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RESUMO

Os aterros sanitarios sdo equipamentos de engenharia para disposi¢do de residuos solidos
urbanos (RSU) com vistas a prote¢do do meio ambiente ¢ da saude publica, modernamente
encarados como biorreatores, onde as atividades microbianas de digestdo anaerdbia
desempenham um papel crucial no seu comportamento e na geragdo do biogas com potencial
energético. Nesse trabalho técnicas moleculares (metagendmica) foram utilizadas para testar a
hipotese de que uma eventual entrada de oxigénio nas células do macigo através da camada de
cobertura estivesse interferindo na composi¢ao, diversidade e estrutura microbiana dos RSU
dispostos no Aterro Sanitario Metropolitano Centro (ASMC), localizado na Regido
Metropolitana de Salvador (RMS), na Bahia. Os resultados da andlise metagendmica
demonstraram que o sequenciamento de alto rendimento do rDNA 16S pode fornecer uma
visdo abrangente da estrutura e diversidade das comunidades procaridticas e do padrdo de
distribuicao de grupos no ambiente de decomposi¢do dos RSU. No presente caso, as analises
taxondmicas indicaram que os filos Firmicutes (41,3%) e Euryarchaeota (16,8%) sdo os
taxons microbianos mais abundantes dos RSU ja aterrados nas areas rentes ao dreno de gas
DG 266 de alta sucgdo do ASMC. Os grupos microbianos encontrados no aterro sanitario se
encaixam bem nas vias classicas dos processos de digestdo anaerdbica. A maioria dos géneros
microbianos identificados foram anaerdbicos e superiores aos géneros aerobicos. Apesar de
uma predominéncia dos géneros anaerobicos, o uso da técnica estatistica PCA com distancia
Hellinger evidenciou a diferenga entre amostras com distancias/profundidades diferentes (p =
0,0001 e p = 0.0025, respectivamente). Os géneros de micro-organismos mais abundantes
encontrados foram Methanobacterium, Methanosarcina, Methanofollis, Desulfosporosinus,
Anaerolinea e Clostridium, todos anaerobicos. Os resultados obtidos corroboram a hipotese
de entrada de oxigénio para o interior do maci¢o de RSU ja aterrado do ASMC pela camada
de cobertura, o que altera o ambiente de decomposicdo e leva a uma queda na produgdo de
metano. A variavel que mais apresentou coeficiente de correlacdo elevado foi a distancia,
seguida de Eh e profundidade. As andlises de correlagdo e de PCA mostraram que a
diversidade microbiana no aterro foram afetadas pela distincia e profundidade de
aterramento.

Palavras — chave: Aterro Sanitario, Residuos Solidos Urbanos, Digestdo anaerdbica, Micro-
organismos, Metagenomica.
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ABSTRACT

The landfills are engineering equipment for the disposal of solid urban waste (MSW) with a
view to protecting the environment and public health, modernly regarded as bioreactors,
where anaerobic digestion microbial activities play a crucial role in their behavior and biogas
generation. with energy potential. In this work molecular techniques (metagenomics) were
used to test the hypothesis that an eventual oxygen entry into the massif cells through the
cover layer was interfering in the composition, diversity and microbial structure of the MSW
disposed at the Metropolitan Sanitary Landfill Center (MSLC), in the Metropolitan Region of
Salvador (MRS), in Bahia. The results of metagenomic analysis demonstrated that high
throughput sequencing of 16S rDNA can provide a comprehensive overview of the structure
and diversity of prokaryotic communities and the pattern of group distribution in the MSW
decomposition environment. In the present case, taxonomic analyzes indicated that Phyla
Firmicutes (41.3%) and Euryarchaeota (16.8%) are the most abundant microbial taxa from
MSW ever grounded in the areas surrounding the MSLC DG 266 high suction gas drain. The
microbial groups found in the landfill fit well with the classic pathways of anaerobic digestion
processes. Most of the microbial genera identified were anaerobic and superior to the aerobic
genera. Despite the predominance of anaerobic genera, the use of the Hellinger distance PCA
statistical technique showed the difference between samples with different distances / depths
(p = 0.0001 and p = 0.0025, respectively). The most abundant genera of microorganisms
found were Methanobacterium, Methanosarcina, Methanofollis, Desulfosporosinus,
Anaerolinea and Clostridium, all anaerobic. The results corroborate the hypothesis of oxygen
inflow into the MSLC already grounded MSW massif by the cover layer, which changes the
decomposition environment and leads to a drop in methane production. The variable with the
highest correlation coefficient was distance, followed by Eh and depth. Correlation and PCA
analyzes showed that the microbial diversity in the landfill was affected by the distance and
depth of grounding.

Keywords: Landfill, Urban solid waste, Anaerobic Digestion, Microorganisms, Metagenomic.
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1 INTRODUCAO

Um dos principais problemas ambientais e de saude publica no mundo ¢ proveniente da
disposicdo inadequada de residuos solidos. Dentre estes, o residuo que vem recebendo maior
aten¢do das administracdes municipais, dos técnicos e da sociedade em geral, ¢ o residuo sélido
urbano (RSU), isso muito em fun¢do do grande volume gerado e consequentemente dos enormes
custos envolvidos (GHANEM et al., 2001).

No Brasil, a situagdo ndo ¢ diferente e, em especial na Bahia, este ¢ um problema de grande
dimensdo, perante o enorme volume gerado, problemas logisticos para coleta e transporte, além da
condicdo errada em que os RSU sdo dispostos em boa parte dos seus municipios.

Apesar disso, ¢ digno de nota, a criagdo no Brasil de um arcabougo legal que estabelece
diretrizes para a gestao dos residuos solidos, por meio da Politica Nacional de Residuos Soélidos
(Lei n® 12.305/2010), e para a prestacdo dos servigos publicos de limpeza urbana e manejo de
residuos solidos por meio da Lei Federal de Saneamento Bésico (Lei n°® 11.445/2007).

Todo este aparato legal, se empregado corretamente, devera permitir o resgate da capacidade
de planejamento e de gestdo dos servigos publicos de saneamento basico, fundamental para a
promogdo de um ambiente mais sauddvel, com menos riscos a populagao.

No Brasil, os RSU sdo dispostos muitas vezes em condigdes inadequadas, nos aterros
controlados ¢ em lixdes. Os aterros controlados sdo estruturas que levam em consideragdo alguns
critérios de engenharia para confinar os RSU, como compactacdo da base e/ou cobertura diaria de
RSU, pecando, contudo, pela falta de adocdo de diversas outras medidas de protegdo ambiental.
Dentre as alternativas ambientalmente defensaveis, o aterro sanitario ¢ indicado como uma forma de
armazenamento e tratamento de RSU com base em critérios de engenharia com vista a protegao
ambiental e da saude publica (CALDAS, 2011).

Por outro lado, frente a crise de combustiveis fosseis, a poluicdo atmosférica e o aquecimento
global, o desenvolvimento de formas de energia renovaveis tornou-se imperativo para a sociedade,
sendo que a geracdo de biogas da biomassa dos RSU provenientes dos aterros sanitarios,
considerada renovavel e favordvel ao meio ambiente, vem ganhando mais atencdo em muitos
paises. Por conta destes aspectos, apesar da existéncia de processos alternativos de tratamento e
reducdo de volume dos RSU, como a incinerag@o e a compostagem, os aterros sanitarios continuam
sendo uma tecnologia de tratamento comumente utilizada em muitos paises no mundo,
singularmente nas nacdes em desenvolvimento como o Brasil, onde os aterros sanitarios sdao a
principal forma embasada na engenharia de disposicao de residuos.

A operacdo e funcionamento dos aterros sanitarios envolvem diversos problemas geotécnicos
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que, para serem solucionados, exigem uma visdo ampla do comportamento dos RSU ao longo do
tempo, bem como, a atuagdo destes em relacdo as diferentes tecnologias e operacdo (MARQUES
2001).

Desta forma, na rotina operacional deve-se levar em conta os aspectos geotécnicos, a pressao
do biogéds no maci¢o e o volume de liquido percolado e os aspectos relacionados a geragao de
biogds, a umidade, o ambiente de decomposicdo e o langcamento de novas camadas. Por conta do
potencial aproveitamento do metano, com a consequente reducdo das emissdes fugitivas e os
ganhos com os créditos de carbono, o aterro sanitario ¢ hoje considerado como um grande
biorreator, onde ocorrem diversas reacdes quimicas e bioldgicas sob a interferéncia direta das
condi¢des ambientais durante a sua operagao.

Em se tratando do ASMC, localizado na Regido Metropolitana de Salvador (RMS), na Bahia,
objeto de estudo deste trabalho, Caldas (2011), onde obteve o potencial de geragdo de CH4 (Lo) com
valores entre 17,7 e 26,8 m* CH,/Mg-RSU seco e a constante relacionada a taxa de geragdo de CHa
(k) igual a 0,38 ano™ dos RSU ja aterrados do ASMC. De acordo os resultados apresentados pelo
autor em 2009 ocorreu uma queda na producdo de CHy in loco devido as mudangas operacionais no
aterro, as quais impactaram com valores abaixo do minimo do I.C. (intervalo de confianga).

Damasceno (2018), que estudou as emissoes fugitivas no ASMC, relata que a producao de
metano apresentou em média 57% da capacidade prevista para a sua geracdo, indicando que o
sistema de drenagem e reaproveitamento de biogas do aterro ndo vem trabalhando com total
eficiéncia. Ainda segundo a autora, as emissoes fugitivas de metano ndo € a unica variavel que vem
causando reducdo na geracdo do gés no aterro, pois, representaram em média apenas 14%, assim os
estudos da autora ndo explicou a queda da producdo de metano na sua totalidade.

Desta forma, acredita-se que o problema da queda na produ¢do do biogas do ASMC esteja
relacionado a outras varidveis fisicas, quimicas e biologicas, assim como uma série de medidas
operacionais especificamente, o uso de camadas de cobertura com solo de permeabilidade média a
alta, sem a adocdo de mantas impermedveis e principalmente a aplicagdo de elevadas pressdes de
suc¢ao nos drenos de biogas a qual pode estar favorecendo a entrada do oxigénio atmosférico para o
interior das células, pelo menos nas regides situadas mais proximamente aos drenos instalados.
Assim, estes eventos podem estar interferindo nas condigdes internas das células que regulam os
processos de decomposi¢do, causando interferéncia na composi¢do microbiana anaerdbica que ¢
essencial, a fase metanogénica, imprescindivel a geracdo do gas metano.

Nesta pesquisa foram desenvolvidas diversas atividades investigativas de campo com vistas a
analise da eventual entrada de oxigénio nas células do maci¢o em decorréncia das elevadas pressoes

de sucgdo aplicados aos drenos e seus efeitos na composi¢do, diversidade e estrutura microbiana
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dos RSU ja aterrados através de técnicas tradicionais € moleculares (metagenomica), assim como,
avaliar a produ¢do de biogas no ASMC a partir da digestdo anaerdbica dos RSU.

Essa pesquisa tem relevancia na area de energia e meio ambiente, bem como, ecologia e saude
publica contribuindo com informagdes sobre as variaveis que influenciam os processos de
decomposi¢cdo dos RSU e da geracdo de biogéds nos aterros sanitarios, o que permitira um melhor
controle das emissdes de CH4 para o ambiente e um maior aproveitamento desse gas.

O trabalho esta organizado de forma que o objetivo geral, bem como os objetivos especificos,
sao apresentados no capitulo 1. Na revisao bibliografica pesquisou-se sobre os RSU, construgdo e
operagdo de aterros sanitarios, caracteristicas dos lixiviados, digestdo anaerobica de RSU,
comunidades microbianas envolvidas na digestdo dos RSU, as técnicas microbioldgicas tradicionais
e moleculares empregadas para os estudos da microbiota relacionada com a digestdo anaerobica dos
RSU, a avaliagdo da producdo de CH4 nos aterros sanitarios, as diferentes técnicas laboratoriais
para o estudo do potencial bioquimico de producao de metano (BMP) em RSU e as técnicas de
metagendmica usadas em aterros sanitarios, sendo esta apresentada no capitulo 2. Os materiais e 0s
métodos utilizados para o atendimento dos objetivos especificos, particularmente dos ensaios de
BMP ¢ dos ensaios fisicos, quimicos e biologicos, sdo apresentados no capitulo 3, dividido
consonante o objetivo estabelecido, onde traz as atividades de campo e laboratorio. No capitulo 4,
sdo apresentados os resultados encontrados nos trabalhos de campo e laboratorio e a discussao dos
resultados analisados. Por fim s3o apresentadas nos capitulos 5 e 6, as conclusdes e pesquisas

futuras do trabalho da tese e em seguida, as referéncias bibliogréaficas utilizadas nesta pesquisa.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de aspectos da operagao na producao de metano (CH4) no ASMC.
1.1.2 Objetivos especificos
a) Caracterizag@o bioldgica, com o uso de técnicas tradicionais dependentes de cultivo para a

quantificacdo dos micro-organismos aerobicos e anaerdbicos e de técnicas moleculares

independentes de cultivo (metagendmica), da composi¢do taxondmica, a diversidade e estrutura de
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bactérias e archaeas em diferentes pontos do macico do ASMC, correlacionando os resultados
obtidos com as caracteristicas da operacao do aterro sanitario;

b) Avaliar em laboratdrio o potencial de geragdo de metano (Lo) € a constante relacionada a
taxa de geracdo de metano (k) em RSU novo e com um ano de aterramento através do ensaio do
Potencial Bioquimico de Metano (BMP).

c) Comparar os resultados obtidos em laboratério com o posicionamento em relagdo a um
dreno de biogas com alto valor de succdo aplicada e com a idade estimada das amostras de RSU ja
aterradas de forma a confirmar/refutar a hipotese de entrada de oxigénio no maci¢co como uma das
causas do decréscimo observado na produgao do biogas no ASMC.

d) Avaliar os resultados de emissdo fugitiva obtidos por intermédio de ensaios de placa de

forma a corroborar os resultados das analises bioldgicas laboratoriais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 RESIDUOS SOLIDOS URBANOS

De acordo com a abordagem de Copola (2011) os residuos sdo sobras, restos, tudo aquilo que
resta, que ¢ remanescentes da cadeia produtiva, mas que ainda pode sofrer processo de tratamento e
recuperagdo para reutilizagdo, enquanto os rejeitos sao os residuos solidos que ja sofreram processo
de tratamento e ndo apresentam outra opcdo a nao ser a disposi¢do final em aterros sanitarios
instalados na forma da Politica Nacional dos Residuos Solidos.

Face a sua variedade, o RSU apresenta muitas peculiaridades, onde exige um maior estudo,
assim como as suas propriedades globais e individuais dos constituintes. Assim, de acordo com
Mateus (2008) a composicdo dos RSU depende do local ¢ momento onde foi gerado e para
caracterizd-lo ¢ utilizado, dentre outros, o estudo de sua composicdo gravimétrica e dos seus
conteudos de dgua, em que os constituintes sdo representados em porcentagem de massa total, seja
em base seca ou umida.

Para definir a tecnologia mais adequada para tratamento, aproveitamento ou disposi¢do final
dos RSU ¢ necessario conhecer a sua classificagdo, pois estes possuem uma complexa composi¢ao
de substancias de diferentes origens. Os RSU podem ser classificados de acordo com a sua natureza
fisica, composi¢do quimica e os seus possiveis danos ao ambiente, entre outros. A NBR 10.004
(ABNT, 2004) — “Classificagao de residuos solidos”, define as seguintes classes quanto ao grau de
periculosidade:

* Classe I — Perigosos — sendo os residuos que apresentam periculosidade, ou uma das caracte-
risticas: inflamabilidade, corrosividade, reatividade, toxicidade e patogenicidade.

* Classe II — Nao perigosos — sendo enquadrado nessa classe os ndo pertencentes a classe I —
perigosos. Essa classe e dividida em duas partes:

Residuos ndo inertes (classe II A) e inertes (classe II B). Na classe II os residuos apresentam
como caracteristicas principais: combustibilidade, biodegradabilidade ou solubilidade em 4gua. Um
residuo sélido para ser classificado pela NBR 10.004, deve ser amostrado de acordo com a norma
NBR 10.007, “Amostragem dos residuos solidos”, e submetido a ensaios de lixivia¢do e solubiliza-
¢do segundo, respectivamente, as normas NBR 10.005, “Procedimentos para obtencao de extrato li-
xiviado de residuos sélidos” e NBR 10.006, “Procedimentos para obtengdo de extrato solubilizado

de residuos sélidos” (ABNT, 2004).
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A Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) classifica a origem dos residuos solidos
em domiciliar, comercial, de limpeza publica, residuos so6lidos especiais, industriais, servigos de
saude, agricolas e radioativos, cujas defini¢des sdo as seguintes (ABNT, 2004):

* Residuos domiciliares: constituem quaisquer residuos solidos gerados em imdveis residenci-
ais que contem significativa abundancia de matéria organica, plasticos, lata, vidro, papéis, podendo
existir alguns residuos toxicos como tintas, lampadas, baterias e outros.

* Residuos comerciais: sdo os residuos sélidos produzidos em estabelecimentos comerciais
como bares, restaurantes, lojas, escritorios, hotéis e bancos. Apresenta sua composi¢do variada em
funcdo da atividade comercial desenvolvida, podendo citar entre eles: papéis, plasticos, residuos de
asseios e embalagens em geral.

* Residuos de limpeza publica: sdo os residuos sélidos decorrentes da limpeza e conservacao
de logradouros publicos, pragas, praias, jardins, podas de arvores, recolhimento de animais mortos
nas vias publicas, bocas de lobo e outros.

* Residuos s6lidos especiais: sdo os residuos solidos que, devido a suas caracteristicas peculi-
ares, podem apresentar risco a saide humana, animal e vegetal, a0 meio ambiente, ou devido ao vo-
lume de residuo gerado, podem nao se enquadrar nas especificacdes da coleta regular de residuos,
exigindo cuidados especiais em seu acondicionamento, coleta, transporte, tratamento e/ou destina-
¢do final, por exemplo, os residuos de industrias, servigos de saude e cemitérios.

* Residuos industriais: sdo os residuos sélidos provenientes ou gerados durante a transforma-
¢do da matéria-prima em unidade industrial. Algumas industrias do meio urbano produzem residuos
semelhantes ao doméstico, como no caso das padarias.

* Residuos de servigos de satide: sdo os residuos solidos produzidos em estabelecimentos de
saude, tais como: hospitais, clinicas, postos de satde, pronto socorro, laboratérios, ambulatorios,
farmécias, consultorios médicos e odontoldgicos, compostos por agulhas, seringas, sangue coagula-
do, gazes, algodao, 6rgao ou tecidos removidos, filmes fotograficos de raio-X, entre outros.

* Residuos agricolas: sdo os residuos so6lidos resultantes das atividades pecudrias, agricolas,
embalagens de adubos, defensivos agricolas, restos de colheita, ra¢do, esterco animal, embalagens
de agroquimicos diversos e outros.

O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) classifica os residuos solidos em quatro
grupos, conforme a Resolug¢do 005/93, em que cada grupo apresenta caracteristicas distintas.

» Grupo A: Sao os residuos que apresentam risco potencial a saude publica e ao meio ambien-
te devido a existéncia de fontes biologicas. Esse grupo ¢ composto basicamente pelos residuos de

servicos de satde e ndo podem ser reciclados;
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» Grupo B: residuos que apresentam risco potencial a sade publica e ao meio ambiente pro-
veniente das caracteristicas quimicas. Nesse grupo sdo encontrados os residuos farmacéuticos, as
drogas quimioterdpicas e, os demais produtos perigosos, classificados pela NBR 10.004 (ABNT,
2004);

» Grupo C: residuos radiativos — enquadram-se neste grupo os materiais radioativos ou conta-
minados com radionuclideos, provenientes de laboratorios de andlises clinicas, servigos de medicina
nuclear e radioterapia, conforme resolugdes do Conselho Nacional de Energia Nuclear — CNEN.

* Grupo D: residuos comuns, que nao se enquadram nos grupos anteriores.

Além das classifica¢des acima citadas, existem outras formas de classificar os residuos, como
por exemplo, pelo seu comportamento mecénico, e em virtude de sua estabilidade bioquimica e
morfologia. Conhecer as caracteristicas dos residuos que estdo sendo dispostos no aterro, permite a

tomada de a¢des que melhoram o gerenciamento € o desempenho geotécnico do macigo.

2.2 ATERROS SANITARIOS

As quantidades de residuos solidos produzidos no mundo pelas sociedades modernas sdo
consideraveis e crescentes. As duas tecnologias mais utilizadas para a destinacdo final dos RSU sdo
a incineragdo ¢ a deposi¢do em aterros (Tyagi et al., 2013).

A disposicao dos residuos solidos, especialmente os residuos sélidos urbanos (RSU), constitui
um problema importante e preocupante. Globalmente, os aterros sanitarios sdo o principal método
de tratamento dos RSU, uma vez que ¢ a pratica mais simples e economicamente atrativa para
armazenar os RSU (Williams, 2005).

O aterro sanitario ¢ uma das instalacdes mais seguras no mundo para a disposicdo e
tratamento de RSU. Entretanto, precisa de um alto padrdo de prote¢do ambiental na sua operacdo
(Davis e Cornwell, 1998).

Os Residuos solidos urbanos de aterros municipais representam a op¢do dominante para a
destinagdo final de residuos em muitas partes do mundo. Em geral, os custos relativamente altos de
tratamento e eliminacdo sdo uma das principais razdes para a dependéncia de aterros de residuos
solidos urbanos, sobretudo nas economias em desenvolvimento (Fellner e Brunner, 2010). No
entanto, até mesmo alguns paises altamente industrializados, como os EUA, Australia, Reino Unido
e Finlandia dependem em grande parte da destinagdo final de RSU em aterro.

No mundo os RSU sdo dispostos de diversas maneiras. A disposi¢ao no Brasil ocorre em geral
em aterros sanitdrios, aterros controlados e em lixdes a céu aberto, sendo estas destinagdes com di-

versas peculiaridades, porém, em termos de preservacao e prote¢do do meio ambiente, a disposi¢ao
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em aterros sanitarios apresenta-se como a melhor alternativa entre as citadas, face os critérios de en-
genharia para implantagdo, operagdo e manutengdo do sistema, de forma a manter preservadas as
condi¢des ambientais.

A Figura 1 mostra a realidade brasileira dos municipios a cerca da destinacdo de residuos
domésticos, mais residuos publicos em relacao a quantidade enviada para lixdes, aterros e unidades

de triagem e compostagem.

Figura 1 - Destinacao de residuos domésticos e residuos publicos em relagdo a quantidade
enviada para lixdes, aterros e unidades de triagem e compostagem
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Fonte: BRASIL (2018)

O conjunto de informagdes apresentadas na Figura 1 fazem referéncia a percentuais em
termos de massa de residuos. Os municipios pequenos normalmente fazem uso de aterro controlado
e/ou lixdao. Observa-se um alto percentual (17,7%) de municipios sem enviar as informacdes ao
Ministério das Cidades, o que prejudica a qualidade do diagndstico realizado.

Segundo os dados apresentados do Sistema Nacional de Informagdes sobre Saneamento.
(SNIS) de 2016 na Figura 2, os numeros ficam proximos aos do ano anterior, destacando-se o
percentual da massa enviada para aterros sanitarios que se manteve em 59,0%, embora, também se
deva alertar que subiu o percentual da parcela “Sem informag¢do” passando de 14,9 para 17,7%.
Para as outras destinacdes se registram leves variagdes, sendo que a mais significativa estad na
parcela dos aterros controlados que passa de 11,2 para 9,6%. Embora os niimeros do grafico
corroborem o percentual de 59,0% da massa destinada a aterros sanitarios, verifica-se, nesta edigao,
que o mesmo estagnou, interrompendo uma sequéncia de elevagdo do percentual da massa
destinada a aterros sanitdrios vista a partir do ano 2013, o que ¢ preocupante. Nota-se que ¢

imperativo superar o desafio do cumprimento da meta da Politica Nacional de Residuos Solidos —
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PNRS, Lei n° 12.305/10 — que determinou a eliminagdo de todos os lixdes do Pais até o ano 2014,
data agora postergada de 2021 a 2024 a depender do porte do municipio. Assim, fica claro o enorme
esfor¢o coletivo que ¢ necessario para a eliminagdo de um grande numero de pequenos lixdes

localizados, sobretudo, nos pequenos municipios.

