaeota. O grupo Euriarchaeota &
considerado o grupo mais diversificado
fisiologicamente incluindo 0s
microrganismos  metanogénicos,  objeto
desse estudo, que crescem em nichos
estritamente anaerdbios, além dos haldfilos
e termofilos.

Os padroes de amplificagao via PCR de
rDNA 16S extraido de amostras dos nove
biodigestores, duas amostras do afluente e
uma amostra composta dos reatores que
funcionaram no  primeiro ciclo do
experimento (reatores 1 e 2), combinado
com a eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (DGGE) estdo apresentados
na figura 12.

Os perfis gerados apresentaram-se
especialmente polimérficos quando
comparados aos obtidos para as amostras
dos reatores anaerdbios, as amostras dos
afluentes e a amostra dos reatores que
funcionaram no primeiro ciclo do
experimento. Porém, observaram-se
diferengas na presenga e intensidade de
algumas bandas entre os reatores, as
amostras do afluente e a amostra dos
reatores que funcionaram no primeiro ciclo.
(Figura 12).
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Canaleta 12 11 10 9 8 7 6
T 7 1212 9 10 11 11

2

4 3 1
8 9 10 8
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Legenda: . presenca de banda; [ lauséncia de banda. T: niimero de bandas presentes na amostra
em relacao a porcentagem de bandas encontrada em cada dominio.

Figura 12: Foto do DGGE de bactérias com os primers R1401 x F968GC universais para

bactérias

Os padrées de bandeamento encontrados
com o emprego de DGGE em outros
estudos comparativos entre o afluente,
efluente tratado e efluente nao-tratado, que
contém comunidades microbianas com alta
diversidade, sao muito complexos. O
numero e a ocorréncia das bandas podem
ser utilizadas para a comparacao entre as
comunidades contidas em diferentes
amostras, por meio de grupamento
hierarquico. As analises realizadas no
presente estudo mostram que o padrao de
bandeamento dos amplicons do rDNA 16S
de microrganismos do dominio Eubacteria
se agrupam em funcdo do fator ponto de
coleta da amostra, indicando
condicionamento da estrutura da
comunidade bacteriana em funcao da
localizacao da coleta. O mesmo nao ocorreu
com o dominio Archaea (Figura 13), que
mostra  grupamento preferencial pela

degradagdo ou ndo da matéria organica,
indicando condicionamento da comunidade
microbiana em funcdo de fatores mais
sensiveis, quando comparadas  as
comunidades bacterianas.

As setas 1, 2, 3, 4 e 5, da Figura 12,
correspondem as bandas cortadas do gel
que foram seqlenciadas. Os
microrganismos encontrados tiveram
homologia meédia de 92,2% com o0s
seguintes microrganismos:

Banda 1: Qi|437762|emb|X73448.1|

CP16SRBND Clostridium proteolyticum (97%

de homologia).

Banda 2: @i|29653053|gb|AY244773.1|
Clostridium glycolicum. (94% de homologia).
Banda 3: i|28864688|gb|AY208919.1

Clostridium fallax. (93% de homologia).

Banda 4: gi|28864688|gb/AY208919.1]

Clostridium fallax. (85% de homologia).
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Banda 5: @il6066689|emb|AJ241742.1]|
SG0241742 Streptococcus gordonii. (92%
de homologia).

Conforme ja foi mencionado no capitulo da
metodologia, as amostras 10 e 11
representam as amostras obtidas no
afluente. As demais amostras foram obtidas
nos reatores de 1 a 9 do segundo ciclo do
experimento e a amostra 12 foi obtida de
amostra composta dos reatores 1 e 2
(reatores que funcionaram no primeiro ciclo
do experimento). A riqueza de espécies do
dominio Eubacteria foi menos influenciada
pelo  funcionamento ou nao  dos
biodigestores do que as espécies do
dominio Archaea. Houve diferenciacdo da
biodiversidade bacteriana quando
comparadas as amostras obtidas do
afluente com relagdo as amostras obtidas
dos reatores.