Figura 2- Evolucdo das quantidades de residuos domésticos mais residuos publicos destinados a lixdes,
aterros e unidades de triagem e compostagem nos 4 Gltimos anos
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Fonte: BRASIL (2018)

Tradicionalmente, os aterros tém sido pensados como locais para o armazenamento final de
residuo. Recentemente, contudo, o aterro passou a ser considerando como um sistema biologico
complexo capaz de estabilizar os residuos solidos de uma forma mais proativa (Reinhart e
Townsend, 1998). Os Principais fatores que interferem na produg¢do de biogas no aterro sao
indicados na Figura 3 com base nos estudos de Maciel (2003).

Assim, o processo de geragdo de biogas nos aterros sanitdrios acontece com a decomposi¢ao
da fracao biodegradavel dos RSU no ambiente interno do macigo através da interagdo dos fatores

fisicos, quimicos e biologicos.



Figura 3 - Fatores que interferem na producéo de biogas
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Fonte: Modificado de Maciel (2003)

2.2.1 Drenagem do biogas

A drenagem interna do biogds normalmente utiliza os mesmos elementos da drenagem do
lixiviado, que ¢ realizada por uma rede de drenos internos dotados de tubos vazados envolvidos em
brita, levando a esses compostos coletados ao devido tratamento.

Os gases resultantes da fracdo biodegradavel do processo de digestdo anaerdbica devem ser
captados, evitando sua migracdo nos meios porosos que constituem o subsolo, podendo atingir
redes de esgotos, fossas, pogos e edificagdes (IPT, 1995).

Para aterros que nao utilizam mecanismos de aproveitamento energético do biogés,
normalmente o biogés ¢ emitido diretamente para a atmosfera ou entdo queimado nas saidas dos
drenos (Guedes, 2007), enquanto que aterros que fazem uso de mecanismos para producao

energética utilizam o biogas gerado no aterro como fonte de combustivel para a geragdo de energia.

2.2.2 Camada de cobertura

Em projetos de disposicao de residuos, um dos principais objetivos consiste em evitar a
contaminagdo do lencol fredtico, de forma que deve-se trabalhar pela redu¢do da geracdo de
lixiviado, a qual ¢ fortemente influenciada pela cobertura final (CARVALHO, 1999).

A camada drenante de aguas pluviais reduz a carga hidraulica sobre a camada de cobertura,

evitando a infiltracdo, o que diminui a geracao de lixiviado e reduz as pressdes neutras na massa de
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residuos. A captagcdo do biogas na cobertura ¢ realizada por uma camada drenante, evitando a saida
dos mesmos para a atmosfera e direcionando-os para o sistema de coleta e/ou tratamento de gases
(BOSCOV, 2008).

Mais recentemente, camadas de cobertura de aterros tém sido confeccionadas com materiais

alternativos, como residuos de construgao.

2.3 DIGESTAO ANAEROBICA DOS RSU

A digestdo anaerdbica envolve diversas reagdes bioquimicas utilizando micro-organismos, em
anaerobiose, para a decomposi¢do de matéria organica. Os produtos finais desse processo sdo o
dioxido de carbono, a amoénia e o metano, sendo este ultimo utilizado como fonte alternativa de
geracdo de energia, dado ao seu acentuado poder calorifico favordvel a queima e posterior
transformagdo energética.

Para Zhang et. al. (2014), os micro-organismos envolvidos na digestdo anaerobica podem se
desenvolver nas faixas de temperaturas psicrofilica (10-30 °C), mesofilica (30-40 °C) e termofilica
(50-60 °C). O pH ideal para os micro-organismos metanogénicos seria na faixa de 6 a 8 onde
permite uma maior eficiéncia no processo anaerdbico. Assim, os fatores ambientais e a
disponibilidade de nutrientes para a microbiota sdo fundamentais para o processo de digestdo
anaerdbica dos RSU no aterro sanitario.

A representacao do processo de digestao anaerobica para geragdao do biogas ¢ sintetizado por Tcho-
banoglous et al. (1993) na equacgao O1.

Matéria organica + H>O + micro-organismos — Matéria organica degradada + CH4 + CO; + outros

gases (eq. 01)

Segundo Li et. al. (2013), o processo bioquimico para a geracdo de metano anaerdbico ¢é
complexo. A diversidade e a abundancia dos micro-organismos envolvidos no processo certamente
desempenham um papel importante, sendo influenciadas pelas composi¢des da comunidade
microbiana, pelos materiais de fermentacao e pelas variagdes climaticas.

O processo bioquimico da digestdo anaerdbica envolvem diversas etapas sequenciais e
sintroficas entre os procariotos em ambiente andxico e ¢ detalhado ainda por Li et. al. (2013), onde
relata que nas etapas iniciais da digestdo anaerdbica, os micro-organismos hidroliticos reduzem
macromoléculas maiores (incluindo proteinas, lipideos e carboidratos complexos) a estruturas

quimicas menores (aminoacidos, acidos graxos e monossacarideos) e outras bactérias (incluindo
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acidogénicas e acetogénicas), onde degradam estes compostos em outros intermedidrios ainda
menores como acetato, dioxido de carbono e hidrogénio. Nas etapas posteriores, as archaeas
metanogénicas converta os substratos menores em metano pelas vias acetocldstica e
hidrogenotrofica.

No Brasil, a digestdo anaerdbica para decomposicdo de residuos solidos ocorre
principalmente em aterros sanitarios. No caso dos aterros, ocorreu com o curso dos anos uma
adaptacdo do sistema para o aproveitamento do biogas gerado, utilizando-o para a geragdo de
energia elétrica.

Segundo Silva e Campos (2008), o que se verifica na maior parte dos casos, entretanto, ¢ uma
perda do biogas através de trincas e fissuras na camada de cobertura do aterro, as quais também
permitem a entrada de oxigénio, resultando assim em uma diminui¢do na quantidade e na qualidade
do biogas, o que foi demostrado na pesquisa de Damasceno (2018), onde avaliou as emissoes
fugitivas de metano pelo sistema de cobertura de RSU novos na célula 6 no ASMC, por meio de
ensaios de placa de fluxo estética, realizados em zonas trincadas e ndo trincadas no entorno dos
drenos de gas, de acordo com os modelos de estimativa de emissdes fugitivas de metano na area de
estudo, durante todo o periodo de andlise, a regido ndo trincada apresentou valores de emissao
inferiores (JCH, = 4,4 g/m*-dia) quando comparado aos da regido trincada (JCH, = 455,3 g/m*-dia).

A degradacao da fra¢do organica dos RSU complexa ¢ apresentada em Lobo (2003) como di-
versas fases de decomposi¢do anaerdbica que comecam pela hidrolise do s6lido organico, dando
origem a polimeros mais simples como proteinas, carboidratos e lipidios que, por sua vez, sdo hi-
drolisados e formam agticares, aminoacidos e acidos graxos volateis de alto peso molecular. Os ami-
noacidos e carboidratos sao convertidos em outras substancias (acidos volateis) ou sao fermentados
produzindo acido acético, sendo que em ambos 0s casos ¢ gerada amodnia. Os acidos graxos de ca-
deia longa sdo decompostos em produtos intermediarios e hidrogénio. Os produtos da degradagdo
final sdo o didxido de carbono e o metano.

De acordo com Abreu (2007) ao contréario da degradagdo aerdbica, na qual a matéria organica
carbonécea ¢ usualmente metabolizada diretamente a CO, a degradacdo anaerdbica envolve 4 eta-
pas metabolicas distintas (Figura 4). Por se tratar de um material constituido de proteinas, carboi-
dratos e lipideos, varios sdo os caminhos metabodlicos possiveis durante a conversdao dos compostos

a metano, realizados principalmente por micro-organismos heterotrofos.
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Figura 4 - Etapas metabolicas e microbiota envolvida na digestdo anaerdbica
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Fonte: adaptado de Mc Carty et al. (1982); Zehnder et al. (1982)

Portanto, a digestdo anaerdbica constitui-se de um processo bioquimico complexo, composto
de varias reacdes sequenciais (hidrolise, acidogénese, acetogénese e a metanogénese), cada uma

com determinadas comunidades microbianas, € que veremos a seguir:

2.3.1 Hidrolise

A hidrodlise € a primeira etapa na degradagdo anaerdbica de polimeros complexos, tais como
carboidratos, proteinas e lipideos, necessaria para reduzir material particulado e dissolvido, as di-
mensdes menores que 1 nm. Isso € necessario uma vez que as proteinas porinas, presentes na mem-
brana externa de bactérias Gram-negativas, formam canais de aproximadamente 1 nm que permitem
a entrada e saida da célula, de substancias hidrofilicas pequenas (MADIGAN et al., 2014). Sendo
assim, a hidrolise do material particulado, bem como de material soluvel de maior tamanho, ¢ uma
etapa essencial para aumentar a biodisponibilidade, ou seja, o acesso do substrato as células micro-

bianas (AQUINO, 2005).
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Kothari et al. (2014), apresenta um exemplo da reagdo da hidrolise para mistura de residuos
organicos (excluindo nitrogénio e outros componentes menores) pode ser dada pela formula geral
CeH1004. A hidrdlise dos residuos organicos alimentares ¢ representada pela equacdo quimica 02

com a participagao de bactérias hidroliticas:

CeH 1004 + 2 H2O + bactérias hidroliticas — C¢H2O¢. + Ha (eq. 02)

O material orgéanico particulado ¢ convertido em compostos dissolvidos de menor peso mole-
cular por meio de exoenzimas, que sao excretadas por bactérias fermentativas, também denomina-
das bactérias hidroliticas.

Dentre os géneros de bactérias hidroliticas que se destacam no processo anaerdbico estdo:
Clostridium, Micrococcus e Staphylococcus, que sao géneros produtores de lipases para degradagao
de lipideos a acidos graxos; Bacteroides, Butyvibrio, Clostridium, Fusobacterium, Selenomonas,
Streptococcus, Proteus, Peptococcus e Bacillus, que sdo géneros produtores de proteases para de-
gradacdo de proteinas a aminodcidos; e Clostridium, Staphyloccoccus, Acetivibrio, Eubacterium,
que sao géneros produtores de amilases para degradacdo de polissacarideos a agucares menores. A

composi¢ao relativa e ativa destes micro-organismos sera refletida no tipo de substrato presente no

sistema (ANDERSON et al., 2003).

2.3.2 Acidogénese

Os compostos dissolvidos, gerados no processo de hidrdlise, sdo absorvidos e metabolizados
pelas bactérias fermentativas acidogénicas, que, por sua vez, excretam substancias simples, como
acidos graxos volateis (AGV) de cadeia curta, alcoois, acido latico e compostos inorganicos (CO»,
H», NH3, HaS, etc.). A acidogénese ¢ realizada por um grupo diversificado de bactérias anaerdbicas
obrigatdrias em sua maioria (ARCHER, 1990). Entretanto, algumas espécies sdo facultativas e po-
dem metabolizar a matéria organica por via oxidativa, utilizando oxigénio molecular (O2) como
aceptor de elétrons, removendo, eventualmente, residuos de oxigénio dissolvido no sistema e, dessa
forma, eliminando qualquer efeito toxico aos micro-organismos anaerobicos, dentre eles, as arquei-
as metanogeénicas.

Dentre os géneros de bactérias acidog€nicas mais comuns em reatores anaerdbicos estao
Clostridium, Bacteroides, Ruminococcus, Butyribacterium, Propionibacterium, Eubacterium, Lac-
tobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus, e Escherichia. Es-

tima-se que este grupo ocorra em reatores anaerobicos em uma densidade que varia de 10° a 10® cé-
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lulas por mL de lodo (ARCHER, 1990). Os produtos metabolicos gerados pela atividade das bacté-
rias acidogénicas sdo importantes substratos para as bactérias acetogénicas e para as arqueias meta-

nogénicas (ARCHER, 1990).

2.3.3 Acetogénese

Segundo Aquino (2005), a principal funcao das bactérias acetogé€nicas na digestdo anaerdbica
¢ a producdo de acetato, CO; e Hz, substratos que sdo metabolizados pelas arqueias metanogénicas.
Dois grupos distintos de acetogénicas podem ser distinguidos, baseados em seu metabolismo. O pri-
meiro grupo ¢ de bactérias acetogénicas produtoras de hidrogénio obrigatorias, também chamadas
de acetogénicas redutoras de protons, que produzem acido acético, CO> e Hy a partir de uma grande
variedade de substratos, dentre eles: acidos graxos intermediarios (propionato e butirato), alcoois ou
outros acidos organicos maiores (valerato, isovalerato, palmitato).

Baseados em consideragdes termodinamicas, especificamente na energia livre (AG) resultante
da oxidacao dos acidos graxos, € previsto que estas bactérias sejam capazes de crescer apenas em
ambientes sob baixas pressoes de hidrogénio. Esta condicao ¢ alcangada quando micro-organismos
consumidores de hidrogénio estdo presentes no sistema, tais como arqueias metanogénicas hidroge-
notroficas ou bactérias redutoras de sulfato (BRS). A maioria dos ambientes metanogénicos mantém
uma concentrag¢do de H» baixa (abaixo de 10** atm), que é suficiente para estimular o crescimento
destas bactérias acetogénicas, evitando-se o acumulo de acidos. A esta relacdo de dependéncia ¢
dado o nome de sintrofia, e sabe-se que a presenga de micro-organismos sintroficos € essencial para
um eficiente desempenho da digestdo anaerdbica. Poucos micro-organismos deste grupo t€m sido
1solados de lodos anaerdbicos, sendo os géneros Syntrophomonas, Syntrophobacter e alguns géne-

ros de BRS os mais conhecidos (AQUINO, 2005).

2.3.4 Metanogénese

Denominada também de fase metanogénica, nesta fase os micro-organismos predominantes
sdo estritamente anaerdbicos, chamados de metanogénicos ou formadores de metano, que a partir de
acido acético (CH3COOH) e Ha, produzem CH4 e CO2. Apresenta-se a equacdo 03 que leva em con-
sideragdo a interacdo de &cidos orginicos, CO2 e H> com bactérias metanogénicas para produzir

CHa4, CO2 e H20 (TCHOBANOGLOUS et al. 1993).

Acidos Orgénicos + CO2 + Ha + bactérias metanogénicas — CHs+ H20 + CO (eq. 03)



33

O metano ¢ produzido pelas arqueias por duas vias metabolicas principais: hidrogenotrofica e
acetotrofica (ou acetoclastica). As arqueias hidrogendtroficas sdo autédtrofas, reduzindo CO2 a CH,
e usando H, como doador de elétrons, liberando H>O. As archaeas acetoclasticas sdo heterdtrofas,
produzindo o CHse CO> a partir da redugdo do acetato (fermentacao). Estas t€ém grande importancia
em reatores anaerobicos, uma vez que ¢ conhecido que cerca de 70% do CH,4 produzido nestes siste-
mas ¢ resultante da degradacao de acetato (JETTEN et al., 1992; CHERNICHARO, 2007.

Segundo Maciel (2009), a composi¢dao do biogés na fase metanogénica ¢ de cerca de 60% de
CHa4, 40% de CO: e outros gases em pequenas concentracdes, somente apresentando grandes altera-
¢oes em caso de perturbacdes do equilibrio de fatores, como umidade e remocao da “cobertura fi-

nal” do macigo de residuos.

2.4 COMUNIDADES MICROBIANAS ENVOLVIDAS NA DIGESTAO DOS RSU

Os estudos das comunidades microbianas sdo importantes para entender a ecologia
microbiana no ecossistema. As comunidades microbianas continuam sendo uma das mais dificeis de
caracterizar devido a sua imensa diversidade.

Segundo Atalia (2015) atualmente existe um interesse particular na biodiversidade
microbiana, simplesmente definida como a quantidade e a qualidade das espécies microbianas
presentes no ecossistema e sua funcao particular neste, sendo que a caracterizacao da biodiversidade
pode ser capaz de entender o funcionamento do ecossistema, a sua interacdo com a microbiota e a
sua capacidade de suportar perturbagdes graves.

A diversidade microbiana ¢ um importante fator na avaliagdo do processo de decomposi¢ao de
residuos. Assim, essa tarefa ¢ um dos principais passos em direcdo ao entendimento das
propriedades metabdlicas espécie-especificas, responsaveis pela decomposicdo dos residuos
(KLAMMER et al., 2008).

De acordo com Madigan et al. (2014), o processo de biodigestdo dos RSU envolve a sucessao
biologica de varias comunidades naturais de micro-organismos, sendo estes considerados dominios
(Figura 5) e que com suas caracteristicas distintas desempanam um papel fundamental nos ciclos
biogeoquimicos.

Ha cerca de vinte anos, Carl Woese e colaboradores sugeriram que 0s organismos Vivos
fossem classificados em trés grupos principais: Archaea, Bacteria e Eukarya, com base no estudo
das sequéncias das moléculas do gene 16S do RNA ribossomal (16S rRNA). Esses grupos sao

chamados de dominios e acredita-se que surgiram através de vias evolutivas distintas a partir de um
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ancestral comum. A nocao de dicotomia da vida entre eucariontes e procariontes, que ainda domina
a Biologia e influéncia, em particular, a percep¢do sobre o dominio Archaea, estd sendo lentamente

revista por grupos atuantes em microbiologia (Madigan et al., 2014).

Figura 5 - Caracteristicas gerais de Bactéria, Archaea ¢ Eukarya

Caracteristicas Bacteria Archaea Eukarya
Presenca de nucleo Nao Nao Sim
Nao- Nao-

Parede celular

Peptideoglicano

Peptideoglicano

Peptideoglicano

rLr:EIr?]ISrsagg Ligagao éster Ligacao éter Ligacao éster
Cromossomo Circular Circular Linear
Histonas Ausentes Presentes Presentes
RNA polimerases Uma Uma (8-12 Trés (12-14
(4subunidades) subunidades) subunidades)
Ribossomos
(massa) 70S 70S 80S
Iniciador tRNA Formilmetionina Metionina Metionina
Introns Nao Alguns genes Sim
Operons Sim Sim Nao
1o MRNA h Nao Nao Sim
Plasmideos Sim Sim Raro
Sensibilidade a
cloranfenicol,
estreptomicina, Sim Nao Nao
kanamicina e
penicilina

Fonte: (adaptado de Madigan et al., 2014)

2.4.1 Bactérias

As bactérias sdo micro-organismos procarioticos muito diversos que, através dos seus produ-
tos metabdlicos, atuam diretamente no processo de biodeterioragdo. As bactérias quimiolitotroficas
e quimiorganotroficas oxidam o substrato através dos acidos inorganicos e organicos produzidos em
acOes metabolicas. As quimiolitotroficas atuam dentro dos ciclos dos quais fazem parte, por exem-
plo, o ciclo do enxofre, do carbono e do nitrogénio e onde geram diversos produtos inorganicos
(RESENDE, 2008).

Os grupos bacterianos sdo responsaveis pela produgdo do hidrogénio e de dioxido de carbono
nos primeiros trés estagios da digestdo anaerobica. Na tltima etapa, as archaeas metanogénicas pro-
duzem metano a partir do hidrogénio e didxido de carbono (Griffin et al, 1998;. Liu et al., 2004).

As bactérias sdo dominantes na digestdo anaerobica e compreendem até 80% do total da di-
versidade microbiana (Krause et al., 2008). Filos de bactérias comumente detectados incluem Fir-
micutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Chloroflexi, Nitrospira, Thermotogae, Fu-

siobacteria, Espiroquetas e Deferribacteres, enquanto representantes de arqueia em sua maioria
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pertencem ao filo Euryarchaeota, que inclui todos os metanogénicos conhecidos (Insam et al.,
2010).

A comunidade complexa de bactérias anaerobicas pode assumir a degradacgdo através da pro-
ducdo de enzimas hidroliticas extracelulares, tais como celulases e xilanases e dissimular os biopoli-
meros complexos em suas unidades estruturais. As bactérias envolvidas nesta fase consistem em
subgrupos de Proteobacteria, Bacteroides, Actinobacteria, Firmicutes (por exemplo, Bacillus e

Clostridium) e Neocallimastix (Insam et al., 2010).

2.4.2 Archaeas

No processo bioquimico de decomposicao dos RSU, além dos organismos aerobicos temos a
participacdo de micro-organismos anaerobicos do grupo das archaeas metanogénicas, que, por sua
vez, sao amplamente distribuidas em ambientes anodxicos, tais como: sedimentos aquaticos
profundos, pantanos, trato digestivo de ruminantes e animais homeotérmicos, biodigestores
anaerdbicos de tratamento de residuos e aterros sanitarios (VAZOLLER et. al., 2008).

A descrigao do Dominio Archaea iniciou-se na década de 1970, quando Woese et al. (1990),
investigavam caracteristicas genéticas e bioquimicas de varios micro-organismos, inclusive dos
metanogénicos. Os pesquisadores descobriram que os metanogénicos apresentavam diferengas na
constituicdo quimica da parede celular e da membrana plasmatica, além de possuirem RNA
polimerases (enzimas responsaveis pela sintese de proteinas) mais complexas e vias metabodlicas
incomuns as demais bactérias. Inicialmente, estes micro-organismos foram reunidos no grupo
“Arqueobactéria” para distinguir das “Eubactérias” (bactérias verdadeiras). Atualmente, sabe-se que
as caracteristicas genéticas e celulares de arqueias sdo mais semelhantes as de organismos
eucaridticos do que as de bactérias comuns. A reclassificagao filogenética, elaborada por Woese ¢
colaboradores, incluiu as archaeas em um Dominio & parte, denominado de Archaeca (ABREU,
2007).

As archaeas sdo, portanto, unicelulares e procaridticas, anaerdbicas, apresentando uma ampla
diversidade metabdlica, atributos bioquimicos e estruturais unicos, os quais as adaptaram a viver em
habitats considerados inoOspitos aos demais seres vivos, tais como: fontes geotermais
(hipertermofilos), habitats com elevada salinidade (hiperhaléfilos), solos e sistemas aquaticos
altamente acidos ou alcalinos (VAZOLLER et al., 2008). Desde entdo, investigacdes tém sido feitas
sobre sua importancia funcional nestes ecossistemas e sobre a atuagao de tais micro-organismos nos

processos biogeoquimicos em ambientes ndo-extremos.
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Na pratica, as archaeas sdo estudadas e agrupadas de acordo com o seu metabolismo e
fisiologia, sendo alocadas em diversos grupos, como: as metanogénicas, os hal6filos extremos (ou
hiperhal6filos) e os termofilos extremos (ou hipertermofilos). Sem duvida, as espécies de Archaea
mais conhecidas sdo as metanogénicas, cuja classificagdo taxondmica molecular data de 1979,
realizada por Balch e colaboradores (Balch et al., 1979).

Provavelmente, pela facilidade de estudos de ambientes andxicos, ou mesmo pela sua
importancia em saneamento ambiental, existem cerca de 66 espécies de metanogénicas descritas,
em contraste com aproximadamente 24 espécies de hipetermofilas e 18 de halofilas extremas.
Contudo, o nimero de novas espécies descritas nestes dois ultimos grupos vem aumentando, em
razdo do crescente interesse em estudos da diversidade de Archaea em novos ambientes, que
empregam metodologias moleculares para a identificagdo dos organismos através de DNA extraido
diretamente das amostras (VAZOLLER, 2008).

Ainda segundo Vazoller et. al. (2008), a caracteristica mais evidente da ecofisiologia dos me-
tanogénicos estd relacionada com sua especificidade de substratos para crescimento e producao de
metano e a sua relagdo sintréfica com outros micro-organismos, ou seja, a atividade no meio anae-
robico gera os precursores para a metanogénese. As archaea metanogénicas representam um grupo
de micro-organismos polifilético, compreendendo 3 Ordens, com 8 Familias e 21 géneros. Apresen-
tam morfologia comum as células procaridticas, com forma de bacilos de diferentes tamanhos, co-
cos, sarcinas e filamentos. Algumas representantes apresentam propriedade de coloragdo Gram-
positiva e outros Gram-negativa, sendo a taxonomia baseada essencialmente em métodos molecula-
res, através da comparacao de seqiiéncias do RNAr 16S. Analises morfo-fisiologicas facilitam a
classifica¢do primaria em nivel de género.

A Ordem Methanobacteriales compreende a Familia Methanobacteriaceae, com os géneros
Methanobacterium, Methanobrevibacter e Methanosphaera, contendo 18 espécies; e a Familia Me-
thanothermaceae, com o género Methanothermus e duas espécies. A Ordem Methanococcales con-
grega as Familias Methanococcaceae, género Methanococcus, com 7 espécies; Methanomicrobiace-
ae, com os géneros Methanoculleus, Methanogenium, Methanolacinia, Methanomicrobium e Me-
thanospirillum, com 13 espécies; Methanocorpusculaceae, género Methanocorpusculum, com 5 es-
pécies; Methanoplanaceae, género Methanoplanus, com duas espécies; Methanosarcinaceae, com os
géneros Methanococcoides, Methanohalobium, Methanohalophilus, Methanolobus, Methanopyrus,
Methanosaeta, Methanosarcina € Methanothrix, com 19 espécies (SOWERS, 1995).

Dentre as archaeas cultivadas, destacam-se as metanogénicas, que t€m um historico de estudo
anterior a proposicao de Woese e servem como modelo para estudos genéticos, fisioldgicos e meta-

boélicos do dominio archaea. Notadamente seu estudo desenvolveu-se na area do saneamento ambi-
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ental, onde esse grupo desempenha papel fundamental na mineralizagdo de matéria organica e no
equilibrio ecoldgico.

A bioquimica da formagdo de metano ¢ encontrada apenas nas archaeas metanogénicas. A me-
tanogénese ¢ uma reacao que proporciona um fluxo de protons nas células e pode suportar um me-
canismo quimiosmotico de produgdo de energia e ATP. A produgao de metano pode, portanto, ser
encarada como um marcador taxondmico para a identificagdo de Archaea. Alguns dos micro-orga-
nismos apresentam fluorescéncia sob iluminacdo ultravioleta decorrente da presenga do cofator

F420 (VAZOLLER, 2008).

2.5 TECNICAS MICROBIOLOGICAS TRADICIONAIS

Para entender as atividades bioldgicas que ocorrem nos aterros sanitarios na decomposi¢ao
dos RSU, ¢ necessario, principalmente, que se conhegam os agentes microbiologicos atuantes nesse
processo. Assim, o emprego das técnicas microbioldgicas tradicionais de cultivo facilita a investiga-
¢do das comunidades microbianas naturais, onde possibilita entender seu papel no meio e suas inte-
racoes.

Os métodos tradicionais de rastreamento, através de meios de cultura podem ser uma ferra-
menta simples e 1til na pesquisa microbiologica, pois consegue reproduzir as condi¢des basicas
para os micro-organismos de maneira rapida e de baixo custo e assim revelar informagdes gerais
através do fenotipo acerca da composi¢ao das comunidades microbianas presentes nos RSU. No en-
tanto, sabe-se das suas limitagdes, pois cerca de 90% a 99% do nimero total de micro-organismos
que existem no ambiente (por exemplo, no solo, 4gua ou ar) ndo sdo cultivaveis em meios de cultu-
ra e outras condic¢Oes laboratoriais conhecidas.

A populacdo microbiana inicial presente nos RSU disposto em aterro sanitario apresenta nota-
vel papel na sele¢do de espécies dominantes, tanto durante o estagio inicial de decomposi¢do, quan-
to no residuo decomposto. Um entendimento mais profundo da dindmica dessa populagdo microbia-
na fornecera subsidios para compreender também a sua persisténcia e o poder de recuperagdo, na
medida em que hd mudangas nas condi¢des ambientais e na qualidade do substrato ao longo do tem-
po (STALEY et al., 2007). Assim, a investigacdo dos micro-organismos envolvidos e seu papel nos
processos de decomposi¢do bioldgica dos RSU sdo fundamentais para uma avaliagdo das condigdes
de operacao dos aterros sanitarios.

O grau de conhecimento sobre a composi¢do de micro-organismos em lixiviado de aterro € li-
mitado (GRISEY et al., 2010) em comparagdo as caracteristicas fisicas e quimicas deste poluente

(BOUMECHHOUR et al., 2013). A quantificagdo dos micro-organismos através de meios de cultu-
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ra foi realizada na pesquisa de Monteiro et al., (2006), segundo os autores os micro-organismos ae-
robicos decrescem enquanto os anaerdbicos aumentam em niimero € com o passar do tempo os or-
ganismos anaerobicos passam de valores em torno de NMP/g de 108 para 1012, principalmente na
faixa inferior do lisimetro com RSU oriundos do aterro sanitario em Recife-Pe.

Pesquisas realizadas por Saha (2014) em um aterro sanitdrio municipal na India utilizando
técnicas tradicionais de cultivo revelaram a diversidade de géneros de bactérias aerdbicas (Pseudo-
monas, Achromobacter e Bacillus) e anaerobicas (Clostridium) envolvidas no processo de degrada-
¢do dos RSU despostos no aterro sanitario. Tratam-se de micro-organismos também presentes no
solo e que estdo envolvidos na decomposi¢do da matéria organica, assim atuando nos ciclos biogeo-
quimicos.

A fim de compreender o processo de geragdo de um composto organico produzido a partir de
RSU disposto um aterro sanitario municipal na Etiopia, Kassegn et al (2015) avaliaram as caracte-
risticas fisicas, quimicas e biologicas dos residuos organicos. Os resultados indicaram que a comu-
nidade microbiana dominante era composta principalmente por fungos e bactérias, dentre os grupos
bacterianos presentes, as aerobicas dos géneros: Bacillus e Pseudomonas, a anaerobica do género
Clostridium e que estes participam do processo de degradagdo bioldgica dos RSU e na formacao do
composto que tem potencial para uso na agricultura.

No trabalho de pesquisa realizado por Meira R.C. (2009), que envolveu a constru¢do e moni-
toramento de uma célula experimental (lisimetro), simulando uma célula de aterro sanitario conten-
do RSU provenientes de trés bairros de classes sociais distintas no municipio de Campina Grande
na Paraiba-PB, foi utilizada a técnica de diluicao seriada e o cultivo de micro-organismos. Para en-
tender o processo biodegradativo, foram realizadas as analises de temperatura, teor de umidade e
pH. Os resultados encontrados no lisimetro para as bactérias aerdbias foram na faixa de 103 a 107
UFC/mL. De acordo a autora, o lisimetro em estudo observa-se que até o 80° dia de monitoramento
houve um decaimento dos micro-organismos aerdbicos, que pode estd relacionado com o rapido
consumo de oxigénio do meio, fazendo com que ocorra o surgimento dos micro-organismos anae-
rébicos.

Segundo estudo realizado por Aragjo et. al. (2010), com o propdsito de entender a degradabi-
lidade dos RSU durante alguns meses de monitoramento em escala experimental numa célula expe-
rimental através de indicadores bioldgicos, a autora avaliou quantitativamente através de técnicas
tradicionais de cultivo a microbiota aerdbica e anaerobica presente na célula de RSU. Os resultados
da pesquisa indicaram que os micro-organismos anaerobicos aumentaram significativamente em or-
dem de grandeza. Porém, ocorreu uma diminui¢ao nos aerdbicos, pela falta de matéria organica e

provavelmente pela diminui¢do do oxigénio presente na massa de RSU.



39

2.6 TECNICAS MOLECULARES EMPREGADAS PARA OS ESTUDOS DA
MICROBIOTA RELACIONADA COM A DIGESTAO ANAEROBICA DOS RSU

Por muitos anos, investigacdes microbioldogicas em diversos ambientes foram feitas
exclusivamente por microscopia e¢ técnicas de cultivo em meios de cultura enriquecidos. No
entanto, essas técnicas convencionais oferecem limitagdes quanto a andlise da diversidade
microbiana de um ecossistema, pois podem falhar ao simular as condi¢des ambientais naturais que
0s micro-organismos exigem para proliferacdo. Além disso, muitos micro-organismos nao sao
detectaveis por microscopia convencional por permanecerem ligados a particulas de sedimentos
(MUYZER et al, 1993), e muitos ndo sdo cultivaveis por exigirem condi¢cdes ambientais dificeis de
serem mantidas em laboratérios. Amann et al. (1995) estimaram que aproximadamente 99% dos
micro-organismos nao podem ser isolados de seus habitats naturais em culturas puras.

As dificuldades de compreensdo de processos metabolicos envolvidos na degradagao da
matéria organica, os quais sdo influenciados por processos ecologicos, tais como simbiose e
competicdo entre os micro-organismos foram motivos de intensas pesquisas. Atualmente, este
problema tem sido diminuido e o conhecimento da microbiologia ambiental tem se estendido com o
uso ¢ avango das técnicas moleculares através da andlise genotipica, que sdo independentes do
isolamento e cultivo de micro-organismos e, muitas vezes, permitem o estudo dos mesmos no
proprio ambiente.

As novas técnicas moleculares tém sido valiosas para descobrir a diversidade microbiana
envolvida na biodecomposi¢ao dos residuos. Segundo Gonzales e Saiz-Jiménez (2005), os métodos
microbioldgicos clédssicos, que sdo baseados em procedimentos de cultura, tém fornecido
informagdes importantes, porém limitadas na diversidade de amostras.

A Biologia Molecular, como novo campo de pesquisas, tem sido desenvolvida ao longo das
ultimas décadas para elucidar os genomas dos micro-organismos nao cultivaveis, com o objetivo de
compreender melhor a ecologia microbiana envolvida na decomposi¢do dos residuos, bem como
associd-la a ecologia dos ciclos biogeoquimicos. Esse método foi impulsionado pelo aumento da
biotecnologia e das novas demandas pelos conhecimentos a respeito das enzimas e biomoléculas
(SCHMEISSER, 2007).

Como a maioria das técnicas de biologia molecular, requerem extra¢do para ser utilizado
como um molde para amplificagdo por PCR e andlise de comunidade subsequente. O primeiro pas-
so ¢ extrair o DNA alvo a partir de amostras. O DNA extraido ¢ subsequentemente purificado e

quantificado usando kits de reagentes para remover o excesso de iniciadores, nucledtidos, sais e en-
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zimas, assim como para quantificar os DNA em solu¢do. Uma vez que o DNA de alta qualidade foi
obtido, ele pode ser amplificada por PCR utilizando iniciadores que tém como alvo os genes de
rRNA (ribosomal ribonucleic acid), quer em diferentes niveis taxonémicos de espécies para filo, ou
os genes funcionais de interesse.

Para que as técnicas moleculares funcionem adequadamente em materiais como RSU
dispostos em aterros sanitarios ¢ fundamental a eficiéncia na extracdo de DNA do material, bem
como da qualidade e pureza do DNA extraido, no entanto, caso nao sejam seguidos os devidos
cuidados, pois se tratando dos RSU, as dificuldades sdo maiores devido as diversas impurezas
associadas a esse tipo de material e assim podem interferir no processamento e analise do material
em estudo.

Na fase de amplificagdo, se as concentracdes de grupos-alvo devem ser quantificadas, uma re-
acdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) € normalmente empregada. Depois de gerar pro-
dutos de amplificagdo de PCR, varias técnicas de biologia molecular tém sido aplicadas em perfilar
a comunidade microbiana antes da sequenciacdo, tais como a aproximagdo de clonagem, DGGE
(eletroforese em gel de gradiente desnaturante) técnica de impressdo digital e a metagendmica.

O termo metagendmica significa a analise genomica de uma comunidade de um determinado
ambiente através de técnicas de biologia molecular e independente de cultivo (HANDELSMAN,
2004), o que tem sido particularmente Util para analise de procariotos ndo cultivdveis em meios de
cultura tradicionais e que representam até 99% de organismos em alguns ambientes (SCHLOSS e
HANDELSMAN, 2003).

A metagendmica envolve construcao de bibliotecas gendmicas através da lise extragdo e
clonagem de DNA de alto peso molecular. Essa técnica possibilita acessar informagdes em nivel de
filogenia, como também isolar e clonar novos genes responsaveis por diversas fungdes, explorando
o potencial biotecnologico dos micro-organismos (RIESENFELD et al. 2004; HANDELSMAN,
2004).

No entanto, de acordo Li et. al. (2013) a metagendmica mais tradicional tem dificuldade em
cobrir toda a complexidade de comunidades microbianas através de apenas as sequéncias de um
numero limitado de clones especificos para os genes. As tecnologias de sequenciagdo de ultima
geragdao superam muitas das dificuldades, particularmente a plataforma pirosequenciamento (tais
como o Roche / 454 GS sequenciador FLX) que gera mais e ler comprimentos que variam de 200 a
400 bp em comparagdo com outras plataformas como o Ilumina Hiseq2000 sistema que gera 50-150
bp e 1€ em suas execucdes as corridas de sequenciamento unidirecional, sendo que gera menos

distor¢des no sequenciamento e na construgdo de bibliotecas.



41

Segundo Guo et. al. (2015) os métodos de sequenciamento de alto rendimento, como o
[llumina e o 454 com a tecnologia de pirosequenciamento, tém sido recentemente aplicadas como
métodos novos e promissores para caracterizar a composicao filogenética e o potencial funcional
das comunidades complexas como em ambientes anaerdbicos.

Assim, a metagenomica de nova geracao oferece diversas tecnologias que possuem atributos
comuns ¢ um poder de gerar informagdes genéticas maior que o sequenciamento tradicional, numa
significativa economia de tempo e custo por base para o sequenciamento, o que otimiza os trabalhos
de pesquisas cientificas.

Diversos autores brasileiros, quando realizam estudos moleculares, utilizam a ferramenta
BLAST, disponivel no E. U. National Center for Biotechnology Information (NCBI), para
realizacdo das correspondéncias entre as sequéncias moleculares encontradas, sugerindo uma

padronizacao entre as analises (CRISPIM et al., 2004; GAYLARDE et al., 2005).

2.7 GERACAO DE CH, EM ATERROS SANITARIOS

Em condi¢des normais, a velocidade de decomposicao, medida através da produgdo de gas,
chega a um maximo nos dois anos iniciais e decresce lentamente por 25 anos ou mais. Porém, as
fases de decomposi¢do dos RSU em um aterro ndo podem ser claramente definidas, j& que novos
residuos sao dispostos diariamente.

Assim, os RSU novos chegam no local de disposi¢@o do aterro sanitdrio e entram no processo
inicial aerdbico e outros locais com RSU ja aterrados ja estdo na fase anaerébica em plena producao
do gas metano.

Segundo Jardim (2000) a estabilizagcdo do residuo organico através de processos anaerdbicos
¢ lenta e pode acarretar no aumento do potencial de geracdo de lixiviado e ampliagdo da geragao do
gas metano. Todavia, dados coletados durante a operacdo do Aterro Sanitario Metropolitano Centro
de Salvador Ba (ASMC) apontam para a geracdo de metano ja nas primeiras semanas em que O
RSU ¢ disposto no aterro, de forma que os drenos utilizados para captacao do biogas, que sdo insta-
lados concomitantemente com a frente de operacdo, detectam a presenga de CH4 (com concentra-
¢oes em torno de 10%), fornecendo assim o indicativo de inicio da fase acida. (MACHADO et al,
2008). Este rapido desenvolvimento dos processos de biodegradacdao pode estar associado a com-
pactacdo do RSU realizada por maquinas no momento de sua deposicao, que contribui para a dimi-
nui¢do do oxigénio no interior das células.

Na maioria dos casos utiliza-se 0 modelo de decaimento de primeira ordem, como uma

primeira aproximagdo que ¢ recomendada pela EPA (USEPA, 1996; 1998; 2005) e pelo IPCC
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(IPCC, 2006), visando a determinar a emissao de CH4 em aterros sanitarios, conforme se observa na
Equagdo 04, onde q ¢ a taxa especifica de geragdo de metano (m? CHas/ano Mg-residuo), Lo € o
potencial de geragdo de metano (m? CHs/Mg-residuo), k ¢ a taxa constante de geragdo de CH4 por

ano (ano!) e t € o tempo de disposi¢do do residuo (ano).
q=L,.K-e ' (eq. 04)

Caldas (2011) obteve valores de Lo a partir do método proposto por Machado et al. (2009) e
da realizagdo de ensaios para a determinagdo do potencial de geragdo de metano dos RSU (ensaios
BMP). Os resultados obtidos por ambos os métodos se apresentaram coerentes. Em geral, os valores
de Lo obtidos foram menores que os apresentados na literatura técnica para paises em
desenvolvimento e de clima tropical. Essa diferenga ¢ explicada por Machado et al. (2009), que
afirmam que os baixos resultados de Lo sdo consequéncia dos altos teores de umidade do RSU (em
torno de 100%, base seca), que contrabalanceiam a ocorréncia de altos teores de matéria orgnica.
Deve-se notar aqui que a 4gua atua como catalisador nos processos de decomposi¢do aerdbica, ndo
possuindo o carbono em sua composicao que possa contribuir para a geragdo de metano. De acordo
com a Figura 6, os resultados dos ensaios de BMP realizados pelo autor seguem a mesma tendéncia
de variacao dos valores de Lo calculados a partir dos procedimentos de Machado et al. (2009) e
IPCC (2006). Nos primeiros anos de aterramento o processo de digestdo anaerdbica se mostra mais
vigoroso que o previsto pelo modelo de decaimento de primeira ordem. A partir de 4 anos de
aterramento, contudo, quando o valor de Lo previsto pela curva de ajustamento do BMP se encontra
na faixa de 20 m*® CH4/Mg-RSU esse processo se torna bem lento e as condigdes de operagdo do

ASMC normalmente ndo apresentam-se eficientes para o aproveitamento do Lo(t).
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Figura 6 - Valores de L, experimentais e ajustados em func¢do do tempo de aterramento
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Fonte: Caldas (2011)

Ainda de acordo com Caldas (2011) os valores de k obtidos de ensaios de laboratério normal-
mente se apresentam significativamente superiores aos obtidos em campo. Enquanto que ensaios de
laboratodrio para a determinacao do potencial de geracdo de metano sdo finalizados de 1 a 3 meses,
mesmo em condigdes favoraveis a decomposi¢do, levam-se anos para se entrar na fase de matura-
¢do em campo. Devido a impossibilidade de utilizagdo direta dos valores de k obtidos em laboraté-
rio em ambiente de campo, um procedimento alternativo para a determinagdo do k ¢ o tracado da
curva de Lo(t) ou Lo remanescente, determinada a partir de amostras de RSU coletadas com diferen-
tes tempos de aterramento. Neste caso, a reducao nos valores de Lo(t) ¢ devida ao processo de de-
composicao de campo, em condi¢des compativeis com as condi¢des ambientais do local de estudo.
Caldas (2011) ilustra a obtengao de valores de k com o uso deste procedimento os quais se mostra-
ram superiores as indicagdes do IPCC (2006), que prescreve para regioes de clima tropical imido, o
k variando entre 0,15 a 0,20 ano™!'. De posse dos resultados de Lo e k dos RSU do ASMC, obtidos
conforme descrito acima, além do histoérico mensal das quantidades de RSU dispostos no ASMC,
determinou-se a geragdo horaria de CH4 (Q) estimada para as células de disposi¢ao do aterro, para o
periodo de operagdo da central de captacao do biogas, a qual foi comparada com os valores de gera-
¢do de CH4 medida em campo. No mesmo estudo também foram estimadas as curvas que delimitam

os limites superiores e inferiores para um intervalo de confianga (I.C.) de 70% dos resultados.
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Conforme a pesquisa de Caldas (2011) o decréscimo na geracdo de CH4 em campo (a partir
do tempo de disposicao de 9 anos - outubro de 2006) tem relagdo com as mudangas na operacao do
aterro, tais como disposi¢cdo de residuos novos sobre RSU jé aterrados héa algum tempo (Figura 07),
0 que para Machado et al. (2009) altera o ambiente de decomposicao estabelecido no interior do
macigo, em que archaeas metanogénicas ja estabelecidas sofrem com a influéncia das bactérias aci-
dogénicas. Além disso, os altos valores de suc¢cdo impostos a alguns drenos pode estar proporcio-
nando a entrada de oxigénio nas células, afetando a producdo de metano em campo.

Ainda de acordo com as pesquisas de Caldas (2011), conforme a Figura 7, no periodo em que

antecedeu a segunda queda de geracdo de CHjy (a partir de janeiro de 2009), ocorreu no ASMC a
disposi¢do de mais residuos novos sobre RSU antigos e principalmente, a ndo cobertura diaria de
grandes areas contendo residuos, o que aumentou significativamente as emissdes fugitivas de CH4
para a atmosfera que antes correspondiam a 5% (BRITTO, 2006). A nao cobertura diaria dos RSU
aumenta também a duracdo da fase aerdbica devido a aeragao constante do ambiente interno das cé-

lulas, e provoca lixiviagdo de nutrientes e de micro-organismos essenciais a fase metanogénica.

Figura 7 - Curva do comportamento da geragao total de CHsno ASMC
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Vale salientar que nos estudos de Caldas (2017) foi descartada a hipdtese de que a disposi¢ao
de uma camada de RSU novo sobre outra em processo de anaerobiose ja estabelecido pudesse
causar impactos negativos na medida em que os micro-organismos presentes nos RSU novos
entrasse em competi¢do com as Arqueas metanogénicas, assim, os resultados do autor comprovaram

que essa condi¢ao ndo influenciou no comportamento da geracao de biogas.
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2.8 TECNICAS LABORATORIAIS PARA O ESTUDO DO BMP EM RSU

O ensaio de BMP emprega normalmente uma incubagdo anaerdbica em temperatura
controlada (de 37 a 40°C) de pequena quantidade de RSU em conjunto com lixiviado no biodigestor
anaerobico. Nos experimentos sdo consideradas as medi¢des dos gases gerados em diferentes
escalas (pequenos reatores, reatores piloto, digestores ou células experimentais. Nas Figuras §, 9 e
10 respectivamente, sdo mostrados os digestores utilizados por Mandal e Mandal (1997), Hansen et
al. (2004) e Caldas (2011). Assim, nota-se uma semelhanga na forma de confeccdo dos
biodigestores utilizados nos ensaios.

Figura 8 - Aparato experimental de biodigestor
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Figura 9 - Aparato experimental do biodigestor
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Figura 10 - Aparato experimental de biodigestor

Fonte: Caldas (2011)

Um procedimento laboratorial para afericdo do CH4 em amostras de RSU foi realizado por
Hansen et al. (2004). Esses autores utilizaram reatores em triplicata e em cada um deles foram
colocados 10 gramas de residuos em cerca de 400 mL de indculo oriundo de uma estacao de biogés
que trata principalmente estrume, acompanhado de alguns residuos organicos e industriais e
eventualmente residuos solidos organicos domésticos. Apos a mistura dos RSU com os indculos, os
reatores recebem uma recirculagdo por cerca de 2 minutos de uma mistura de gas (80% N2 e 20%
CO2) e, por fim, sdo armazenados em uma estufa sob temperatura de 55°C (£1°C). A pressdo no
reator foi aferida periodicamente e a composi¢do do biogds produzido ao longo do tempo foi
medida por meio de um cromatdgrafo.