Essa diferenciacédo pode ter ocorrido pela
anaerobiose dos biodigestores. As amostras

obtidas do afluente possuem bactérias
ambientais, entéricas, aerobias e
facultativas, isso pode ser a causa do
aparecimento de bandas que nao foram
detectadas nas demais amostras.

Pryde et al. (1999), analisaram, por meio de
analise molecular, a diversidade microbiana
presente na parede do colon, do limen do
colon, e limen do ceco de suinos, em
criacoes no Reino Unido, a partir de culturas
isoladas anaerobicamente. Foram
identificados 6 géneros, sendo os mais
representativos da flora intestinal de suinos,

sendo estes: Streptococcus sp;
Lactobacillus  sp.;  Streptococcus  sp.;
Ruminococcus sp.; Clostridium sp. e

Selenomonas sp. As espécies encontradas
nesse trabalho tiveram homologia com os
microrganismos descritos como usualmente
presentes no trato intestinal dos suinos,
representando as
entéricas.

bactérias anaerdbias

Canaleta 1 2 3 4 5

6 7 8 9
T 9 1010 8 8 8 10 10 10 12 11 8

10 11 12

Legenda: ] presenca de banda; [ Jauséncia de banda. T: nimero de bandas presentes na amostra
em relagdo a porcentagem de bandas encontrada em cada dominio.

Figura 13: Foto do DGGE com os primers especificos de Archaea.
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Figura 14: Agrupamento hierdrquico de amplicons de rDNA 16S de Archaea de efluentes de

suinocultura, detectadas por DGGE.

Para se fazer o gel de Archaea, foi utilizado,
primeiramente, o par AR4F x UNI1492 e
depois, R1401 x F968GC. As bandas foram
cortadas das amostras 2, 3 e 4, conforme
ilustra a figura 14. Essas bandas nao
revelaram sequéncias de microrganismos
conhecidos por ndo terem sido ainda
identificados e algumas bandas revelaram a
presenca de microrganismos nao cultivaveis
em laboratério e, também, ainda nao
identificados.

Ha aumento da diversidade de Archaea,
quando comparados o0s valores de
contagem das amostras 10 e 11 (afluente)
com os demais obtidos nas amostras
(amostras obtidas de reatores anaerébios).
A alteragao da biodiversidade quando
comparado o afluente ao efluente obtido de
reatores foi presenciada tanto no DGGE de
bactérias quanto de Archaea, podendo-se
concluir que predomina uma microbiota
essencialmente anaerdbia, nos reatores. Ja
no afluente estdo presentes microrganismos
aerdbios e facultativos.

Dentre o grupo das amostras obtidas dos
biodigestores, houve diferenciagdo da
diversidade de Archaea guando
comparadas as amostras 12 e as amostras
obtidas dos demais reatores (1 a 9). A
amostra 12 foi obtida de uma amostra
composta dos reatores 1 e 2 que
funcionaram no primeiro ciclo do
experimento, em contraponto, as demais
amostras foram obtidas dos reatores de 1 a
9 montados no segundo ciclo do
experimento. Pode-se inferir que, ha
variagdo na diversidade de Archaea
encontrada no primeiro ciclo do experimento
quando comparada a observada no
segundo ciclo, por ocasido da alteracao de
manejo que ocorre normalmente em granjas
suinicolas. Em granjas, ha, freqlientemente,
mudangas na alimentagdo, seja em
proporgdo de alimentos fornecidos,
insumos, probidticos, promotores de
crescimento, antibidticos, etc. Também
houve interferéncia por alteragao climatica
(temperatura, umidade) quando comparados
por espago temporal esses dois ciclos
experimentais, contribuindo para essa
alteragcdo da diversidade de Archaea
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encontrada. A alteracao da microbiota
presente no trato intestinal de suinos foi
comprovada por Pryde et al.(1999).