Machado (2009) relata que em experimentos de laboratorio, existem muitas dificuldades em
reproduzir as condic¢des reais de deposi¢do em aterro, e as medigdes de gas em células em escala
piloto e aterros de grande escala geralmente representam o gas recuperado, e ndo o gés gerado.

Portanto, pode-se dizer que a padronizagdo normativa do volume do gés metano e da base do
substrato para a andlise de BMP ¢ um desafio a ser superado nas metodologias existentes no Brasil,
o que concorda com Steinmetzs (2012), em que relata que os dados disponiveis para BMP em
residuos no Brasil ndo utilizam uma metodologia padrdao (ou seja, de biogas ou de producdo de
metano ndo expresso em volume normalizado ou expresso em base diferente, por exemplo: carbono
organico total, ou sélidos volateis, ou ndo expressa numa base especifica).

A fim de compreender o processo de geracdo de biogas de RSU e a estrutura microbiana en-
volvidas no processo de digestdo anaerdbica, Bernat et al (2015), realizou estudos em duas regides
da Poldnia que teve como proposito a caracterizacdo de RSU pré-tratados mecanicamente, em fra-
¢oes de diversos tamanhos (0-20 mm, 20-40 mm, 20-80 mm e 40-100 mm) de onde avaliou a com-

posicdo e producao de biogas durante 90 dias de medicao. Os resultados indicaram que os micro-
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organismos na fra¢ao de tamanho 20-80 mm produziu a maior quantidade de biogas (252 + 11 L/kg
ST, k biogas = 0,16 + 0,04 dias™!), que apresentou o maior teor de metano (cerca de 50%), provavel-
mente porque esta fracdo de tamanho apresentou o maior conteudo organico e maior diversidade na
comunidade microbiana. Nesta fracdo de tamanho foram encontradas as archaeas: Methanosarcina-
ceae (micro-organismos acetoclasticos) e Methanobacteriaceae (micro-organismos hidrogenotrofi-
cos) foram mais abundantes do que em outras fracdes. A fracdo 0-20 mm produziu a menor quanti-
dade de biogas (65 + 8L / kg ST); Entretanto, seu k biogas foi o mais alto (0,32 + 0,05 dias"!), suge-
rindo que a matéria organica era facilmente acessivel aos micro-organismos.

No trabalho de Schirmer et al (2014), foi realizada uma pesquisa onde monitorou a geragao de
biogas (taxa de geragdo e composi¢do) a partir da degradacdo da fragdo orginica de RSU de duas
idades diferentes (novo e 1 ano) em um aterro sanitario na regiao metropolitana de Recife-PE, utili-
zando o método BMP. Além da avaliacao do potencial de geracao de biogéas dos RSU, o estudo mo-
nitorou o gas metano, didéxido de carbono e sulfeto de hidrogénio ao longo do periodo de biodiges-
tdo, para acompanhar a evolu¢do da formagdo de gas nas diferentes fases de degradacdo de lixo. O
estudo da biodigestao dos RSU organico de diferentes idades revelou um padrdo muito similar de
curvas de degradagdo. Assim, a producao de biogéds em frascos de BMP para ambos os tipos avalia-
dos foi também semelhante: 1816 NmL de biogas acumulado para os residuos novos e 1846 NmL
para residuos de 1 ano.

Maciel (2009) realizou ensaios de BMP para residuos solidos organicos provenientes do
Aterro da Muribeca-PE, coletados nos meses de julho, novembro e dezembro de 2007.
Considerando a concentragdo de CH4 de 55% nos digestores, a média dos resultados executados
pela autora para as amostras dos referidos meses foram de 62,0, 74,3 e 94,8 mL CH4/g de base seca
de residuos sélidos organicos. Maciel (2009) ressalta que a diferenca de valores encontrados por ele
com valores publicados na literatura, possivelmente pode ser devido a ndo padronizacdo dos
ensaios, entre os quais se destacam: quantidade e qualidade do lodo, adicdo de nutrientes,

temperatura, volume do recipiente, quantidade de residuos e tempo de execucdo dos ensaios.

2.9 TECNICAS DE METAGENOMICA USADAS EM ATERROS SANITARIOS

O método de digestdo anaerdbica em estado sélido tem sido usado para produzir biogés a
partir de varios residuos s6lidos na China, no entanto, a eficiéncia da producao de metano requer
melhoria constante. A fim de compreender a diversidade e abundancia de micro-organismos
relevantes que desempenham papéis importantes na metanogénese da biomassa, Li et. al. (2013)

utilizou em seus estudos a plataforma de pirosequenciamento de alta produtividade de tultima
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geragao da metagenomica (Roche/454 GS FLX Titanium). De acordo os autores a técnica de
maetagendmica pode fornecer uma ferramenta poderosa para a descoberta de novos micro-
organismos dentro das comunidades geradoras de biogas.

Assim, a metagendmica torna-se uma interessante possibilidade investigativa em revelar a
diversidade microbiana presente em aterros sanitarios, sendo este um ambiente predominante
favoravel aos processos fisicos, quimicos e biologicos e que tem como resultado a geracdo de
biogas.

Para avaliar a diversidade microbiana do solo e os aspectos funcionais relacionados a
degradacao de determinados compostos recalcitrantes, Gupta et. al. (2017) usando uma abordagem
metagenOdmica, em um lisimetro de aterro sanitario preparado com solo do aterro de Ghazipur, Nova
Delhi, india. A analise metagenomica dos autores revelou a presenca de diversas comunidades
microbianas e a analise funcional sugeriu a presenca de varios genes relacionados a degradagdo de
compostos xenobioticos sob condi¢des ambientais predominantes.

Os estudos no mundo envolvendo a abordagem metagenomica tem sido utilizados em
pesquisas em escala piloto, a exemplo dos lisimetros em aterros sanitdrios, bem como, em larga
escala in situ nos aterros sanitarios, o que permite obter informagdes importantes sobre a
diversidade microbioldgica do aterro e relacionar o papel da microbiota no processo de digestdao
anaerobica dos RSU e constantemente na geragao do biogés.

De acordo, Wang et. al. (2017) que utilizaram em seus estudos o método de sequenciamento
de alto rendimento MiSeq onde foi aplicado para examinar a diversidade microbiana do solo de
cobertura e dos residuos solidos urbanos armazenados e localizados em diferentes profundidades (0-
150 cm) do aterro sanitario tipico de RSU na cidade de Yangzhou, leste da China. De acordo os
resultados da pesquisa dos autores, a riqueza e a abundancia microbiana foram significativamente
maiores nos residuos armazenados do que no solo de cobertura do aterro. A analise da diversidade
microbiana revelou que uma maior riqueza microbiana foi encontrada nas camadas superior e
inferior dos residuos armazenados, no entanto, uma menor riqueza foi encontrada na parte
intermedidria.

A microbiota responsavel pela digestao anaerdbica dos RSU pode esté distribuida em diversas
camadas de RSU aterrados dispostos nos aterros sanitarios, sendo que a diversidade pode ser
afetada por fatores inibidores, como a entrada de oxigénio, a presenca de metais pesados, os
antibioticos, as substincias quimicas domésticas descartadas, etc. Assim, a técnica da
metagendmica pode ser uma importante ferramenta para avaliagdo dessa distribui¢do e diversidade

microbiana e ainda poder relacionar com a presenga desses fatores inibidores prejudicais no
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processo de digestao anaerdbica, sendo este importante para a decomposi¢ao dos RSU e a produgao
do biogas.

O aterro municipal ¢ um exemplo de ambiente de disposi¢ao e tratamento de RSU e que
abriga uma diversidade complexa de comunidades de micro-organismos. Para avaliar essa
complexidade, as estruturas de comunidades bacterianas em aterros ativos (operacionais) e fechados
(ndo operacionais) na Malasia, Zainun (2018) analisou com abordagens metagendmicas
independentes de cultivo. Varios pontos de amostras de solo foram coletados de 0 a 20 cm de
profundidades, os resultados do autor demonstraram que existem algumas variagdes entre as
comunidades microbianas encontradas em aterros ativos e fechados e que em ambos os aterros
foram dominados pelo filo Proteobacteria, enquanto os filos para comunidades em aterros fechados
eram dominados por filos de acidobactérias e actinobactérias. Houve também Euryarchaeota
(Archaea), que se tornou um filo de menor presenga no aterro ativo, mas quase completamente
ausente em aterro fechado.

A técnica de metagendomica quando empregada para investigar a diversidade bioldgica
envolvida na digestdo anaerdbica de RSU normalmente se aplica nos aterros sanitarios ativos,
porém, pode se constituir também uma interessante ferramenta para investigacdo das comunidades
microbianas em aterros fechados, sendo que estes locais ainda podem conter RSU em processo de

estabilizagdo e geragdo de biogas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

O local da pesquisa foi o Aterro Sanitario Metropolitano Centro (ASMC) operado pela
empresa BATTRE S.A, sendo a maior unidade de disposicao final de RSU do estado da Bahia. O
ASMC recebe diariamente cerca de 3.000 toneladas de RSU, provenientes dos municipios de Lauro
de Freitas, Salvador e Simdes Filho, sendo cerca de 1.500 toneladas provenientes da Estacdo de
Transbordo do bairro da Canabrava (Figura 11). O ASMC fica situado na Regido Metropolitana de
Salvador (RMS), na Bahia, na cidade do Salvador, na rodovia BA-526 (Centro Industrial de Aratu-
Aeroporto), Km 6,5, s/n - Zona Norte.

Figura 11 - Estagdo de Transbordo de RSU no bairro de Canabrava, Salvador-Ba

~ Fonte: Solvi (2010)

Os trabalhos com os RSU no ASMC iniciaram no ano de 1997 pela Companhia de
Desenvolvimento Urbano do Estado da Bahia (CONDER) que depois transferiu o aterro para a
Prefeitura Municipal do Salvador (PMS) em 1998. Em 2000 a PMS concedeu por 20 anos a
empresa privada, a Bahia Transferéncia e Tratamento de Residuos S/A - BATTRE, sendo esta
responsavel por todas as atividades do aterro sanitdrio (implantacdo, operagdo, tratamento do

lixiviado, tratamento do biogds e manutencao).



51

Os RSUs recebidos pelo ASMC correspondem a residuos domiciliares, residuos comerciais,
residuos das varrigdes das praias, residuos das feiras livres e residuos das capinagdes e de podas de

jardins. A Figura 12 representa uma vista aérea do ASMC.

Figura 12 - Vista aérea do ASMC, Salvador-Ba

Fonte: Solvi (2010)

3.2 ANALISES EXPERIMENTAIS

As andlises feitas neste estudo contemplaram a realizacdo de ensaios em triplicata para a
investigacdo da influéncia da suc¢do aplicada a um dreno de biogas (DG 266) do ASMC na
eventual entrada de oxigénio nas células do macico e, consequentemente, na alteracdo das
condi¢cdes anaerdbicas de decomposicdo. Procurou-se também avaliar a influéncia das
caracteristicas biologicas do RSU com diferentes graus de decomposi¢do nos valores de potencial
de geragdo de metano. Foi realizado um planejamento das atividades de campo e laboratorio, sendo
estas descritas e detalhadas nos itens 3.2.1 a 3.2.5 e conforme o fluxograma (Figura 13) dos ensaios

fisicos, quimicos e biologicos para Residuos Novos (RN) e Residuos ja aterrados (RA).
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Figura 13 - Fluxograma dos ensaios fisico, quimicos e biologicos
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3.2.1 Caracterizacao dos RSU

A realizacdo da caracterizagdo dos RSU envolveu as andlises da composi¢ao gravimétrica, do
teor de umidade (w) do RSU em geral e dos seus componentes, teor de solidos totais volateis (STV)
e de lignina, sendo que, esses dois Ultimos, sdo indicativos da quantidade total de matéria organica e
da matéria organica dificilmente degradavel presentes na fragao pastosa dos RSU.

As atividades de caracterizacdo foram realizadas no laboratorio de campo do Geoamb
localizado no proprio ASMC onde envolveu a segregacdo manual e imediata dos diferentes
componentes dos RSU em bandejas metalicas previamente identificadas em seguida foram pesados
em balanca e submetidos a secagem em estufa a temperatura de 70 °C até a constancia de massa,
apods essas etapas foram realizadas as analises da composi¢do gravimétrica, teor de umidade global/

dos constituintes, STV e lignina, conforme detalhes nos itens 3.2.1.3 a 3.2.1.6.

3.2.1.1 Coleta dos RN

Em Outubro de 2017 foi coletada uma amostra de RN na frente de servigo do ASMC a qual
foi utilizada como amostra de referéncia para a realizag¢ao dos ensaios fisico-quimicos e de BMP.

A coleta do RSU novo foi realizada no ASMC utilizando-se de material proveniente de duas
carretas consecutivas. Foram coletados cerca de 400 litros (100 kg em média) de residuos em cada

veiculo com o apoio de uma escavadeira (Figuras 14 e 15).
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Figura 14 - Processo de coleta e quarteamento do RN no ASMC

Em seguida, procedeu-se a homogeneizacgio e quarteamento dos RSU, até a obtengdo de duas
amostras representativas. Uma amostra de 60 kg foi utilizada para obtencdo da composi¢do
gravimétrica e caracterizagdo dos RSU e para a determinagdo da umidade dos componentes
enquanto que uma outra, de 15 kg, foi utilisada para a analise da umidade global. Por fim com a

fragdo orgéanica do RN foram realizados os ensaios de STV e Lignina.

3.2.1.2 Coleta de amostras de RA

As amostras de RA (1 ano de aterramento) foram coletadas em 08/11/17 no ASMC a

diferentes distancias e a diferentes profundidades do dreno de géas de alta suc¢do DG 266 (Figura
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16), de forma a verificar a eventual existéncia de gradientes nas proporgdes das bactérias
anaerobicas/aerobicas que validassem a hipdtese de entrada de oxigénio no macico. Foram
coletadas amostras em 4 locais distintos, sendo a 1-2 m e 4-5 m de profundidade, rente (1 m) ao
dreno e numa distancia radial de 20 m do mesmo, conforme legendas: D2P2, D2P4, D20P2 e
D20P4. O dreno foi escolhido previamente pela BATTRE, com a participacdo do GEOAMB, por se
tratar de um dreno que aplica altos valores de suc¢do ao macigo, estando localizado em érea a qual

ndo sofreu intervengdes no periodo de desenvolvimento experimental do trabalho.

Figura 16 - Delimitagdo da area de estudo e dreno de gas DG 266 no ASMC, Salvador-Ba
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As amostras coletadas a diferentes profundidades tiveram também o intuito de observar a
influéncia da camada de cobertura na criacdo de condi¢des acrobicas dentro do macico. Conforme
relatado, a ideia principal nesta etapa de estudo foi avaliar a ocorréncia de gradientes na propor¢ao
entre a presenca de micro-organismos aerobicos e anaerdbicos em fun¢ao da distdncia do dreno e da
profundidade. Para que a influéncia da camada de cobertura nas condi¢des aerdbicas/anaerdbicas do
maci¢o fossem avaliadas, foram também realizados ensaios de placa de fluxo estatica para estimar
as emissdes fugitivas do aterro e como estas emissdes se comportam em relagdo a distancia ao

dreno de referéncia (DG 266). Estes ensaios podem ser observados em sua totalidade no trabalho de
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Damasceno (2018).

Para a coleta de amostras para os ensaios bioldgicos do RA (Figura 17), a camada superficial
de solo (cerca de 1 m) foi retirada utilizando a maquina retroescavadeira (Figura 18). Ao atingir o
maci¢o de RSU, o processo de perfuracdo e coleta prosseguiu com o auxilio de um amostrador do
tipo parede fina de 430 mm de comprimento € com 50 mm diametro interno, com ponta biselada
removivel e folga interna, no interior do qual era instalado um filme (/iner) de PVC transparente
para amostragem do RSU de 50 mm x 30 cm. O amostrador possui, em sua parte superior, uma
valvula que permite o escape de gases no caso de pressdo positiva, mas bloqueia a entrada de gases
e ajuda a manter a amostra no seu interior pela imposi¢ao de vacuo. Para a cravacdo do amostrador
no RSU foi utilizada uma adaptagdo do equipamento para teste de sondagem a percussao (SPT), que
consistiu num andaime metalico equipado com sarilho, roldana e corda; 4 tubos metalicos de
revestimento de 2 m de comprimento € com didmetro interno de 63,5 mm (2,5”) e martelo de ferro
para cravagao das hastes de perfuracao de 1 m de comprimento e com didmetro externo de 25,4 mm
(1,0”) as quais sdo unidas ao amostrador (Figura 19). O martelo ¢ cilindrico e possui massa de 65
kg, sendo encaixado sobre um guia metalico de 1 m de comprimento o qual ¢ fixado na haste do
amostrador. A perfuragdo foi realizada até atingir a profundidade de 2 m e assim procedeu-se a
primeira coleta (RSU coletado entre 1 ¢ 2 m). A segunda coleta foi realizada entre as profundidades
dedeS5Sm.

As coletas das amostras de RSU foram realizadas tomando cuidados especiais no sentido de
nao haver contaminacao por oxigénio na atmosfera do interior do macigo e assim interferir o menos
possivel nos resultados das analises microbioldgicas anaerdbicas tradicionais. Para tanto, durante
todo o processo de escavacgdo/coleta de amostras, foi insuflando nitrogénio através de uma
mangueira de polyflor de 1/4” conectada a um cilindro de 10 m? do gés, a qual tinha a sua saida
fixada logo acima do amostrador. Durante cada manobra, apds a retirada da amostra de RSU do
amostrador, o seu espago interno era saturado de nitrogénio e a sonda era inserida no macigo.
Durante as coletas das amostras de RSU foi realizado o monitoramento do Oz no furo de sondagem
com o uso de um aparelho analisador de gases GEM 5000 da Landtec assegurando o controle dos
percentuais de oxigénio nos locais das escavagdes (Figuras 20 e 21). Foi realizada a medi¢ao da

temperatura nos locais escavados com o uso de um termdémetro Infravermelho Raytek MT4.



Figura 17 - Localizagdo dos pontos de amostragem e atividades no DG 266 do ASMC
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As amostras de RSU coletadas foram imediatamente acondicionadas na jarra de anaerobiose
contendo como material redutor de oxigénio, uma placa de Anaerocult da Merck®. Apos a primeira
coleta e colocagdo da amostra de RSU na jarra de anaerobiose foi realizado o expurgo com N> para
em seguida proceder com a coleta da segunda amostra e assim foi feito até a ultima amostra
coletada. A coleta das amostras destinadas as analises microbiologicas aerobicas foram realizadas
normalmente sem os cuidados envolvidos nas amostras para as andlises anaerobicas, sendo

acondicionadas diretamente em tubos tipo Falcon de 50 ml esterilizados.

Apos o término dos trabalhos das coletas de campo, todas as amostras destinadas as analises

aerobicas e anaerobicas foram armazenadas em caixas térmicas até o transporte ao laboratorio, onde
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ficaram armazenadas em menos de 24 h a 4 °C até o momento da realizacao dos ensaios.

Também foram separadas em tubos tipo Falcon de 50 ml esterilizados, 2 amostras de cada
local do RSU aterrado, totalizando 8 amostras (D2P2, D2P4, D20P2 ¢ D20P4), obtidas conforme
descrito anteriormente, para a realizagdo dos ensaios de caracterizagdo biologica através de técnicas
moleculares independente de cultivo (metagendmica) no laboratorio AQUACEN da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), conforme metodologia descrita no item 3.2.4. Estas amostras
ficaram armazenadas a -20 °C até o momento da realizacao dos ensaios no laboratorio.

Apos as coletas especificas para os ensaios bioldgicos procedeu-se a coleta normal de
amostras de RA através da escavacdo mecanica com o uso da concha da retroescavadeira. As
amostras foram coletadas nos mesmos locais das destinadas aos ensaios biologicos, as quais foram
submetidas a realizacdo dos ensaios fisico-quimicos, composi¢do gravimétrica, umidade dos

constituintes e umidade global, STV, Lignina, pH, Eh ¢ BMP.

3.2.1.3 Ensaio de umidade dos RN e RA

A partir da amostra composta de 60 kg obtida foi realizada a separacdo dos componentes dos
RSU, a qual foi efetuada no laboratério de campo do ASMC, imediatamente apds a coleta. A
determinagdo da umidade global e de cada componente foi realizada em bases secas, BS, e imida,
BW, colocando-se o RSU em estufa a 70 °C até a constancia de massa. Em Caldas (2011) pode se

obter maiores detalhes dos procedimentos adotados das anélises de umidade.

3.2.1.4 Andlise da composi¢ao gravimétrica dos RN e RA

Logo apos a coleta, os constituintes dos RN foram segregados e classificados em 9 categorias:
madeira, papel/papeldo, téxtil, plastico, borracha, vidro, pedra/ceramica, metal e fragdo pastosa
(Figura 22). A fracdo pastosa contém os componentes organicos mais facilmente degradaveis, como
restos de alimentos e podas, além de outros componentes ndo facilmente separaveis/identificaveis.
No caso dos RA, a sua segregacdo se deu em apenas 4 categorias (papel/papeldo, madeira, inertes e
fracdo pastosa). Isto ocorreu devido as dificuldades experimentais dessa etapa, pois a concha da
escavadeira acaba por triturar e misturar os residuos durante a coleta, dificultando a sua separagao.
A andlise permitiu a obtencdo de dados da umidade de cada componente, além da composi¢dao

gravimétrica em BS e em BW para os RSU.
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Figura 22 - Fotos ilustrativas do processo de selecdo dos constituintes do RSU
‘ 3 . i :

3.2.1.5 Analise do teor de STV dos RN e RA

A andlise do STV foi realizada, conforme a metodologia de Machado et al. (2009), onde se
utilizou a fragdo pastosa seca, a qual foi quarteada até a obtengdo de cerca de 1 kg do material,
sendo totalmente triturada, com o objetivo de diminuir o tamanho das particulas para aumentar a
superficie especifica. Para tanto, foi pesado 25 g de fra¢do pastosa triturada em cadinhos de
porcelana com sua respectiva tara e em seguida colocou as amostras em estufa a 70 °C por 1 h e
apos esta etapa o material foi calcinado em mufla a 600 £ 5 °C durante 2 h. O percentual de STV foi

entdo determinado pela diferenga entre a massa da amostra apds secagem na estufa e na mufla.

3.2.1.6 Analise de lignina dos RN e RA

O procedimento utilizado para determinacdo do teor de lignina é fundamentado no
procedimento proposto por Hatfield et al. (1994), no qual as porcentagens de ocorréncia de Celulose
e Hemicelulose presentes na amostra podem ser transformadas em agtcares quando submetidas a
dois estagios de hidrolise acida. O primeiro estidgio corresponde a lavagem da amostra com solucao
de 2:1 de Tolueno + Etanol a 95% para remogao dos lipidios e com Acido Sulférico (H2SO4) a 72%

caracterizando a hidrodlise primaria. A hidrélise secundaria é dada pela dilui¢do do H2SO4 em éagua



60

destilada por 28 vezes, ou seja, uma relagdo volumétrica de 28 de H,O para 1 de H2SO4. Apds a
realizacdo das hidrdlises 4acidas, o remanescente consiste em materiais organicos (sem Hemicelulose
e Celulose) e inorganicos.

Apos as etapas acima, o material resultante das lixiviagdes foi submetido a um ensaio de STV
e os volateis calculados pela calcinagdo em mufla sdo considerados lignina. A fragcdo pastosa
utilizada na determinacdo do STV foi também utilizada para determinagdo do teor de lignina.

Maiores detalhes sobre o ensaio podem ser encontrados em Machado et al., (2009).

3.2.1.7 Analise do pH e do potencial redox (Eh) dos RA

As analises de potencial hidrogénionico (pH) e do potencial redox (Eh) foram realizadas com
sensores especificos para a medicao desses parametros. O equipamento de medicao digital utilizado

foi o GEHAKA PG - 1000 com eletrodos combinados e especificos de pH e Eh (Figura 23).

Figura 23 - Aparato para determinagdo do pH e do Eh
- - .
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Para medicdo desses parametros em residuos, foi elaborado um extrato solubilizado conforme
a metodologia de Firmo (2013). O método consistiu em se manter uma amostra de RSU j4 aterrado
em contato com um solvente, no caso a dgua deionizada isenta de CO,, por alguns minutos sob
agitacdo intensa a fim de proporcionar melhor contato entre as fases e também realizar a
homogeneizagdo do extrato. Foi adicionado 250 ml de 4gua deionizada em aproximadamente 100 g

de amostra do material solido.

3.2.2 Ensaio de placa estatica no macico de RA

De forma a complementar as informagdes a serem obtidas das analises microbioldgicas, uma
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campanha experimental foi realizada para avaliagdo das emissdes fugitivas de CH4 pela camada de
cobertura do aterro. Para tanto, neste trabalho, foram realizados dois ensaios de placa de fluxo
estatica em diferentes distancias do DG 266 (ensaio EP-02, a 20 metros do dreno e o ensaio EP-03,
a 2 metros do dreno, conforme Figura 15), no periodo seco e no periodo chuvoso. Nestes ensaios a
saida de gases pela cobertura do aterro foi medida pela mudanca na concentracdo de CH4 ao longo
do tempo, ja que as placas possuem um volume interno conhecido. As andlises do biogds foram
realizadas com o Gasgem 5000 da Landtec.

As determinagdes dos fluxos de CH4 foram realizadas utilizando-se a metodologia do ensaio
com placa de fluxo estatica, conforme Maciel (2003) e Damasceno (2018), onde podem ser
consultados os detalhes da metodologia para a realizagdo dos ensaios de placa, além de serem
encontrados resultados de ensaios de placa para muitos outros pontos. A Figura 24 apresenta o

aparato experimental utilizado.

Figura 24 - Aparato do ensaio com a placa de fluxo

Com as medidas obtidas no ensaio de placa de fluxo estatica se procurou averiguar a
existéncia de gradientes de concentragdo de CHs4, CO2 e Oz em regides proximas (2 m) do dreno de
gas (ponto 03) e mais afastadas do dreno (20 m) no ponto 02 (ver Figura 15). Estes ensaios

auxiliaram na analise conjunta dos resultados dos ensaios biologicos realizados.

3.2.3 Analises biologicas tradicionais dependentes de cultivo

Do total das quatro amostras de RA coletadas para cada tipo de andlise (aerdbica anaerdbica),
foram separadas pequenas aliquotas para a realizacdo dos ensaios de caracterizacdo biologica.
Todos os ensaios microbioldgicos foram realizados em trés réplicas para cada amostra, o que nos

conduziu a um total de 24 ensaios.
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Nessa pesquisa foi realizada preliminarmente uma analise microbiologica tradicional baseada
nos procedimentos de cultura de micro-organismos nas quatro amostras de RSU aterrado. As
analises quantitativas dos micro-organismos aerobicos e anaerdbicos ocorreu de acordo com a
metodologia de Araujo et al. (2010) e Atalia (2015).

As analises da Microbiologia tradicional foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia
Ambiental da Universidade Federal da Bahia (UFBA), conforme as etapas descritas de maneira

resumida no Quadro 1.

Quadro 1 - Sequéncia das etapas dos ensaios através da Microbiologia tradicional

Etapas Descricao

12 Processamento das amostras de RA;

28 Preparacdo, autoclavagem e plaqueamento dos meios de cultura;

3a Diluigio seriada das amostras nas fragdes (107" a 10°);

4a Inoculagdo por spread plate em meio de cultura aerébico PCA (Plate Count Agar);

52 Incubacao direta na estufa a 36,5 °C por 48 h;

62 Inoculagdo por spread plate em meio de cultura anaerdbico Anaerobic Agar,

72 Colocagao das placas em jarra de anaerobiose e incubagdo em estufa a 36,0 °C por 72 h;

82 Contagem das placas aerdbicas/anaerdbicas das Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL).

3.2.3.1 Processamento das amostras

No laboratério, de cada amostra de RA, foi pesada uma quantidade de 10 g do material na
balanca de precisdo em capela de fluxo laminar. Esse material foi transferido para um béquer de 250
ml e diluido em 90 ml de agua destilada esterilizada. Em seguida, a amostra foi agitada
manualmente com um auxilio de um bastdao e deixada em repouso. A porc¢ao liquida da solucao foi
separada da solida através de uma peneira plastica, com as dimensdes: 12 cm de didmetro, 25 cm de
comprimento, 7 cm de altura e com a abertura da malha de 1,5 mm. A suspensdo agitada foi
submetida a técnica de diluicao seriada em tubos de ensaios, sendo retirado, com o auxilio de um
pipetador automatico dotado de uma ponteira estéril, 1 ml a ser adicionado a 9 ml de 4gua destilada
esterilizada (107!). Dessa diluigdo, coletou-se 1 ml os quais foram adicionados a 9 ml de agua
destilada estéril (10-?). Este procedimento foi repetido até a diluigdo 106, conforme a Figura 25.

Foram selecionadas para a anélise as diluigdes mais significativas (102, 10*¢e 10¢). Assim, foi
retirada, com a ajuda de um pipetador automatico dotado de uma ponteira esterilizada, uma aliquota

de 1 ml da suspensao a qual foi semeada nas placas de Petri contendo o meio de cultura PCA (Plate



63

Count Agar) da marca Kasvi para o cultivo das bactérias aerdbicas (Figura 26). Esse meio de
cultura ¢ especifico para analise quantitativa de bactérias. Todo material utilizado foi previamente
autoclavado. Realizaram-se trés repetigdes para cada diluicdo selecionada pela técnica de

esgotamento em superficie (spread plate), usando a al¢a de Drigalsky.

Figura 25 - Materiais para realizar da técnica de diluigdo seriada
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Figura 26 - Meio PCA para bactérias aerobicas
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3.2.3.2 Analise dos micro-organismos aerobicos

Apos esses procedimentos, as placas foram encaminhadas diretamente a estufa a 36,5 °C por
48 horas e em seguida se procedeu a contagem das colonias formadas sobre a superficie da placa e
realizou-se o célculo das unidades formadoras de colonia (UFC/mL) (APHA, 1998), considerando o

fator de dilui¢ao de cada amostra selecionada.
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3.2.3.3 Andlise dos micro-organismos anaerobicos

Para isolamento da microbiota anaerobica foi utilizado o meio de cultura Anaerobic Agar da
marca Acumedia (Figura 27) de acordo a metodologia de Ronald M. (2010), sendo este especifico
para o cultivo de micro-organismos anaerobicos. As amostras foram processadas conforme o item
3.2.3.2. Apods esta etapa foi retirada com um pipetador automatico dotado de uma ponteira
esterilizada, uma aliquota de 1 ml e em seguida foram inoculadas nas placas de Petri na camara de
fluxo laminar, conforme a Figura 28, contendo os meios previamente autoclavados e nas dilui¢des
mais significativas (102, 10*¢ 10°). Também neste caso foram realizadas trés repeti¢des para cada

dilui¢do selecionada pela técnica de spread plate, usando a alga de Drigalsky.

Figura 27 - Meio de cultura Anaerobic Agar

Figura 28 - Camara de fluxo para inoculagdo
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O oxigénio contido no meio para anaerdbicos totais foi retirado utilizando a jarra de
anaerobiose contendo o material redutor de oxigénio, a placa de Anaerocult da Merck®, formando
uma atmosfera anaerobica. Foi afixada com uma fita adesiva a parede da jarra uma tira de
Anaerotest da Merck® impregnada com azul de metileno que, na auséncia de oxigénio, sofreu uma
reacdo de mudanca de cor (Figura 29). Por fim, as placas foram levadas a estufa a 36,0°C por 72 h e

procedeu a contagem das colonias formadas sobre a superficie da placa.

Figura 29 - Jarra de anaerobiose com Anaerocult

Fonte: Merck® (2017)

3.2.4 Analises bioldgicas moleculares independente de cultivo

Foi utilizada a metagendmica por meio dos fragmentos de DNA, sendo esta a mais indicada
para uma analise mais profunda da biodiversidade microbiana e da abundéancia bioldgica nas

amostras de RA diretamente do ambiente, conforme a metodologia de Carvalho (2018).

3.2.4.1 Processamento das amostras em laboratorio umido

O processamento das amostras em laboratorio imido envolveu duas etapas sequenciais:
extracdo do DNA metagenomico das amostras e prepara¢do das bibliotecas de amplicons de DNA
metagendmico e sequenciamento massivamente paralelo.

O conteudo liquido de amostras (0,25 g de peso fresco) foi removido por centrifugaciao a
13.000 rotagdes por minuto (rpm) durante 10 min a 4 °C. As aliquotas foram entdo submetidas a
extracdo de DNA metagenomico, utilizando kit FastDNA Spin, kit for Soil (kit de solo da MP
Biomedicals), conforme recomendagdo de Li et. al. (2013) na extracdo de DNA total de solo. A
regido V4 hipervariavel do gene 16S rRNA foi amplificada usando fusdo primers F515 (5'-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3") e R806 (5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3"). A PCR em
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emulsdo da amostra, a quebra de emulsao e enriquecimento foram realizados usando o lon PGM ™

Hi-Q ™ do Kit OT2 de acordo com as instru¢des do fabricante.

3.2.4.2 Processamento das amostras em laboratorio seco

O processamento das amostras em laboratdrio seco envolveu duas etapas sequenciais: as
analises de bioinformatica das amostras sequenciadas e as andlises ecoldgicas dos dados apos a
curadoria da bioinformatica.

Para determinar a qualidade do método metataxondmico foram utilizadas duas comunidades
microbianas sintéticas do gene 16S rRNA (Mock Communities) de espécies com genomas
conhecidos.

O arquivo Fastq com dados brutos de todos os codigos de barras (esperam-se dois codigos de
barras com as comunidades simuladas) foi utilizado no pipeline de classificagdo OTU (Unidade
Taxondmica Operacional) derivado da analise dos dados do perfil de gene 16S rRNA do Projeto
Microbioma Brasileiro (Pylro et al., 2014). Resumidamente, o arquivo foi processado para extrair
os codigos de barras usando o pacote Usearch. Em seguida, realizou-se filtragem de qualidade,
incluindo remocao de sequéncias truncadas e de baixa qualidade. Em seguida, as sequéncias foram
submetidas a desreplicagdo, classificacdo de abundancia, remog¢do de singleton, agrupamento de
OTU (97% de similaridade) e filtragem usando a ferramenta Vsearch. Finalmente, as sequéncias
preprocessadas foram atribuidas taxonomicamente usando o pipiline de bioinformatica QIIME,
sendo requerido 97% do limite de similaridade das sequéncias em comparagdo ao banco de dados
do programa Greengenes 13,8. Os dois codigos de barras com comunidades falsas foram

pI’OCGSS&dOS usando os mesmos passos.

3.2.5 Analise do BMP nas amostras de RN e RA

Foi realizado o ensaio do potencial bioquimico de geracdo de metano (BMP) em amostras de
RN e RA a 1 ano de aterramento a fim de verificar a influéncia das caracteristicas bioldgicas do
RSU com diferentes graus de decomposi¢do nos valores do potencial de geragdo de metano.

Na anélise de BMP as amostras de RSU coletadas foram quarteadas e moidas e em seguida
foram acondicionadas em biodigestores em aco inox, conforme a Figura 30, com 2000 ml de
volume interno 1til. Os ensaios foram realizados mantendo-se os biodigestores acondicionados em
camara com temperatura controlada (37 a 40 °C). O volume de biogas produzido foi avaliado pela

variacdo da pressdo interna no biodigestor, a qual foi acompanhada usando um transdutor de
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pressao. Apos a finalizacdo dos ensaios (obtencdo de valores constantes de pressdo, indicando o
término dos processos de biodigestdo). Foi utilizado o analisador de gas Gasgem 5000 da Landtec

para medida da concentragdo dos gases de interesse: CO,, CHs, O, e CO, conforme a Figura 31.

Figura 30 - Biodigestores de ago inox para o BMP

WS

Para acelerar a decomposicao dos RN e RA, inoculou-se em cada digestor 250 ml de lixiviado
oriundo da bacia do ASMC. A quantidade de gas gerado apenas pelo lixiviado também foi
monitorada por meio da incubagdo de digestores sem a presenca de RSU (controle), os quais foram
confinados em paralelo aos ensaios com RSU. Ao término dos ensaios o volume de biogas
produzido nos digestores contendo RSU e lixiviado foi subtraido do volume produzido apenas pelo
lixiviado. A quantidade de amostra de RSU utilizada nos ensaios de BMP foi determinada com base
no potencial de geragcdo de biogas tedrico, de acordo o procedimento proposto por Machado et al.

(2009).
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Figura 31 - Biodigestor de ago inox para analise de BMP com o Gasgem 5000

Os ensaios para determinacdo do BMP foram realizados em triplicata, o que, com o uso dos
ensaios de controle (lixiviado), perfizeram um total de 17 ensaios considerando as amostras de
controles combinadas com RN e RA. Foi utilizado um cilindro de gas nitrogénio para realiza¢ao da
purga e consequente troca da atmosfera para N2 nos digestores e o monitor de fluxo e gas portatil
Gasgem 5000.

Foi utilizado um aparato experimental (Figura 32) para manutengdo da faixa de temperatura
de 38 a 40 °C durante a realizacdo dos ensaios, o qual ¢ feito com paredes de bloco de cimento
rebocadas e revestidas com um isolante térmico. Em Caldas (2011) pode se obter um maior

detalhamento do ensaio do BMP.

Figura 32 - Aparato experimental para confinamento dos digestores

‘ B / oy,
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3.2.6 Analise estatistica de correlacao

Foi realizada inicialmente uma analise estatistica de correlagdo baseada nas abundancias
relativas dos micro-organismos encontrados nos quatro pontos de amostragem (D2P2, D2P4,
D20P2 e D20P4). Com base nos resultados obtidos, percebeu-se que géneros anaerdbicos distintos
apresentavam comportamentos diferenciados com relacdo as varidveis independentes empregadas
(Distancia do dreno, Profundidade, pH, temperatura e Eh). Desta esta forma, estes organismos
foram agrupados (grupos AN1 a AN4) conforme o comportamento apresentado e novas correlagdes
foram realizadas, empregando-se o somatorio das abundéancias de cada grupo e as varidveis de
interesse. Para os grupos aerdbicos (A) e facultativos (ANF) ndo foi necessario a separagdo em

grupos devido ao comportamento mais homogéneo apresentado.

3.2.7 Analise bioestatistica multivariada

As abundancias relativas de unidades taxondmicas operacionais (OTUs) de comunidades
bacterianas amostradas foram submetidas a transforma¢do de Hellinger (Legendre e Gallagher,
2001). Os dados transformados foram analisados por intermédio da aplicacdo da técnica de Anélise
de Componentes Principais (PCA). As variaveis ambientais (pH e temperatura) foram adicionadas
como varidveis complementares e sobrepostas ao biplot. As amostras da mesma distancia e/ou
profundidade foram agrupadas ao desenhar as envoltérias no biplot. O nimero de eixos
componentes a serem interpretados foi alcancado pela comparagdo dos autovalores obtidos com o
modelo de Brocken Stick (Borcard et al., 2018). Esta analise multivariada foi realizada usando o
aplicativo CANOCO v. 5.11 para Windows (ter Braak e Smilauer, 2018).

Os dados transformados por Hellinger foram usados em uma PERMANOVA de duas vias
cruzadas usando a distancia euclidiana. Este teste foi utilizado para avaliar a significancia dos dois
fatores (distancia e profundidade) na estruturacdo das comunidades microbianas, empregando o

pacote vegan R (R Core Team, 2018) (Oksanen et al., 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO DOS RSU

4.1.1 Umidade dos RN e RA

Na tabela 1 sdo apresentados os teores de umidade (BS), de cada componente para o RN

coletado em 10/17.

Tabela 1 -Teor de umidade em base seca de cada componente do RN

Teor de umidade (%) - Base seca

Amostra Madeira Pedra/ Téxtil Borracha Plastico Vidro  Metal Papel / Fracao

ceramica pastosa

Papelao

RN 10/17 58,03 10,46 68,27 77,05 86,13 0,61 47,92 78,20 144,88

Na tabela 2 sdo apresentados, os teores de umidade (BS), de cada componente para os RA

localizados a diferentes distancias do dreno DG 266 e a diferentes profundidades.

Tabela 2 -Teor de umidade em base seca de cada componente do RA

Teor de umidade (%) - Base seca

Amostra Madeira Inertes Papel / Fracdo pastosa
Papelao
RA D2P2 - 24,71 59,51 38,69
RA D2P4 - 27,41 62,20 44,77
RA D20P2 - 37,04 63,47 45,20
RA D20P4 48,48 39,48 74,63 59,40
Média 48,48 32,15 64,95 47,01

Conforme a Tabela 1, verifica-se uma significativa variagdo na umidade dos componentes do
RN. Os materiais, vidro, pedra/ceramica, metal e borracha possuem menor umidade. Isso pode ser
devido a propria dificuldade desses materiais em reter agua, pela sua baixa superficie especifica.

Observa-se que madeira, té€xtil, papel/papeldao e a fragdo pastosa apresentaram elevados teores de
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umidade (acima de 35%), o que ¢ considerado normal, face a maior condi¢cdo de retencdo desses
materiais.

O papel apresentou teores de umidade de cerca de 78% e 65% respectivamente para RN e RA
(Tabelas 1 e 2), o qual ¢ bem superior aos valores sugeridos por Pivato (2004), que afirma que a
decomposi¢cdo de RSU pode ser fortemente reduzida quando a umidade se apresentar abaixo de
35%. Ja o plastico no RN (Tabela 1) apresentou a umidade média de 86,1%. Segundo Machado et
al. (2010) os elevados teores de umidade encontrados para o plastico podem ser justificados pela
presenca de outros materiais aderidos a superficie e dificeis de serem removidos durante a
separacao manual dos componentes, assim como a presenga de liquidos dentro de recipientes.

O componente papel apresentou teor de umidade menor (média de 64,9%) nas amostras RA
que o valor obtido na amostra de RN (78,2%). Nas Tabelas 3 e 4 sdo apresentados os valores

médios dos teores de umidade global em BS e em BW para o RN e para os RA.

Tabela 3 - Teor de umidade global para os RN

Teor de umidade Global
Amostra (%) - Base seca (%) - Base timida
RN 10/17 114,22 53,32

Tabela 4 -Teor de umidade global para os RA

Teor de umidade Global
Amostra (%) - Base seca (%) - Base imida
RA D2P2 71,53 41,70
RA D2P4 75,09 42,89
RA D20P2 68,00 40,48
RA D20P4 73,73 42,44
Média 72,08 41,87

Observa-se na Tabela 4 que para o teor de umidade global, os valores apresentados para os
RSU ja aterrados sdo inferiores em comparagdo com o RN (Tabela 3). Segundo Firmo (2013) ha
uma tendéncia decrescente do teor de umidade existente nos residuos conforme avango da
decomposi¢do e diminui¢do do teor de residuos degradaveis. Entretanto, esses valores dependem
das condic¢des aos quais os residuos estavam submetidos em campo, inclusive do desempenho das
camadas de cobertura. Vale destacar que o teor de umidade remanescente ainda favorece o processo

de digestao anaerobica dos RSU.
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4.1.2 Composicao gravimétrica dos RN e RA

A composicao gravimétrica pode ser utilizada como uma excelente ferramenta para indicar a
melhor alternativa de tratamento dos RSU, bem como auxiliar no dimensionamento adequado do
aterro, pois possibilita, aliada a taxa de decomposicao, estimar a quantidade de biogas a ser gerada
em campo. No caso do ASMC o biogés gerado ¢ utilizado na produ¢do de energia, enquanto que o
plastico, por se tratar de um componente de elevado poder calorifico que poderia ser aproveitado
para geracao de calor e em seguida convertido em energia.

Em relagdo a fragcdo pastosa dos RA, conforme as Tabelas 5 e 6, nota-se que o RN possui
valores similares aos RA (era esperada uma queda nos valores de fracdo pastosa), muito
provavelmente devido ao fato do material ja aterrado incorporar outros componentes de dificil
separacao apos a disposicao.

Na Tabela 5 a fracdo pastosa do RN apresenta valor acima de 20%, conforme a tendéncia
nacional. Para o caso dos RA (Tabela 6), ¢ possivel perceber uma reducao da quantidade de matéria
organica presente no RA com a profundidade, possivelmente em decorréncia da a¢do da microbiota

anaerdbica presente nas camadas abaixo de 2 metros.

Tabela 5 - Composigdo gravimétrica dos RN na base seca (BS) e base imida (BW)

Porcentagem de Ocorréncia (%)

Amostra Madeira Pedra Téxtil Borracha Plastico Vidro Metal Papel Fragdo pastosa

RN 10/17
BS 4,99 6,60 2,15 0,40 21,40 4,73 5,66 27,23 27,29
BW 4,21 3,60 1,93 0,38 21,50 2,54 4,21 25,92 35,70
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Tabela 6 - Composicdo gravimétrica dos RA na base seca (BS) e base imida (BW)

Porcentagem de Ocorréncia (%)

Amostra Madeira Inertes Papel / Papelao Fragdo pastosa
RA D2P2
BS - 41,91 27,36 30,73
BW - 37,74 31,51 30,75
RA D2P4
BS - 51,64 21,57 26,78
BW - 47,13 25,07 27,80
RA D20P2
BS - 53,80 16,26 29,94
BW - 50,93 18,62 30,45
RA D20P4
BS 6,32 35,72 33,69 24,26
BW 5,99 31,79 37,54 24,68
Meédia
BS 6,32 45,76 24,72 27,92
BW 5,99 41,89 28,18 28,42

Na Tabela 5 (RN), a fracdo pastosa, componente que tem maior participacdo na formagao do
biogas no aterro, apresentou resultado superior a dos outros componentes. No trabalho de Monteiro
(2006), concernente ao aterro sanitario de Muribeca, localizado na Regido Metropolitana do Recife-
PE (RMR), verificou-se um maior percentual de fragao pastosa para RN (45%) seguido de plasticos,
vidros e outros constituintes em menores quantidades. O valor obtido para o ASMC, cerca de 27%
em base seca, ¢ comparavel ao valor de 28% apresentado por Oenning et. al. (2012), para residuos
solidos urbanos gerados no municipio de Criciima. Os valores médios da série historica do ASMC,
obtidos pelo GEOAMB para o periodo de 2004 a 2016 para fracdo pastosa e plastico de RN (BS),
foram de 32% e 19% respectivamente, conforme apresenta Caldas (2017). A Figura 33 apresenta a

composi¢ao fisica, em BS, do RN coletado em 10/17.
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Figura 33 - Composi¢ao gravimétrica dos RN 10/17 em base seca
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Para a amostra RA D2P2 obteve-se percentagem de inertes da ordem de 42%, com fracdo
pastosa da ordem de 31%. Mattei (2007) reporta, para o caso de RSU ja aterrado em um aterro
sanitario no municipio de Passo Fundo-RS, nas profundidades de 0,6 a 1,2 m e de 1,8 a 2,4 m
valores de fra¢do pastosa da ordem de 41% e de inertes da ordem de 51%.

A comparacao entre RA para as profundidades de 2 e 4 metros, a uma mesma distancia do
dreno, mostrou que a composi¢ao gravimétrica dos RSU apresentou diferencas perceptiveis.
Conforme a Tabela 6, para fracdo pastosa, quanto maior a profundidade menor o percentual desse
componente, o que pode estar relacionado com a maior abundancia de micro-organismos
anaerdbicos nas camadas mais profundas, aumentando a eficiéncia do processo de decomposi¢io. E
importante ressaltar, que em fun¢do da possivel entrada de oxigénio atmosférico nessa regido do
dreno pela camada de cobertura pode também estd ocorrendo o processo aerdbico, em que envolve
a degradagdo da matéria organica através dos micro-organismos que requerem oxigénio, em que 0s

subprodutos gerados sdo, agua e didéxido de carbono e liberagao calor.