Pode-se notar diversificagao das
comunidades de Archaea, quando
comparados os valores de contagem
obtidos nos reatores 3, 4, 5 e 6, em relacao
aos valores obticos nos reatores 1,2, 7,8 e
9. Houve diferenciacao ainda maior dentro
desses dois grupos, se comparada a
amostra 3 diferenciando-se das amostras 4,
5 6 e amostras 1 e 2 em relagao as
amostras 7,8 e 9.

Conforme ja foi comentado anteriormente,
os reatores que funcionaram no segundo
ciclo do experimento, objetos desta
avaliacdo, foram os reatores 1, 2 e 3. Houve
uma diferenciagao dos reatores 1 e 2 em
relacdo ao seu grupo 7 , 8 € 9, e essa
diferenciagcao ocorreu pelo ambiente
favoravel ao desenvolvimento das Archaea
metanogénicas, ou seja, aos
microrganismos responsaveis pela
degradacdo final da matéria organica,
convertendo 0s acidos organicos em
metano e gas carbdnico nesses dois
reatores (1 e 2). Ja os reatores 7, 8 € 9, nao
funcionaram dentro do ciclo analisado, de
75 dias. Esses biodigestores nao receberam
a adi¢ao de qualquer tipo de indculo, sendo
seu conteudo formado apenas pelo afluente
da suinocultura.

Com relaggdo a diferenciacdo das
comunidades de Archaea dentre o grupo
dos reatores 3 e 4, 5 e 6 é referente ao
funcionamento do reator 3 e ao nao
funcionamento dos reatores 4, 5 e 6. Esses
ultimos reatores tiveram a inoculacao de
esterco bovino com o indculo, diferindo das
demais amostras por apresentar uma
composigcdo com um diferencial de sua
biodiversidade. Ja o reator 3, como o0s
reatores 1 e 2, apresentou um ambiente
favoravel ao desenvolvimento de uma
biodiversidade capaz de degradar a matéria
organica presente no afluente.

Relativamente a diferenciacao da
diversidade de Archaea dentre o grupo de
reatores que funcionaram no segundo ciclo
do experimento, reatores 1 e 2, do reator 3,
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nao pode ser avaliada nesse trabalho.
Haveria necessidade de um monitoramento
freqliente dos atributos fisicos, quimicos e
bioguimicos do liquido contido nos reatores,
durante o ciclo observado, e analisar se a
alteracdo de algum desses parametros
favoreceu ou prejudicou alguma espécie de
Archaea, possibilitando uma modificagao na
biodiversidade final do efluente.

5 CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados no
capitulo anterior, obtidos nos ciclos
experimentais desta pesquisa, chegou-se as
seguintes conclusoes:

v O reator anaerébio em batelada
manteve-se em equilibrio durante os ciclos
do experimento, o0 que se verificou pelos
resultados das analises fisicas, quimicas e
biologicas do afluente e do efluente retirado

dos reatores que funcionaram,
apresentando  efluente de  qualidade
semelhante a obtida em reatores

anaerobios mais modernos (reatores UASB,
p. €x.);

v Os reatores anaerdbios em batelada
podem ser utilizados para tratamento de
dejetos de suinos. Porém, para que sua
eficiéncia atinja os padroes de tratamento
exigidos na legislagdo ambiental, faz-se
necessario a implantagao de tratamentos
complementares, como a realizagao de
tratamento primario anterior (separagao das
fracoes solida e liquida) e de pds-tratamento
dos efluentes dos reatores (p.ex., lagoa de
polimento);

v Os valores encontrados indicaram a
remocao satisfatoria de alguns nutrientes,
como exemplo a remogao do fésforo, que €
fator limitante no processo de eutrofizagao
dos corpos d'agua;

v Houve, também, a remocao de
micronutrientes, destacando-se o cobre e 0
zinco, elementos estes presentes em maior
quantidade em efluentes de suinocultura. O
cobre, principalmente, tem efeito toxico para
peixes;