4.1.3 STV e Teor de Lignina dos RN e RA

Os resultados de STV e de lignina, ambos em BS, obtidos para os RN sdo mostrados na
Tabela 7, bem como o percentual de Matéria Organica (MO) da fra¢dao pastosa do residuo, obtido

multiplicando-se o valor do STV pelo valor do percentual da fragdo pastosa.
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Ao comparar os resultados de STV apresentados na Tabela 7 com os obtidos por Alves (2008)
para 3 amostras de RN (49,2, 56,9 e 46,9%) do Aterro da Muribeca-PE, percebe-se que os
resultados do autor se encontram na faixa de valores do STV dos RN do ASMC, onde um valor

médio de 56,7% foi obtido.

Tabela 7 -Teor de STV, MO ¢ Lignina para a fra¢ao pastosa dos RN
Amostras Fracao Pastosa (%) STV (%) Lignina (%) MO da Fragdo Pastosa (BS) (%)

RN 10/17 27,29 56,7 21,10 15,48

O valor de STV apresentado na Tabela 7 ¢ também préximo ao valor obtido por Caldas
(2017), que estudou a série historica do periodo de 2004 a 2016 para RSU novos no ASMC e obteve
um valor de 54,4% e ao valor obtido com o estudo de Follmann et. al. (2017), que trabalhou com
RSU novo do aterro sanitario do municipio de Guarapuava-PR, que foi de 55,9%.

Verifica-se na Tabela 8 que a média foi de 20,7% para o teor de STV para os RA no ASMC.
Estes valores sdo inferiores aos de Caldas (2017), que obteve 28,7% para RA com 1 ano de

aterramento no mesmo aterro sanitario.

Tabela 8 -Teor de Fragdo Pastosa, STV, Lignina ¢ MO para a fracdo pastosa dos RA

Amostras Fracdo Pastosa (%) STV (%) Lignina (%) MO da Fragao Pastosa (BS) (%)
RA D2P2 30,73 22,85 9,97 7,02
RA D2P4 26,78 19,98 14,56 5,35
RA D20P2 29,94 26,18 14,10 7,83
RA D20P4 24,26 13,91 8,31 3,37
Média 27,92 20,73 11,73 5,89

De acordo com as Tabelas 7 e 8, como esperado, verifica-se que o RN apresentou maiores
valores de STV quando comparados com os RA, muito provavelmente devido o processo de
decomposi¢do. Pelas mesmas razdes, sdo menores os valores de STV e de MO da fragdo pastosa
para as amostras mais profundas. Percebe-se que o STV corrige os resultados de composi¢do
obtidos para os RA, os quais possuem valores de fracdo pastosa comparaveis aos dos RN, muito
provavelmente por conta da dificuldade de separagdo dos componentes para estes residuos.

Os RSU que apresentaram o menor valor de STV de acordo a Tabela 8, foi os RA D20P4

(13,9%). Apesar deste valor reduzido, este ainda pode ser passivo de degradacdo pelos micro-
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organismos anaerobicos presentes na profundidade de 4 metros. Segundo Kelly (2002), valores de
STV inferiores a 10% podem indicar a bioestabilizagdo do RSU.

O valor para lignina foi de 21,1% para RSU novo (Tabela 7), o qual foi superior ao valor
encontrado por Sdo Mateus (2008) para a fracao pastosa do RSU novo disposto no ASMC: 13,0%.
Ja nas pesquisas de Caldas (2011) obteve-se resultados mais proximos para o mesmo aterro, da
ordem de 17,8%.

De acordo a Tabela 8, o teor médio de matéria organica para os RA foi de 5,8% (base seca),
valor inferior ao obtido por Abreu (2014) em RSU jé aterrados do Aterro Metropolitano de Jardim
Gramacho (AMJG) no Rio de Janeiro-RJ (8,6%). J4 no estudo de Andrade (2014) no ASMC, os
RSU com mesmo periodo de aterramento apresentaram valores da ordem de 13,3%.

Analisando os dados das Tabelas 7 e 8, pode-se dizer que o STV teve uma deple¢do média de
36,5% na comparacao entre amostras de RN e com os RA. Em geral, comparando os dados de
fragdo pastosa e STV contidos na Tabela 8, verifica-se que os RA apresentam valores proximos e
com pouca oscilagdo, embora a amostra RA D20P4 tenha apresentado baixos teores de STV e
lignina (13,9% e 8,3% respectivamente), o que confere a essa amostra um baixo conteudo de

matéria organica remanescente disponivel para geracao de biogas.

4.2 POTENCIAL HIDROGENIONICO (pH), POTENCIAL REDOX (Eh) e
TEMPERATURA DOS RA

O potencial redox de um ambiente ¢ medido em milivolts, podendo ser afetado por uma série
de compostos. O oxigénio ¢ o fator que mais contribui para o aumento do potencial redox do meio.
As medidas de potencial redox (Eh) e potencial hidrogenidnico (pH), representam uma alternativa
para avaliacdo de estados de oxidacao/reducdo e acidez/alcalinidade dos RSU dispostos e aterrados
no ambiente do aterro sanitario, pois influenciam diretamente nas atividades biogeoquimicas do
meio. Os resultados de pH e potencial redox obtidos para as diversas amostras de RA sao mostrados
na Tabela 9.

Conforme a Tabela 9, o parametro potencial redox (Eh) apresentou variagdo com a
profundidade dos RA, sendo obtidos valores mais altos para a profundidade de 2 m (+82 e +108
mV) em comparagdo com os valores obtidos para 4 m de profundidade (-0,11 e -0,98 mV). Nota-se
uma relagdo inversa entre o Eh com o pH e a temperatura dos RA, sendo que a medida que o

potencial redox aumenta, o pH e a temperatura diminuem.
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O macigo de RSU se apresentou levemente acido para a profundidade de 2 m (pH entre 5,4 ¢
5,9). Entretanto, para a profundidade de 4 m, o pH apresentou-se levemente alcalino variando de 7,2
a 7,8, o que pode indicar uma maior atividade anaerdbica. Wang et. al. (2017) apresentam valores
de pH do solo de cobertura e do residuo armazenado entre (7,8 € 7,9) e (7,8 a 8,6), respectivamente,
indicando a ocorréncia da fase metanogénica. Os valores de pH obtidos para esta profundidade se
aproximam dos resultados relatados por Abreu (2014), que avaliou os RSU ja aterrados do Aterro
Metropolitano de Jardim Gramacho (AMJG) no Rio de Janeiro-RJ, com pH variando entre 7 ¢ 10
em RSU para 5 metros de profundidade. Follmann (2017) analisou residuos solidos no aterro do
municipio de Guarapuava (PR) com 2 anos e obteve valores de pH proximos a neutralidade (6,5 a
6,6), permitindo o desenvolvimento de bactérias metanogénicas e, consequentemente, boas

condi¢des ambientais para a geracao de biogas.

Tabela 9 - Resultados de pH e Eh, dos RSU j4 aterrados (RA)

Amostras pH Eh (mV)  Temperatura (°C)
RA D2P2 5,80 +88 32,2
5,84 +82 32,3
5,88 +83 32,0
RA D2P4 7,20 -0,13 38,1
7,22 -0,11 38,2
7,25 -0,15 38,3
RA D20P2 5,35 +102 33,1
5,36 +101 33,1
5,42 +108 33,4
RA D20P4 7,77 -0,98 37,8
7,80 -0,96 37,4
7,82 0,98 37,6

Para o caso das amostras D2P2 e D20P2 (2 metros de profundidade) o ambiente mais acido
indica que a fase de decomposicdo dos RA estd no inicio, com caracteristicas acidogénicas, o que
concorda com Catapreta (2008), que relata que o pH pode variar com o tempo de degradacdo dos
residuos, sendo que na fase inicial do processo de degradagdo, o pH é normalmente mais baixo
devido a produgao de acidos pelas bactérias hidroliticas e fermentativas. Nakasaki (1993) relata que

a microbiota aerdbica possuem uma maior capacidade de degradacdo dos residuos organicos na
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faixa de pH 7 a 8. De acordo Sundberg et al. (2013) a taxa de decomposi¢ao de residuos organicos ¢
lenta em condic¢des de pH baixo, sendo que a faixa ideal para o processo de decomposi¢do aerobica
inicial ¢ de 6,5 a 7,5. No trabalho de Paes (2003) o autor afirma que o pH no processo na digestao
anaerdbica deve estar situado na faixa de 6,3 a 7,8, faixa na qual observa-se uma maior eficiéncia da

fase metanogénica.

4.3 RESULTADOS MICROBIOLOGICOS QUANTITATIVOS PARA AEROBICOS
E ANAEROBICOS DOS RA

Na Tabela 10 sdo apresentados os resultados quantitativos dos micro-organismos aerobicos e
anaerobicos através da técnica dependente de cultivo (Microbiologia tradicional). Apenas a faixa de
diluicdo de 10 apresentou crescimento das colonias, permitindo a contagem.

De acordo com a Tabela 10, tanto para 2 m quanto para 4 m de profundidade ocorreu
crescimento de micro-organismos aerobicos e anaerdbicos. Segundo Melo (2003), os micro-
organismos presentes numa célula de lixo podem indicar a evolugdo do comportamento
biodegradativo, isto €, o nimero/tipo de micro-organismos pode ser um indicador da fase em que
um aterro se encontra.

Os resultados da Tabela 10 indicam um crescimento significativo de micro-organismos
aerobicos nos quatro pontos analisados (3x10* a 9x10* UFC/mL). Estes organismos sdo importantes
no processo inicial de degradagdo bioldgica dos RSU j4 aterrados e também podem ajudar a revelar
a fase decomposicao. Além disso, estes se beneficiariam de uma eventual entrada de ar atmosférico
pela camada de cobertura do macico. No trabalho de Aratjo (2010) também foi verificado o
crescimento dos micro-organismos aerdbicos totais da ordem de 1x10° a 1x10” UFC/mL, podendo
ser verificado um estagio inicial de degradagado bioldgica dos RSU.

Na Tabela 10, pode-se observar que os pontos situados proximos ao dreno (D2P2 ¢ D2P4)
apresentaram maiores médias nos valores de UFC/mL de bactérias aerobicas (5,6x10* e 8x10* UFC/
mL), que os pontos D20P2 e D20P4 (4,3x10* e 3,6x10* UFC/mL), indicando que a alta sucgdo
aplicada ao dreno provavelmente auxilia na entrada de ar atmosférico no macigo.

A profundidade ndo apresentou uma clara influéncia nos valores de UFC/mL das bactérias
aerobicas. Para o caso das bactérias anaerdbicas, ndo se consegue estabelecer uma correlagao clara
entre os valores obtidos e a posicdo de amostragem, indicando que o processo de amostragem ou
possivelmente as condigdes ambientais no dia da coleta, pode ter afetado negativamente estes
micro-organismos. De acordo com Clontz (2009), os micro-organismos tém necessidades basicas

para realizagdo do processo metabolico, estas incluem fonte de energia, nutrientes e fatores
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ambientais para producao das estruturas celulares. Essas condigcdes essenciais devem estar
balanceadas em um meio enriquecido para que a incubagdo possibilite 0 metabolismo, crescimento
e reproducdo dos micro-organismos para que os mesmos possam ser detectados por métodos
microbiologicos tradicionais.

Valores semelhantes aos obtidos neste trabalho foram apresentados por Monteiro et. al.
(2006), onde os micro-organismos aerobicos também foram preponderantes para as menores

profundidades, ou seja, proximo da camada superficial.

Tabela 10 - Resultados de bactérias aerdbicas e anaerdbicas dos RA

Amostras bactérias aerébicas (UFC/mL) bactérias anaerdbicas (UFC/mL)
RA D2P2 6x10* 3x10*
5x10* 3x10*
6x10* 2x10*
Média 5,6x10* 2,6x10*
RA D2P4 8x10* 3x10*
9x10* 3x10*
7x10* 2x10*
Média 8x10* 2,6x10*
RA D20P2 4x10* 2x10*
4x10* 2x10*
5x10* 2x10*
Média 4,3x10* 2x10*
RA D20P4 3x10* 3x10*
4x10* 3x10*
4x10* 3x10*
Média 3,6x10* 3x10*

4.4 RESULTADOS DA METAGENOMICA DOS RSU JA ATERRADOS (RA)

4.4.1 Analise Taxonomica Microbiana a Nivel de Filo

Os resultados das andlises metagendmicas revelaram 10 filos nas amostras dos RSU ja
aterrados do ASM, conforme a Tabela 11. Os principais filos de micro-organismos € as abundancias
relativas médias dos filos (Figura 34) nas quatro areas analisadas (D2P2, D2P4, D20P2 ¢ D20P4)
foram: Firmicutes (41,3%), Chloroflexi (10,9%), Actinobacteria (9,6%), Proteobacteria (7,1%),
Bacteroidetes (6.7%), Spirochaetes (1,6%), Synergistetes (1,5%), Cyanobacteria (1,0%),
Planctomycetes (0,8%) e Euryarchaeota (16,8%). Segundo Guo et. al. (2015), tratam-se de micro-

organismos relacionados com a decomposi¢do bioldgica de materiais passiveis de degradagdo
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contidos nos residuos, onde participam de forma sintréfica do processo de digestdo anaerobica, o

qual ocorre em quatro estagios, a hidrdlise, a acidogénese, a acetogénese e a metanogénese.

Tabela 11 - Caracteristicas biologicas dos micro-organismos por filos

Classificacdo Classificacio Bioldgica Caracteristicas biologicas
Bioldgica (filo)
(dominio)
Bactéria Firmicutes Sintroficas que degradam os acidos graxos volateis, como o
butirato, gram-positivas, formadoras de enddsporos.
Bactéria Chloroflexi Bactérias verdes fotossintetizadoras, sdo fototroficas
anoxigénicas e nao sulfurosas
Bactéria Actinobacteria Bactérias filamentosa e gram-positivas
Bactéria Proteobacteria Bactérias gram-negaitivas envolvidas nas etapas iniciais de
degradacao. Degrada polissacarideos
Bactéria Bacteroidetes Bactérias gram-negaitivas, proteoliticas, responsaveis pela
degradacao de proteinas e posterior fermentagdo de
aminodacidos e acetato para metanogénicos acetoclasticos
Bactéria Spirochaetes Gram-negativas, moveis, em espiral, filamentos axiais que
correm no sentido longitudinal, maioria anaerobica, vivem em
ambientes aquaticos e no solo
Bactéria Synergistetes Sao bastonetes nao esporulados gram-negativos encontrados
em ambientes andxicos em sistemas terrestre ¢ marinho. Sdo
anaerobicas que degradam proteinas e fermentam aminoacidos
Bactéria Cyanobacteria Sao aquaticas, unicelulares, coloniais ou filamentosas
fotossintéticas Apresenta coloracdo azul e verde
Bactéria Planctomycetes Com divisao por gemulagdo, paredes celulares sem
peptidoglicano e estrutura celular compartimentalizada, sdo
abundantes em habitats terrestres e aquaticos, desempenhando
um papel preponderante nos equilibrios dos mesmos
Archaea Euryarchaeota Compreende uma grande diversidade. Sao os mais rigidos dos
anaerobicos, sdo halofilicas extremas e algumas espécies
hipertermofilicas

Fonte: Madigan et. al. (2014)
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Figura 34 - Abundancia relativa (%) de OTUs por filos nos RSU do ASMC
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O filo Firmicutes, conforme a Tabela 11, ¢ composto por bactérias sintroéficas que degradam
os 4acidos graxos volateis, como o butirato. Estas sdo gram-positivas, formadoras de enddsporos,
sendo que esse grupo foi o que mais predominou, com abundancias relativas variando de 23,1 a
49,6%, o que se aproxima dos resultados do trabalho de Li et al (2013), que estudou a estrutura
microbiana responsavel pela degradagdo de RSU e geracdo de biogas na China. Segundo os
resultados do autor, os micro-organismos mais prevalentes no nivel do filo sdo Firmicutes (39,0%),
seguidos por Proteobacteria (17,3%) e Bacteroidetes (7,0%) que sdo responsaveis pela degradacao
da biomassa e fermentacdo. O tdxon mais abundante envolvido na sintese de metano foi o
Euryarchaeota (4,3%), porém, se comparado com as areas analisadas do ASMC o valor de
Euryarchaeota foi bem superior, variando de 9,7% a 26,0%. A presenca desse grupo no ASMC
favorece a sintese de metano através da via metanogénica no processo da digestdo anaerobica.

Nos estudos de Guo et. al. (2015), as populagdes bacterianas mais abundantes foram
Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Actinobacteria, representando 41,2%, 12,5%, 9,6% e
5,2% de todas as leituras de bactérias analisadas em um reator anaerobico na China,
respectivamente. Os resultados desse autor difere dos encontrados nas amostras de RA do ASMC
(Tabela 11), sendo que os filos, Proteobacteria foi abaixo com 7,1%, Firmicutes foi superior com
41,3%, Bacteroidetes foi inferior com 6,7% e Actinobacteria foi superior com 9,6% de ocorréncia.

Os resultados bioldgicos, conforme a Tabela 11, apresentaram uma abundancia relativa de 4,8
a 15,9% para o filo Actinobacteria. Esse grupo compreende micro-organismos com um papel

importante na decomposi¢do da matéria orgénica e no ciclo do carbono. Nas pesquisas de Zainun
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(2018), o taxon Actinobacteria se tornou dominante em aterros ja encerrados, mas apenas uma
pequena fracdo da populagdo bacteriana foi descoberta em aterros ativos. Além disso, em aterros ja
encerrados, o filo Actinobacteria ocupou entre 6,0 e 15,0% da composicao bacteriana total. Quanto
ao aterro ativo, os resultados mostraram valores inferiores a 2,0% para o referido filo.

De acordo Bareither et. al. (2013), bactérias associadas aos filos Bacteroidetes e Firmicutes
constituiram mais de 70% das sequéncias obtidas de chorume em reatores anaerdbicos. Ainda
conforme os autores, os filos Bacteroidetes e Firmicutes sdo comuns em ambientes anaerdbicos (por
exemplo, digestor anaerdbico e rimen animal), onde fermentam polissacarideos complexos, como
celulose e amido. O taxon Bacteroidetes também ¢ comumente encontrado em lixiviados de
biorreatores ¢ RSU. Neste trabalho, os filos Firmicutes e Bacteroidetes (Figura 42) também foram
encontrados, embora numa abundancia relativa inferior a dos autores (em média 41,3 e 6,7%
respectivamente para os dois taxons). Conforme se observa na Tabela 11, para a profundidade de 4
m (D2P4 e D20P4), o filo Bacteroidetes ocorreu numa maior abundancia relativa, 8,1 ¢ 7,7%
respectivamente, relativamente as amostras retiradas a 2 m de profundidade (D2P2 e D20P2).

O filo Euryarchaeota ¢ formado de organismos anaerdbicos, encontrados de forma abundante
mesmo com o ambiente propicio para aerobiose, como no caso das amostras de RSU aterradas
proximas ao dreno DG266 e em baixas profundidades. Esse grupo compreende uma grande
diversidade de organismos, incluidas as espécies metanogénicas responsaveis pela sintese de
metano nas células de RSU do aterro. Sdo os mais resistentes dos anaerdbicos, sdo halofilicas
extremas e algumas espécies hipertermofilicas.

Em seu estudo sobre aterros sanitarios, Guo et. al. (2015) reportou que a analise
metagenomica taxondmica indicou que as bactérias em geral eram dominantes (~ 93%), com uma
abundancia relativa consideravel de Archaea (~ 6%). Os resultados obtidos neste trabalho (Figura
35), indicaram um valor de abundancia relativa bem superior para Archaea (16,8%) embora as

bactérias sejam ainda as mais abundantes (80,5%).
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Figura 35 - Abundancia relativa (%) de arqueas e bactérias
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Conforme se observa na Figura 34, foram identificados 10 filos, sendo 1 de archaea e 9 de
bactérias. Estes resultados se apresentam diferentes dos obtidos nas pesquisas de Wang et. al. (2017)
que utilizaram em seus estudos o método de sequenciamento de alto rendimento MiSeq para
examinar a diversidade microbiana do solo de cobertura e dos RSU aterrados e localizados em
diferentes profundidades (0-150 cm) na cidade de Yangzhou, leste da China. Segundo os autores, os
resultados encontrados no aterro apresentaram no total, 14 filos. Uma andlise de diversidade
microbiana mostrou que Firmicutes, Proteobacteria e Bacteroidetes foram os filos dominantes.

Na Figura 36 (Figuras 36a a 36d), os resultados demonstram que o filo Firmicutes foi sensivel
a localizacdo de amostragem, apresentando maiores abundancias para baixa profundidade (2
metros) e locais proximos ao dreno: As amostras D2P2 apresentaram a maior abundancia relativa
(46,8%), enquanto na area D20P4 o resultado foi o menor de todos (23,1%). Nos estudos de Wang
et. al. (2017), o filo Firmicutes foi o mais dominante nos aterros sanitarios avaliados. De acordo
com os autores, este grupo ¢ formado de bactérias degradadoras de celulose e acredita-se que estas
desempenham um papel importante nas fases anaerobica e metanogénica da decomposi¢ao de lixo

em aterros sanitarios, pois atuam na degradagdo da matéria orgénica e no ciclo do carbono.
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Figura 36 - Abundancias (%) dos filos nas areas. a) D2P2; b) D2P4; ¢) D20P2 e d) D20P4
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A abundancia relativa obtida para o filo Firmicutes se aproxima dos resultados do trabalho de
Kochiling (2015), que analisou as comunidades microbianas no lixiviado produzido por trés células
de RSU de diferentes idades do aterro sanitario de Candeias na regido metropolitana de Recife-Pe.
Usando a metagendmica de pirosequenciamento e alta produtividade do gene 16S rRNA, os autores
descreveram a estrutura das comunidades. A distribuicdo das unidades operacionais taxondmicas
(OTUs) foi altamente distorcida, sugerindo uma estrutura comunitdria com poucos membros
dominantes que sdo fundamentais para o processo de degradacdo. Os membros do filo Firmicutes
foram dominantes em todas as amostras, representando até 62% das sequéncias bacterianas, e sua
propor¢ao aumentou com o aumento da idade do aterro.

Ainda de acordo com Kochiling (2015), outros filos abundantes incluiam Bacteroidetes,
Proteobacteria e Spirochaetes, que junto com Firmicutes compreendiam 90% das sequéncias. Os
dados ilustram uma comunidade microbiana que degrada a matéria organica no lixiviado bruto nos

estagios iniciais, o que se aproxima dos resultados (Tabela 11) das amostras de RA encontrada nas
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quatro areas no entorno do DG 266 do ASMC, onde a abundancia relativa média foi de 97,3% para
os micro-organismos Firmicutes, Chloroflexi, Actinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes,
Synergistetes, Spirochaetes, Cyanobacteria, Planctomycetes ¢ Euryarchaeota. E de se observar que
nas amostras do ASMC nao foi encontrado o filo Tenericutes identificado pelos autores, no entanto,
foram identificados outros filos distintos como: Chloroflexi, Actinobacteria, Synergistetes e
Euryarchaeota, sendo este ultimo responsavel pela fase metanogénica. Os grupos microbianos

encontrados no ASMC se encaixam bem nas vias cldssicas dos processos de digestao anaerobica.

4.4.2 Analise Taxonomica Microbiana a Nivel de Género

De acordo as Figuras 37 a 40, a maioria dos géneros encontrados sdo anaerobicos € as
abundancias relativas variaram de 0,1 a 11,7% nas quatro areas estudadas (D2P2, D2P4, D20P2 e
D20P4). Ja os micro-organismos aerobicos apresentaram abundancias relativas menores nas areas
(0,1 a 4,0%). Comparando-se os resultados obtidos com o uso da metagendmica e das técnicas de
cultivo tradicionais, pode-se observar no primeiro caso um predominio dos micro-organismos
anaerdbicos, ao contrario dos resultados apresentados na Tabela 10, o que leva a supor que o
processo de amostragem, apesar de todos os cuidados relatados para o caso das amostras que seriam
testadas para organismos anaerdbicos, buscando-se evitar o contato com o oxigénio, impactou no
desenvolvimento destes micro-organismos. A diferenca observada entre as duas técnicas se deve
também a limitacdo das técnicas tradicionais de cultivo, pois Segundo Lacerda Junior (2017),
aproximadamente 99% dos micro-organismos ndo podem ser isolados de seus habitats naturais
como, o solo, a adgua ou ar, bem como em meios de cultivos em laboratorio. Esta restrigdo nao
ocorre com a metagendmica, pois trata-se de uma ferramenta independente de cultivo que extrai o
DNA direto do ambiente e assim acessa uma maior composicao e diversidade microbiana.

Os resultados da analise metagendmica dos RSU ja aterrados do ASMC apresentados nas
Figuras 37 a 40 representam os tdxons de maior abundancias relativas, identificados em 28 géneros,
sendo 10 de archaeas e 18 de bactérias. A abundancia das archaeas foram superiores aos resultados
das pesquisas de Wang et. al. (2017), que na sua analise de diversidade microbiana identificou
apenas 18 géneros, sendo que Halanaerobium, Methylohalobius, Syntrophomonas, Fastidiosipila e
Spirochaeta foram os mais dominantes. Os géneros Methylohalobius foi mais abundante nas
camadas de cobertura do solo do que nos residuos armazenados, enquanto Syntrophomonas e
Fastidiosipila, que afetam a produgcdo de metano, foram mais abundantes nas camadas

intermediarias e inferiores (90-150 cm) nos residuos armazenados.
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Segundo as pesquisas de Li et. al. (2013), os géneros de bactérias mais prevalentes
encontradas nos estudos foram Clostridium e Aminobacterium com abundancias relativas de 7,4% e
5,2% respectivamente. O taxon Clostridium produz uma ampla variedade de enzimas extracelulares
para degradar grandes moléculas como celulose, xilanas, proteinas e lipidios, participando da fase
acetogénica, precursora da via metanogénica, responsavel pela producdo de metano. Nas areas
analisadas do ASMC também ocorreram o género Clostridium (Figuras 37 a 40) no entanto, nas
areas D2P4 e D20P4, de maior profundidade (Figuras 38 e 40), a bactéria anaerobica Clostridium

ocorreu numa menor abundancia relativa (1,8 a 3,7%)).

Figura 37 - Abundéancia relativa dos micro-organismos por género nos RSU da area D2P2
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Figura 38 - Abundéncia relativa dos micro-organismos por género nos RSU da area D2P4
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Figura 39 - Abundancia relativa dos micro-organismos por género nos RSU da area D20P2
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Figura 40 - Abundancia relativa dos micro-organismos por género nos RSU da area D20P4
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E interessante notar que na area D2P2, de menor profundidade e localizada mais proxima ao
dreno, o género anaerobico Clostridium ocorreu numa maior abundancia relativa (5,4%) mesmo
sendo esta 4rea a mais propicia para a ocorréncia de condi¢des aerdbicas. De acordo com Madigan
et. al. (2014), alguns anaerobicos obrigatdrios, a exemplo de Clostridium, embora exijam condigdes
anodxicas, podem tolerar tracos de O, o contrario do que ocorre com outros metanogénicos, que sao
mortos pela exposicao ao O,.

Capson-Tojo et. al. (2017) relatam que Clostridium ¢ um grupo de bactérias muito abundante
e importante na digestdo anaerobica em residuos de alimentos e papeldo, estes materiais também
continha na composi¢ao gravimétrica dos RN e RA dispostos no ASMC (Tabelas 5 e 6) e o referido
género foi abundante nos pontos proximos do dreno de biogas DG 266 participando na fase inicial
da digestdo anaerdbica. Segundo Koo et al., (2019), o género Clostridium contém mais de 100
espécies, que possuem uma variedade de habilidades metabolicas e utiliza diversos carboidratos e
aminodcidos para produzir varios acidos organicos usados na digestdo anaerdbica.

Segundo os estudos de Wang et. al. (2017), os géneros microbianos dominantes no aterro
municipal sdo Halanaerobium, Lactococus, Halocella, Methylohalobius, Truepera, Ignatzschineria,
Pseudomonas, Bacillus, Syntrophomonas, Fastidiosipila, Spirochaeta ¢ Halanaerobium. Estes sdo

na maioria bactérias anaerobicas que produzem hidrogénio. Nos resultados das amostras do ASMC
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também foi encontrado a bactéria aerdbica Bacillus, sendo que este ocorreu numa abundancia
relativa de 3,0% na area D2P2, de maior tendéncia para a ocorréncia de ambiente aerdbico (Figura
37). O género aerdbico pseudomonas ocorreu numa menor abundancia relativa (0,9%) na maior
profundidade (D20P4), conforme a Figura 40, o que provavelmente ¢ explicado devido o ambiente
ser mais propicio para a condi¢do anaerobica, o que pode ter sido uma condi¢ao inibidora.

Ainda de acordo Wang et. al. (2017), o género aerdbico Pseudomonas tem sido amplamente
detectado em aterros e outros ambientes contaminados. O taxon Pseudomonas é constituido de
bactérias bem conhecidas de degradagdo de poluentes que utilizam uma ampla gama
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos como sua unica fonte de carbono e tém papéis na
degradagdo de matéria organica e desnitrificagdo. O grupo Bacillus é frequentemente encontrado em
aterros onde degradam a celulose e oxidam hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Li et. al.
(2018) também encontraram o género Pseudomonas com abundancia relativa de 2,01 a 2,47% e o
taxon Clostridium com 0,49 a 2,11%. De acordo com estes autores estes micro-organismos
provavelmente degradam compostos organicos macromoleculares, como proteinas e lipidios.

Nas Figuras 37 a 40, o taxon Aminobacterium apresentou-se com a abundancia relativa de 0,4
a 1,4% nas quatro areas estudadas (D2P2, D2P4, D20P2 e D20P4). Este género ¢ constituido por
bactérias anaerobicas sintroficas, capazes de degradagdao de aminoacidos, o que concorda com Li et.
al. (2013), que afirma que o taxon Aminobacterium sdo bactérias capazes de degradac¢ao anaerobica
de aminoacidos, particularmente sem sacarideos, consistentemente identificadas em ambiente
anaerdbico, como lodo e composto organico.

Conforme, os resultados das Figuras 37 a 40, os 10 géneros de archaeas identificados através
da metagendmica foram Methanobacterium, Methanosarcina, Methanocella, Methanofollis,
Methanoculleus, Methanosaeta, Methanospirillum, Methanomassiliicoccus, Methanobrevibacter e
Candidatus Methanoregula, sendo que o género mais abundante nas quatro areas analisadas foram
Methanobacterium e  Methanosarcina, com abundancia relativa média de 8,8% e 3,4%
respectivamente. O género Methanosarcina também ocorreu nas pesquisas de Guo et. al. (2015).
Neste trabalho, os géneros Methanosaeta € Methanosarcina foram os mais dominantes, sugerindo a
prevaléncia da metanogénese acetoclastica. Ainda de acordo estes autores, os consorcios de micro-
organismos (hidrolisadores, fermentadores, acetogénios € metanogénicos) possivelmente trabalham

em uma reacao por etapas.

4.4.3 Diversidade Microbiana relacionada a Variaveis Independentes

A Tabela 12 apresenta os resultados do tratamento estatistico inicial. Sdo apresentadas as


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/cellulose
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/denitrification
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/polycyclic-aromatic-hydrocarbons
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abundancias relativas e os tipos microbianos presentes na area de estudo e os resultados das
correlacdes com as varidveis independentes. Sdo apresentados os resultados obtidos em termos da
diversidade de géneros de micro-organismos encontrados nas amostras de RA. Os resultados
apresentados correspondem a mais de 70% de todos os micro-organismos detectados nas andlises
(outros micro-organismos estavam presentes, mas apresentavam baixos valores de abundancia).
Como pode ser observado, os anaerobicos foram os tdxons mais abundantes (bactérias e archaeas),
onde sua abundancia relativa total variou de 37,1 a 50,6% nos quatro pontos (D2P2, D2P4, D20P2
e D20P4) demonstrando uma diversidade de micro-organismos presentes atuando no processo de
decomposi¢cdo dos RSU do ASMC. De acordo Staley et. al. (2007), a populagdo microbiana inicial
presente nos RSU disposto em aterro sanitario apresenta notavel papel na selecdo de espécies
dominantes, tanto durante o processo inicial de decomposicao, quanto no residuo decomposto.
Segundo os resultados, os micro-organismos aerobicos (A) estdo fortemente correlacionados
(correlagdes superiores a 0,7.) com a temperatura, Eh e profundidade e os anaerobicos facultativos
(ANF) com o Eh e a distdncia. No entanto, os micro-organismos anaerobicos (AN) ndo
apresentaram fortes coeficientes de correlagdo com nenhuma das varidveis independentes. Uma
analise mais detalhada deste grupo permitiu observar a presenca de subgrupos (AN1 a AN4) com
comportamento diferenciado, dificultando a realizacdo de uma analise considerando os organismos

anaerobicos de forma integral.

Tabela 12 - Correlagdo dos micro-organismos relacionados com as variaveis independentes

Tipos presentes nas  Abundincias Corr. Corr.T Corr. Corr. Corr.

areas (%) pH °0) Eh Dist.  Prof.
A em D2P2 7,7
A em D2P4 6,2 -0,69 -0,88 0,94 0,34 -0,84
A em D20P2 7,6
A em D20P4 7,1
ANF em D2P2 3,0
ANF em D2P4 2,1 -0,07 -0,29 0,89 0,83 -0,25
ANF em D20P2 3,4
ANF em D20P4 3,7
AN em D2P2 37,1
AN em D2P4 46,2 035 003 012 027 -0,13
AN em D20P2 50,6
AN em D20P4 38,7

Nas Tabelas 13 e 14 os micro-organismos anaerdbicos foram subagrupados de acordo com
seu comportamento em relagdo ao pH, T, Eh, distancia do dreno e profundidade. O subgrupo

anaerobico foi mais abundante (AN1), apresentou seus maiores valores em amostras localizadas a
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20 m de distancia do DG-266 (amostras de D20P2 e D20P4); portanto, menos sujeitos a entrada de
O, na célula de RSU através da camada de cobertura. Os subgrupos AN2 a AN4 apresentaram
resposta oposta. Os aerdbicos e anaerdbicos facultativos apresentaram abundancias relativas totais
variando de 6,2 a 7,7% e 2,1 a 3,7% (Tabela 12), respectivamente. Os anaerobicos facultativos
apresentaram abundancias relativas semelhantes, independentemente do ponto de amostragem.

O género Methanobacterium ocorreu com 11,7% de abundancia relativa, conforme a Tabela
13. Klocke et. al. (2008), encontraram o mesmo género em um reator anaerdbico, onde apresentou

valor semelhante, ou seja, 12% dos micro-organismos da comunidade metanogénica do estudo.
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Tabela 13 - Grupos microbianos anaerobicos relacionados com as varidveis independentes

Caracteristicas Abundanci Eh Dist. Prof.
Taxon Amostra pH T (°C) Grupo
biologicas a (%) (mV) (m) (m)
Archaea anaerdbica, D2P2 8.4 58 322 +84 2 2
Meth bacteri crescimento de 37-45 D2P4 3.9 7.2 382 -0,12 2 4
CHRAnoDACTErtU "¢ para espécies ~ D20P2 112 54 332 +103 20 2
meanfilicac! D20P4 11.7 7.8 37.6 -097 20 4
Archaea anaerdbica,  D2P2 1.6 58 322 +84 2 2
. estritamente D2P4 1.5 72 382 -0.12 2 4
Methanosarcina acetotrofico e D20P2 66 54 332 +103 20 2
metanogénicos' D20P4 39 78 376 -097 20 4
Sdo anacrébicas, ~ D2P2 05 58 322 +84 2 2 AN
entre as temperaturas D20P2 6.6 54 332 4103 20 2
de 20 a 45 °C? D20P4 2.9 7.8 376 -097 20 4
D2P2 0.5 5.8 322 +84 2 2
Methanoculleus Sdo anaerdbicas e D2P4 0.4 7.2 382 -0.12 2 4
termofilicas® D20P2 1.2 54 332 +103 20 2
D20P4 1.3 7.8 37.6 -097 20 4
b D2P2 4.0 58 322 +84 2 2
. Sdo anaerobicas e D2P4 6.5 72 382 -0.12 2 4
Desulfosporosinus 4 ioras de sulfate' ~ D20P2 04 54 332 +103 20 2
D20P4 0.6 7.8 37.6 -097 20 4
D2P2 0.8 58 322 +84 2 2
Sao anaerdbicas e D2P4 2.1 72 382 -0.12 2 4
Methanocella mesofilas! D20P2 0.0 54 332 +103 20 2
D20P4 0.2 7.8 37.6 -097 20 4 AND
D2P2 1.6 5.8 322 +84 2 2
. Sao anaerdbicas e D2P4 4.0 72 382 -0,12 2 4
Anaerolinea N
termofilicas D20P2 0.1 54 332 +103 20 2
D20P4 0.6 7.8 37.6 -097 20 4
b D2P2 04 58 322 +84 2 2
Bactéria anaerobica  D2P4 1.8 72 382 -0.12 2 4
Oxobacter Gram-positivas® ~ D20P2 0.0 54 332 +103 20 2
D20P4 0.0 7.8 37.6 -097 20 4
Sdo anaerdbicas D2P2 2.8 58 322 +84 2 2
degradadoras de D2P4 2.6 72 382 -0.12 2 4
Syntrophomonas lipidios saturadose ~ D20P2 3.6 54 332 +103 20 2
insaturados’ D20P4 07 78 376 -097 20 4
b D2P2 2.1 58 322 +84 2 2
. Anaerodbicas e gram-  D2P4 1.6 72 382 -0.12 2 4 AN3
Ruminococcus positivas' D20P2 1.9 54 332 +103 20 2
D20P4 0.1 7.8 37.6 -097 20 4
o 1 D2P2 04 58 322 +84 2 2
Lo Sao gnae(g"blcats ©  D2pP4 04 72 382 012 2 4
utispord moderacamente — pyopp 06 54 332 +103 20 2
termofilicas D20P4 00 78 376 -097 20 4
D2P2 5.4 58 322 +84 2 2
- Sdo gram-positivase  D2P4 3.7 72 382 -0.12 2 4
Clostridium anaerdbicas' D20P2 1.6 54 332 +103 20 2
D20P4 1.8 7.8 37.6 -097 20 4 AN4
b D2P2 1.8 58 322 +84 2 2
e Bactéria anaerobica D2P4 1.6 72 382 -0.12 2 4
Gracilibacter termotolerante’  D20P2 0.8 54 332 +103 20 2
D20P4 0.2 7.8 37.6 -097 20 4

Fonte: 1. Madigan et. al. (2014); 2. Wang et. al. (2019); 3. Klocke et. al. (2008); 4. Shiratori et. al. (2008)
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Tabela 14 - Grupos microbianos A e ANF relacionados com as varidveis independentes

Caracteristicas Abundancia T Eh Dist. Prof.
Taxon Amostra pH Grupo
biologicas (%) °C) (mV) (m) (m)
Bactéria aerobica gram-  D2P2 4.0 5.8 322 +84 2 2
Pelotomaculum negativa que degrada D2P4 3.0 72 382 -0,12 2 4
varios alcoois; alguns ~ D20P2 3.7 54 332 +103 20 2
compostos aromaticos'  D20P4 1.1 7.8 376 -097 20 4
D2P2 0.1 58 322 +84 2 2
Ralstonia Bactéria aerobica gram- D2P4 0.1 7.2 382 -0,12 2 4
negaitiva' D20P2 0.3 54 332 +103 20 2 A
D20P4 1.5 7.8 376 -097 20 4
D2P2 0.6 58 322 +84 2 2
Kaistobacter Sao bactérias aerobicas  D2P4 1.0 7.2 382 -0,12 2 4
gram-negaitivas D20P2 0.2 54 332 +103 20 2
D20P4 0.8 7.8 376 -097 20 4
Bactéria anaerobica D2P2 3.0 58 322 +84 2 2
facultativa degrada D2P4 2.1 7.2 382 -0,12 2 4
Bacillus celulose, proteinas. D20P2 34 54 332 +103 20 2 ANF
Participa da hidrolisee  D20P4 3.7 78 37.6 097 20 4
acidogénese?

Fonte: 1. Madigan et. al. (2014); 2. Tortora et. al. (2012)

A Tabela 15 traz os resultados obtidos quando os organismos anaerdbicos sdo divididos em
grupos com comportamento similar (AN1 a AN4). Para o caso dos grupos aerdbicos (A) e

anaerdbicos facultativos (ANF) ndo foi necessaria a separagdo em subgrupos.

Tabela 15 - Correlagdo dos grupos microbianos com as variaveis ambientais

Grupo pH TCC) Eh(@mV) Dist. (m) Prof. (m)
AN1 -0.30 -0.31 0.82 0.93 -0.36
AN2 0.25 0.39 -0.93 -0.87 0.38
AN3 -0.87 -0.66 0.03 -0.37 -0.74
AN4 -0.22 -0.28 -0.41 -0.96 -0.22
A -0.69 -0.88 0.94 0.34 -0.84
ANF -0.07 -0.29 0.89 0.83 -0.25

Na Tabela 15 sdao destacados os maiores coeficientes de correlagdo obtidos para cada
grupo/subgrupo em relagdo as varidveis independentes. Pode-se observar agora a ocorréncia de
elevados valores de correlagdo, indicando a diversidade dos grupos anaerobicos detectados.
Considerando-se o conjunto dos dados apresentados, a variavel de maior influéncia nos valores
obtidos ¢ a distancia ao dreno de gés, seguida da variavel Eh.

Na area D20P2, de menor profundidade e mais distante ao dreno, o género, Methanosarcina
ocorreu com maior abundancia relativa (6,6%). Tratam-se de arqueas estritamente acetotroficas,

onde o pH e o Eh foram 5,4 ¢ +103 mV, respectivamente (Tabela 13). Fetzer e Conrad (1993),


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-positive&xid=17259,15700022,15700124,15700149,15700186,15700190,15700201&usg=ALkJrhgNKVkEiBD0a1PWNgP-fR1RaSwSMg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-positive&xid=17259,15700022,15700124,15700149,15700186,15700190,15700201&usg=ALkJrhgNKVkEiBD0a1PWNgP-fR1RaSwSMg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-positive&xid=17259,15700022,15700124,15700149,15700186,15700190,15700201&usg=ALkJrhgNKVkEiBD0a1PWNgP-fR1RaSwSMg
https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://en.wikipedia.org/wiki/Gram-positive&xid=17259,15700022,15700124,15700149,15700186,15700190,15700201&usg=ALkJrhgNKVkEiBD0a1PWNgP-fR1RaSwSMg
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estudaram em escala laboratorial a relagdo do potencial redox e a geragdo de CH4 com a espécie
Methanosarcina barkeri e obteve um Eh (+ 100 mV) proximo ao obtido na amostra D20P2. Ainda
de acordo os autores, o Eh apresentado nao teve efeito inibidor nas taxas de produgdo de CH..

A Figura 41 apresenta os resultados obtidos das andlises de PCA realizadas com os géneros
microbianos identificados e com as varidveis das areas de estudo, separando-se as amostras
conforme a sua distancia. Conforme se observa na Figura 41, o PCA com distancia Hellinger
evidencia a diferenca entre as amostras com diferentes distancias do dreno de gas DG 266 (R1,R2 e
R3 foram as repeti¢des dos testes realizados). Esse foi o maior padrao nos dados. A diferenga na

composi¢ao relativa da assembleia microbiana entre as distancias foi significativa (p = 0,0001).

Figura 41 - PCA da distancia Hellinger relacionando com diferentes distancias
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Ja na Figura 42, o PCA com distancia Hellinger evidencia a diferenga entre amostras com
profundidades diferentes, esse foi o segundo maior padrao nos dados. A diferenca na composicao
relativa da assembleia microbiana entre as profundidades foi significativa (p = 0.0025). No entanto,
verifica-se que a interacdo entre o efeito da distdncia e profundidade ndo foi significativa (p =
0.0537). Em Wang et. al. (2017) a diversidade e estrutura microbiana também foram influenciadas
pela profundidade do RSU no aterro e outras propriedades fisico-quimicas (condutividade elétrica,

umidade e matéria organica).
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Figura 42 - PCA da distancia Hellinger relacionando com diferentes profundidades
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As Figuras 43 e 44, apresentam os mesmos resultados ja apresentados nas Figuras 41 e 42
com a superposicao das varidveis ambientais de pH e temperatura. Percebe-se que as variaveis pH e
temperatura ndo sdo relacionadas as distdncias. No entanto, estas varidveis sdo relacionadas a
profundidade com valores maiores de ambos para locais mais profundos.

De acordo a andlise de PCA das Figuras 43 e 44, os géneros microbianos Clostridium,
Oxobacter, Desulfosporosinus, Gracilobacter, Methanobacterium e Methanosarcina ndo tinham
associagdes claras com os fatores ambientais temperatura e pH, sendo que esses dois ultimos
géneros estavam associadas aos pontos mais distantes do dreno. Observa-se contudo, que as
archaeas Methanocella, Methanosaeta e Candidatus Methanoregula, apresentam associacdo com
estas varidveis, o0 mesmo acontecendo para as bactérias anaerdbicas dos géneros Treponema e
Anaerolinea e para aerdbica o genero Kaistobacter.

Valores menores de temperatura e pH foram encontrados para a profundidade de 2 metros e se
mostraram associados as archaeas Methanospirillum, Methanosarcina, Methanoculleus,
Methanobrevibacter e Methanofollis e aos géneros de bactérias Ruminococcus, Lutisporae,
Syntrophomonas e a bactéria aerdbica, Pelotomaculum. Os géneros Clostridium, Oxobacter e

Desulfosporosinus ndo apresentaram associagdes claras com os fatores temperatura e pH.
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Figura 43 - PCA e a superposi¢do das variaveis ambientais em diferentes distancias
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Figura 44 - PCA e a superposicao das varidveis ambientais em diferentes profundidades
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4.4.4 Composicao Microbiana relacionada com as Fases/tipo de Decomposicio Anaerdbica

Os géneros de archaeas mais abundantes identificados através da metagendmica foram:
Methanobacterium (3,9 a 11,7%), Methanosarcina (1,5 a 6,6%), Methanofollis (0,1 a 6,6%) e
Methanoculleus (0,5 a 1,3%). Estes géneros atuam na fase de metanogénese do RSU (Tabela 13). O
género Methanosarcina também foi identificado nas pesquisas de Guo et. al. (2015) com
abundancia relativa de 12,8%, sugerindo que a metanogénese acetoclastica ¢ a metanogénese
dominante. Ainda de acordo estes autores, os consorcios de micro-organismos (hidrolisadores,
fermentadores, acetogénios e metanogénicos) possivelmente trabalham em uma reagdo por etapas.

O género Methanobacterium, com abundancias relativas de 3,9 a 11,7% foi o tdxon mais
dominante nas amostras dos RSU do ASMC (Tabela 13). Segundo Madigan et. al. (2014) em se
tratando de arqueas anaerobicas metanogénicas hidrogenotrdficas, as temperaturas Otimas de
crescimento sdo de 37 a 45 °C para espécies mesofilicas e 55 °C ou mais para os termofilicos.
Klocke et. al. (2008), encontraram 0 mesmo género microbiano em um reator anaerdbio, onde
apresentou abundancia relativa de 12% associada a metanogénese hidrogenotrofica.