4 O uso de inoculo nos reatores
anaerdbios em batelada antecipa o pico de
produgcdo de gas e, consequentemente,
reduz o tempo de detencao hidraulica. A
quantidade de indculo a ser adicionada é




diretamente proporcional a carga organica
do afluente a ser tratado. E necessario que
haja compatibilidade entre as caracteristicas
do substrato e as do inoculo;

v Houve aumento na biodiversidade,
quando comparado o afluente com os
efluentes dos reatores, o que indicaria a
alteracao da biota nos efluentes, passando
de biota aerobia e/ou facultativa para biota
anaerobia. Esses microrganismos foram os
responsaveis pela degradacao da materia
organica. Ha necessidade de se estudar
isoladamente as colonias que cresceram
nas placas;

v As comunidades bacterianas
tiveram homologia com microrganismos
comumente presentes na flora intestinal de
suinos, sendo mais representativa a
diversidade no afluente do que no efluente
de reatores;

4 As comunidades de Archaea
sofreram maior alteragdo, comparando-se
os reatores tratados, nao tratados e o

afluente, quando comparada as
comunidades bacterianas;
v Nao foi possivel a identificacao dos

microrganismos do dominio Archaea por
nao estarem catalogados até o momento da
pesquisa;

v Os efluentes advindos de
suinocultura apresentam grande diversidade
genética de microrganismos dos dominios
Eubacteria e Archaea, sendo importante a
continuidade dos estudos, a fim de se
avaliarem as interferéncias ambientais na
biodiversidade nos biodigestores anaerobios
para tratamento des:2s efluentes.

Portanto, o presente estudo teve como
objetivos a avaliagdo da eficiéncia de
fermentacao e a diversidade microbiana de
reatores de batelada, no tratamento de
aguas residuarias de suinocultura, com o
isolamento de Archaea metanogénicas,
microrganismos estes que participam
ativamente do processo de degradacao de
matéria organica presente em efluentes de
suinocultura.

Na realizacao deste trabalho, levou-se em
consideragdo as granjas, para as quais haja
escassez de espaco fisico e, por isso, a
implantagao de um sistema de tratamento
de efluentes através de lagoas de
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estabilizacao torna-se dificil. Tambéem, as
granjas em que a carga organica presente
nos efluentes seja muito alta, seja devido a
criagao de um plantel grande ou em granjas
de terminacao de animais, em que, pela
grande guantidade ce efluente a ser tratada
e por sua carga organica elevada, levaria a
construgcao de lagoas de estabilizacao com
extensas areas. Portanto, buscou-se, assim,
avaliar uma alternativa de tratamento de
efluentes para essas granjas suinicolas.
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7 ANEXOS

Figura 15: Gel de agarose a 1% para ver a qualidade do DNA de bactéria, apés PCR.
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Figura 16: Gel de agarose a 1,5% amostras de DNA diluidas a 30 vezes e amplificados com
primers de bactérias R1401 e F968GC.
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Figura 17: Gel de agarose a 1,5%, DNA amplificado com primers R1401 x F968GC e segunda
amplificagao com primers AR4F x UNI 1492,

Tabela 8: Matriz da percentagem de distancias entre os microrganismos analisados a partir do
DGGE de Archaea. A partir dessa tabela foi elaborado o gréafico inserido no trabalho.

2R 3R 4R 5R 6R 7R 8R 9R 10 11 12
iR 0,09 0.27 0,36 0,36 0,36 0,18 0,18 0,18 0,64 0,73 0,18
2R 0,18 0,27 0,27 0,27 0,09 0,09 0,09 0,55 0,64 0,27
3R 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,09 0,55 0,64 0,45
4R 0 0 0,18 0,18 0,18 0,45 0,55 0,55
5R 0 0,18 0,18 0,18 0,45 0,55 0,55
6R 0,18 0,18 0,18 0.45 0,55 0,55
7R 0 0 0,64 0,73 0,36
8R 0 0,64 0,73 0,36
9R 0,64 0,73 0,36
10 0,09 0,45
11 0,55
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