A relagdo da abundancia relativa total dos géneros microbianos com as fases metabolicas do
processo de digestdo anaerdbica das amostras nas quatro dreas do ASMC (Figura 45) permitiu
inferir acerca do perfil funcional dos micro-organismos, isso foi possivel relacionando os taxons
com suas caracteristicas metabolicas e suas abundancias relativas, conforme as Tabelas 13 e 14.

Conforme apresentado na figura 45, no caso das amostras D2P2, com menor distancia do
dreno e menor profundidade, as abundancias relativas indicam uma predominancia dos organismos
acetogénicos e acidogénicos, evidenciando a predominancia da fase acida, que antecede a fase
metanogénica na decomposicdo do RSU no aterro. Resultados semelhantes sdo obtidos para as
amostras coletadas a profundidade de 4 metros, também a uma distancia de 2 metros do dreno
(D2P4). Esse comportamento ¢ esperado, pois tratam-se de amostras localizadas em &reas que
estavam a sofrer mais fortemente a agdo da sucdo imposta ao dreno de biogis, com maior
possibilidade de ocorréncia de concentracdes de oxigénio nao nulas advindas da superficie. Este
padrao esta também de acordo com as analises de PCA realizadas anteriormente e com os resultados
apresentados na Tabela 10, relativos as técnicas de cultivo, onde se observou que os pontos situados
proximos ao dreno (D2P2 e D2P4) apresentaram maiores valores de UFC/mL de bactérias aerobicas
(5,6x10* e 8x10* UFC/mL), que os pontos D20P2 e D20P4 (4,3x10" e 3,6x10* UFC/mL).

Pode-se dizer também que as condi¢des ambientais nestes pontos favorecem a agdo das
bactérias hidroliticas como Clostridium e Bacillus, que realizam a decomposi¢cdo dos compostos

com estrutura mais complexas como carboidratos e proteinas. Li et. al. (2018) relata que o género
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Clostridium ¢ abundante na digestao anaerdbica dos residuos da biomassa e desempenha um papel
importante para a hidrdlise celulosica.

Figura 45 - Abundancias dos géneros relacionados as diferentes etapas de biodecomposicéo
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Para o caso dos pontos D20P2 e D20P4, situados a 20 metros do dreno, os organismos
predominantes sdo caracteristicos da fase Metanogénica. Pode-se inferir que, com condicdes de
anaerobiose mais favoraveis, o processo de decomposicdo dos RSU por via anaerdbica foi mais
acelerado em regides mais distantes do dreno.

A fase da metanogénese ¢ caracterizada pela producdo de metano pelas arqueas, com
abundancia relativa de 11,8%, 8,0%, 25,6% e 20,0% respectivamente nas areas D2P2, D2P4,
D20P2 e D20P4. As menores abundancias relativas ocorreram nas areas de menor distancia do
dreno de biogés pelas razdes ja apresentadas no texto. Klocke et. al. (2008) caracterizaram a
comunidade microbiana metanogénica em um reator anaerobico e verificou a presenca dos géneros
Methanoculleus e Methanosarcina que também ocorreram nas amostras do ASMC.

Wang et. al. (2019) estudou a influéncia da temperatura na eficiéncia de produ¢do de biogas e
a estrutura da comunidade microbiana em um reator de digestdo anaerdbica com residuos organicos.
As bactérias dominantes em nivel de género foram semelhantes nas temperaturas de 32,5, 30 e 35
°C, onde Acinetobacter, Acetitomaculum e Bacillus foram os géneros dominantes, sendo os
principais micro-organismos funcionais para a decomposi¢do e metabolismo de compostos
organicos na fase acidogénica. Nas amostras analisadas do ASMC também ocorreu o género

bacteriano anaerobico facultativo Bacillus nas faixas de temperaturas proximas as dos autores (32,3

a 37,6 °C) atuando na acidogénese e degradando os RSU ja aterrados.



99

De acordo, a Figura 45, os resultados da diversidade microbiana relacionada com as fases de
digestdo anaerdbica nos pontos analisados, quando comparados, mostraram-se bem diferentes,
sendo que a unica fase com resultados proximos em todos os locais foi a hidrélise. As amostras
coletadas em D20P4 apresentaram uma maior abundancia relativa para os micro-organismos da fase
de produgdo de metano, comportamento esperado em fungdo de sua maior distdncia do dreno de
biogas e maior profundidade. Guo et. al. (2015), nos seus estudos com lodo de digestdo anaerdbica,
indicaram que os 5 géneros metanogénicos mais dominantes foram Methaenosaeta (26,2% de todos
os metanogenos), Metanospirillum (13,1%), Metanossarcina (12,8%), Metanoculleus (11,1%) e
Metanorregula (7,6%). Nas areas D2P2 e D20P4 do RSU da ASMC também ocorreu o género
Metanossarcina, porém com valores inferiores de abundancia relativa (1,6 e 3,9%).

Langer et. al. (2019), trabalhando com digestores anaerdbios, indicaram que a comunidade era
dominada por membros do filo Euryarchaeota, sendo que o género Methanosarcina (acetoclastico)
foi predominante, com 42 a 90% da abundincia relativa, embora propor¢des significativas de
membros dos géneros hidrogenotroficos tenham também sido encontrados: Methanoculleus com
11% e Methanobacterium com 7%. A abundancia relativa desse ultimo género foi menor do que na
area D20P4 do ASMC onde apresentou 11,7%, o que € de se esperar visto que se trata de uma area
de disposicdo de RSU mais profunda (4 metros) com ambiente predominantemente anoxico,

favorecendo, assim, a fase metanogénica da digestdo anaerobica (Figura 45).

4.5 MEDICOES DO ENSAIO DE PLACA ESTATICA NO MACICO DE RSU

Os ensaios de placa realizados a 2 metros (EP-03) e a 20 metros (EP-02) do dreno DG 266
apresentaram resultados semelhantes, com valores de emissdes fugitivas de metano similares (quase
nulos) no periodo seco. No periodo chuvoso, contudo, obteve-se para o ensaio EP-02 (préximo aos
pontos de amostragem D20P2 e D20P4), uma emissao fugitiva de metano, JCH,4, de JCH, = 54,3 g/
m?*-dia, enquanto que para o ponto EP-03 (proximo aos pontos de amostragem D2P2 e D2P4) foi
obtido um valor de JCH, = 15,4 g/m*-dia. A Figura 46, obtida por Damasceno (2018), ilustra a
distribui¢do de emissdes fugitivas de CH, para o periodo chuvoso na éarea de estudo. Conforme se
pode observar, nas proximidades do dreno DG 266, os valores de emissdes fugitiva obtidos sdo
sempre pequenos, o que implica que nestas regides hd uma tendéncia a entrada de gases
atmosféricos para o interior do macico ¢ ndo a saida do biogds gerado pelos processos de
biodecomposi¢do do RSU. O comportamento das emissdes fugitivas obtido por Damasceno (2018)
corrobora com as discussOes apresentadas neste trabalho anteriormente no tocante a diversidade

microbiana e sua variagao espacial (influéncia da variavel de distdncia ao dreno).
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4.6 POTENCIAL DE GERACAO DE METANO (BMP) EM RN e RA

A Tabela 16 apresenta os valores de L, obtidos dos ensaios realizados em 3 unidades
diferentes, m* CHs/Mg-RSU, m’ CH4#/Mg-RSU seco ¢ m’ CHy/Mg-STV. O uso de unidades
diferentes ¢ justificado pelo fato de que ndo existe ainda um padrao na apresentacdo dos resultados
obtidos dos ensaios de BMP. E também apresentado a taxa de decaimento bioldgico, k, obtida no
ensaio. Contudo, valores bem diferentes de k sdo obtidos em funcdo do tamanho da amostra, de

forma que estes valores nao sdo indicativos da cinética do processo de decomposi¢dao em campo.

Tabela 16 - Resultados da geragdo e da composi¢do do biogas, L, ¢ dos valores ajustados de k para as
amostras de RN e RA ensaiadas nos testes de BMP

RSU Biogas Comp. Biogas Lo Lo Lo k
(%)
(m¥Mg-RSU) CO; CH; (m’CHy/Mg-RSU) (m’CHy/Mg-RSUseco) (m’CH4/Mg - ano™!
STV)
RN 10/17 113,04 41 59 67,09 155,79 269,71 29,20
130,08 41 59 77,39 179,71 311,13 32,85
121,91 39 61 74,35 172,64 298,89 31,02
RA D2P2 20,69 35 65 13,41 16,06 70,29 14,60
43,03 36 64 36,20 20,18 88,32 20,08
34,11 36 64 21,95 16,37 71,65 18,25
RA D2P4 74,82 45 55 41,10 18,88 96,44 14,60
71,29 44 56 39,65 30,59 156,22 18,25
78,08 45 55 53,68 33,05 168,59 21,90
RAD20P2 64,93 45 55 36,03 37,74 144,23 14,60
64,70 44 56 36,33 37,45 143,10 14,60
67,37 43 57 38,37 39,55 151,12 18,25
RAD20P4 26,82 44 56 14,96 16,11 115,80 14,60
4426 43 57 25,25 19,43 139,65 18,25
35,54 42 58 20,11 17,77 127,72 16,42

Pode-se observar um rapido decréscimo nos valores de L, obtidos (valores muito maiores sdo
obtidos para as amostras de residuo novo, RN, que para as amostras RA). Os RN apresentaram um
valor médio de Lo, para massa seca (169,4 m* CHs/Mg-RSU seco), o qual é superior ao encontrado
por Vigneron et al. (2005), que foi de L, 126 m* CHs/Mg-RSU seco na Italia. Caldas (2011), em
ensaios realizados com RN do ASMC, encontrou um resultado médio de 154,9 m* CHs/Mg-RSU
seco, também proximo ao valor obtido neste trabalho. Alves (2008), avaliou amostras de materiais
organicos € obteve valor médio de 170,8 m’ CHs/Mg-RSU seco, esses superiores a média
encontrada nesta pesquisa. Vale ressaltar que, no trabalho de Alves (2008), no valor apresentado

estd incluso o potencial do biogés gerado pelo seu lixiviado (lodo de ETE).



102

De acordo a Tabela 16, os resultados de L, das amostras RA D2P2 ¢ RA D20P4 (17,5 ¢ 17,8
m’ CH4 /Mg-RSU seco, respectivamente) se aproxima dos obtidos por Caldas (2011), analisando
residuos de 2 anos de aterramento, também no ASMC (valores entre 17,7 ¢ 20,2 m® CH, /Mg-RSU
seco). Alves (2008) encontrou valores de 13,6 m’ CHy/Mg-RSU seco para RSU com 7 anos de
aterramento. Maciel (2009), encontrou para residuos organicos com 7 anos de aterramento o valor
de L, 6,3 m’ CHs/Mg-RSU seco. Os valores de L, das amostras obtidas ndo apresentaram uma
tendéncia de variagdo clara com a profundidade ou com a distdncia ao dreno, mas, quando
comparado com as Tabelas 7 e 8, verifica-se um alinhamento com os valores de MO, STV e Lignina
dos RN e RA, pois apds 1 ano de aterramento ocorreu uma alta decomposicao com queda acelerada
nos valores e com pouca geragao de biogas, indicando processos oxidativos que ndo gera metano.

Para melhor analise, os valores de L, foram relacionados em fungdo do tempo estimado desde
a deposi¢io e foi obtido o k de campo de 0,43 ano™, as indicagdes do IPCC (2006) sinaliza para
regides de clima tropical imido, os valores entre 0,15 a 0,20 ano™'. O resultado de k foi bem elevado
e pode esta relacionado com a alta velocidade de decomposi¢ao nos RA através da ocorréncia de
processos aerdbicos. Caldas (2017) na sua pesquisa com RSU no ASMC também encontrou valor
elevado de K (0,48 ano™), onde de acordo o autor trata-se de um resultado fora da faixa esperada
para aterros sanitarios em regioes tropicais umidas e sdo incoerentes para processos anaerobicos.

Nas Figuras 47 e 48 (Figuras 48a a 48d), sdo apresentadas as curvas de geracdo acumulada de
biogds para os ensaios de BMP realizados nas amostras de RN e RA, respectivamente.
Considerando os resultados apresentados nas Figuras 47 e 48, ¢ notério o decréscimo nos valores
remanescentes de Ly em um tempo de no maximo 2 anos desde a deposicdo do RSU, onde o
processo de biodegradacdo dos RSU se mostra intenso no inicio com os RN e depois vai
diminuindo nos RA com o passar do tempo. Estes resultados, contudo, contrastam com o fato de
que, para as amostras coletadas mais proxima ao dreno de gas (D2P2 e D2P4), houve uma
predominancia dos organismos acetogénicos ¢ acidogénicos, evidenciando a predominancia da fase
acida, que antecede a fase metanogénica, onde ¢ importante destacar que a velocidade de
biodecomposi¢ao da fragdo organica dos RSU ¢ vagarosa em condi¢des de pH baixo. Em outras
palavras, considerando-se apenas a via anaerobica, ¢ dificil explicar como ocorreu tdo grande
deplecao nos valores de Lo, j4 que o ambiente metanogénico ainda ndo estava consolidado nestas
posicdes. Tampouco a deplecdo obtida nos valores de L, ¢ compativel com a produgdo de metano
captada em campo, mesmo levando-se em conta os valores de emissdo de CH4 obtidos neste
trabalho e, de forma mais detalhada e para toda a area de estudo, por Damasceno (2018). Desta
forma, este trabalho traz fortes evidéncias de que as caracteristicas da camada de cobertura

provisoria empregada, tanto propicia a ocorréncia de valores nao despreziveis de emissdo fugitiva,
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como, nas regides proximas aos drenos, propicia a ocorréncia, ainda que de forma associada com a

metanogénese, de processos de decomposicdo aerdbica do RSU, os quais sdo mais rapidos na

biodecomposi¢ao e ndo sdo capazes de gerar CHse sim H,O e CO..

LO (m3 CH4/Mg - RSU)

Figura 47 - Comportamento da geracdo de CH4 durante os ensaios de BMP para RN
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Figura 48 - Comportamento da geragcdo de CH,4 durante os ensaios de BMP para RA
nas areas. a) D2P2; b) D2P4; ¢) D20P2 e d) D20P4

= == (| (experimental) - D2P2

1001
= &= g (ajustado) - D2P2
804
3
@ 607
o
2
i
2 g
4 —
E 204 - - A 't-_ ~— -—‘
S s FI=0T
=t =1
0 g -
Se— T T T T T
20 40 60 80 100
20+
Tempo (dias)
a)
1001 == @ = ( (experimental) - D20P2
= ¢ == (* (3justado) - D20P2
804
604
404 &= = —Q
-3 "
| P d
,‘-5 — - s
20 o= ¥
o
&=
096 T T T T T
20 40 60 80 100
-20+

Tempo (dias)

¢)

LO (m3 CH4/Mg - RSU)

= &= ( (experimental) - D2P4

104

1004
— ¢ = (" (ajustaclo) - D2P4
804
2
¢ 607
o
b
s =0 A
2 -
2 M o
S 204 o ‘,J
8 ~ .-
®
0gdh . r r r .
20 40 60 80 100
=20+
Tempo (dias)
b)
100 = & == (| (experimental) - D20P4
m— ¢ = (* (3justado) — D20P4
804
604
40
¢—t =3 i = =0
20 R % ===
-
4
e
ﬂ*yA T T T T T
0 20 40 60 80 100
Tempo (dias)



105

5 CONCLUSAO

Na construgao desse trabalho buscou avaliar os parametros fisicos, quimicos e bioldgicos que
interferem no processo de digestdo anaerdbica dos RSU e na geracdo de biogas no ASMC.

Os resultados de MO, STV e Lignina dos RN s3o compativeis com a literatura. Porém, apos
1 ano de aterramento ocorreu uma alta decomposi¢cdo com queda acentuada nos valores dos RA ¢
com pouca geracao de biogas, indicando permanéncia da fase aerdbica que nao gera metano.

De acordo os resultados do ensaio de placa de fluxo, o fluxo de CH4 emitido para a atmosfera
diminui a medida que se aproxima do dreno e aumenta a medida que se distancia. O comportamento
das emissdes corrobora com os resultados deste trabalho no tocante a diversidade microbiana e sua
variacao espacial (influéncia da distancia).

Nos ensaios de BMP, verificou-se resultados representativos e condizentes com outros valores
encontrados na literatura. Os valores de Ly das amostras obtidas ndo apresentaram uma tendéncia de
variacao clara com a profundidade ou com a distancia ao dreno. O resultado de k foi bem elevado
(0,43 ano™) e pode esta relacionado com a alta velocidade de decomposi¢do nos RA através da
ocorréncia de processos aerobicos no ASMC.

Os resultados obtidos neste trabalho traz fortes evidéncias de que as caracteristicas da camada
de cobertura proviséria empregada, tanto propicia a ocorréncia de valores ndo despreziveis de
emissao fugitiva, como, nas regides proximas aos drenos, propicia a ocorréncia, ainda que de forma
associada com a metanogénese, de processos de decomposicdo aerdbica do RSU, os quais ndo sdo
capazes de gerar CH4e consequentemente interfere no processo de digestao anaerobica.

Os resultados microbioldgicos quantitativos apresentaram um crescimento aerdbico
significativo indicando que a alta suc¢do aplicada ao dreno provavelmente auxilia na entrada de ar
atmosférico no macico. Em relacdo aos anaerobicos a faixa foi menor e ndo se consegue estabelecer
uma correlagdo clara entre os valores obtidos e a posicdo de amostragem, demonstrando que a
técnica tradicional dependente de cultivo ndo respondeu ao objetivo do trabalho devido
interferéncia no processo de amostragem dos anaerobicos, 0 que nao ocorreu com a metagendmica.

Logo, os resultados da metagendmica demonstrou que o sequenciamento de alto rendimento
do rDNA 16S pode fornecer uma visdo abrangente da estrutura e diversidade das comunidades
procaridticas e do padrao de distribui¢do de grupos no ambiente de decomposi¢do de RSU no
ASMC, onde Firmicutes e Euryarchaeota sdo os filos mais abundantes.

A maioria dos géneros que foram encontrados sd@o anaerobicos com abundancia relativa total
variou de 37,1 a 50,6% nos quatro pontos analisados proximo ao dreno de gas DG 266, porém, em

contrapartida, se compararmos com a composicdo de aerdbicos e anaerdbicos facultativos, os
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mesmos foram menores variando de 6,2 a 7,7% e 2,1 a 3,7%. Os géneros de micro-organismos mais
abundantes  encontrados  foram, Methanobacterium,  Methanosarcina, — Methanofollis,
Desulfosporosinus, Anaerolinea ¢ Clostridium, todos anaerobicos.

Apesar de uma predomindncia dos géneros anaerdbicos, o uso de PCA com distincia
Hellinger evidenciou a diferenca entre amostras com distancias/profundidades diferentes, sendo a
distancia a varidvel de maior importancia no estudo. No entanto, a interacdo entre o efeito da
distancia e profundidade ndo foi significativa.

As variaveis pH e temperatura nao sdo relacionadas as distancias. No entanto, estas variaveis
sao relacionadas a profundidade com valores maiores de ambos para locais mais profundos.

A varidvel que mais apresentou coeficiente de correlagdo elevado foi a distancia, seguida de
eH e profundidade. As andlises de correlagao e de PCA mostrou que a diversidade microbiana no
aterro foram afetadas pela distancia e profundidade ocorreu uma significativa relagdo com as
variaveis independentes.

Os resultados das abundancias relativas indicam uma prevaléncia dos organismos
acetogénicos e acidogénicos, evidenciando a predominancia da fase acida. Este comportamento ¢é
esperado, pois tratam-se de amostras proximas ao dreno de biogéas de alta succdo com favoravel
entrada de oxigénio atmosférico para o interior das células. Este padrdo estd também de acordo com
as andlises de PCA e andlises microbioldgicas quantitativas para os micro-organismos aerobicos.

Portanto, os resultados obtidos corroboram a hipotese de entrada de oxigénio para o interior
do macico de RA do ASMC pela camada de cobertura e consequentemente pode altera o ambiente
de decomposicao e assim haver queda na produgao do biogas.

Os resultados obtidos na pesquisa sdo valiosos e nos permitiu conhecer a ecologia microbiana
dos RSU assim como podem auxiliar na tomada de medidas de gestdo do aterro sanitario a fim de
manter condi¢des propicias de anaerobiose para a producdo de CH., evitando interferéncias na
composi¢ao e estrutura das comunidades microbianas responsaveis pela digestdao anaerdbica e os
abatimentos na producdo do CHs. Dentre as agdes passiveis de serem tomadas em campo se pode
citar a melhoria nas caracteristicas da camada de cobertura dos RSU, com o uso de mantas
impermeaveis se necessario, a fim de evitar a entrada de ar atmosférico no interior do macigo de
RSU através das trincas e fissuras que sdo formadas pelos recalques diferenciais e pelos ciclos de
secagem/umedecimento. Além disso, a adog¢do de melhoria nas camadas de cobertura propiciaria
uma diminui¢do das emissdes fugitivas de metano para atmosfera; Sugere-se ainda como medida
aplicavel em campo o controle e diminuicdo das pressoes de suc¢do dos drenos de biogas de forma
a minorar a possibilidade de entrada do oxigénio para o interior das células que altera o ambiente de

decomposicdo, favorecendo a via aerdbica de degradacdo, que ndo ¢ de interesse do aterro.
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6 SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

Para estudos futuros e complementares seria interessante a realizagdo de pesquisas de fungos
através da andlise da metagendmica nos RSU ja aterrados, pois em geral os trabalhos de analise
biologica em RSU nos aterros sanitdrios s6 contemplam as comunidades de bactérias e
archaeas, onde os fungos nao sdo incluidos, pois estes representam um grupo importante na
degradagdo da lignina um polimero complexo de dificil degradacdo e de presenga consideravel nos
RSU do aterro. Os fungos tém papel importante no processo de degradacdo inicial da matéria
organica, pois logo apos a disposi¢ao dos residuos, predomina uma condigao aerdbica pela presenca
do oxigénio nos espagos vazios dos residuos, o que permite a decomposi¢do e agdo dos micro-
organismos aerdbicos como os fungos, onde sdo produzidos didxido de carbono, agua, calor e
outros subprodutos como biomassa e moléculas complexas e disponibilizando para uma série de
etapas metabolicas sequenciais da digestdo anaerobia (hidrdlise, acidogénese, acetogénese ¢
metanogénese) realizadas por bactérias que por sua vez disponibilizam outros produtos gerados para
as archaeas metanogénicas e por fim completam o ciclo da digestdo anaerobica, onde obtera
como produtos finais desse processo, o diéxido de carbono, a amdnia e o metano, sendo este tltimo
utilizado como fonte alternativa de geragao de energia.

Como continuidade das pesquisas sugerimos caracterizar através da metagenOmica, a
diversidade bioldgica, a composicdo e a estrutura das comunidades microbianas dos RSU do ASMC
em diferentes idades de aterramento (1, 2 e 3 anos), pois representam diferentes periodos de
adaptacdo ambiental e maior atividade dos micro-organismos na decomposi¢ao dos RSU e assim
permitiria correlacionar com as fases de digestdo anaerobica (hidrolise, acidogénese, acetogénese e
metanogénese).

Seria interessante realizar uma simulacdo das quatro fases da digestdo anaerdbica em escala
laboratorial (usando biorreatores) e a analise dos micro-organismos via metagenOmica e
relacionando com o que ocorre com o aterro sanitdrio. Em segundo momento seria oportuno
aprimorar a forma de coleta dos RSU j4 aterrados em campo, visto a dificuldade atual em acessar as
camadas do macico que envolve profundidade para assim realizar a andlise metagenomica do

material e usar como uma ferramenta de biomonitoramento e apoio para a operacao do aterro.
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