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RESUMO

As fontes de energias fosseis mais utilizadas sempre foram a partir de recursos néo
renovaveis. Atualmente, o uso de combustiveis produzidos a partir de fontes
renovaveis tem aumentado o que favorece a reducao do impacto ambiental. O Brasil
produziu aproximadamente 625,9 milhdes de toneladas de cana-de-agucar pelo
setor sucroalcooleiro na safra 2018/2019 e gerou uma elevada producao de residuos
agroindustriais. A utilizacao de residuos, como o bagaco de cana-de-ac¢Ucar, para a
obtencdo de energia torna-se uma atrativa aplicacdo que agrega valor a esses
residuos. Um combustivel que pode ser obtido a partir do bagaco de cana é o
biogas, constituido principalmente por metano. Para a obtencdo do biogas é
necessario que ocorra o processo biolégico anaerébio em que uma complexa rede
de diferentes microrganismos, individuos dos dominios Bactéria e Archaea, atuem
conjuntamente com suas diferentes habilidades metabdlicas a fim de converter os
acucares presentes no material lignocelulésico a metano. Considerando que a
conversdo depende de um consorcio microbiano eficiente e bem adaptado ao
substrato, faz-se necessario avaliar diferentes tipos de inéculos como fonte de
microrganismos. Neste trabalho foram realizados ensaios de digestdo anaerébia de
bagaco de cana para producdo de metano com trés diferentes indculos: lodo de
reator anaerobio tipo UASB; lodo de UASB acrescido rumen e; lodo de UASB
acrescido de estrume bovino. Os experimentos foram realizados durante 100 dias e
durante esse periodo foi medido a quantidade de gas metano produzido. A
microbiota dos inoculos, bem como, ao fim dos ensaios foram submetidas ao
sequenciamento NGS. Ao nivel de Familia, o in6culo UASB acrescido ou nao de
estrume bovino promoveram um enriquecimento microbiano das familias
Thermotogae e Bacteroidetes. A adicdo de estrume ao lodo UASB promoveu uma
rapida producdo de metano, o que pode ter sido ocasionada pela presenca inicial de
microrganismos hidroliticos e adaptados a materiais lignocelulésicos, provavelmente
do filo Proteobateria. O reator inoculado com UASB e estrume bovino foi 0 mais
efetivo para a biometanizacdo em maiores taxas e menos tempo, principalmente por
nao ter apresentado uma fase lag. Logo, conhecer a comunidade microbiana a nivel
de espécie se faz necessario para melhor entendimento das rotas metabdlicas

envolvidas no processo de producédo de metano.

Palavras-chave: Metano, lignina, celulose, digestdo anaerdbia, biomassa vegetal.



ABSTRACT

The most widely used sources of fossil energy have always been from non-
renewable resources. Currently, the use of fuels produced from renewable sources
has increased which favors the reduction of environmental impact. Brazil produced
approximately 625.9 million tons of sugarcane by the sugar and alcohol sector in the
2018/2019 crop and generated a high production of agro-industrial waste. The use of
waste, such as sugarcane bagasse, to obtain energy becomes an attractive
application that adds value to this waste. One fuel that can be obtained from
sugarcane bagasse is biogas, consisting mainly of methane. In order to obtain
biogas, an anaerobic biological process must occur in which a complex network of
different microorganisms, individuals from the Bacteria and Archaea domains, act
together with their different metabolic abilities in order to convert the sugars present
in the lignocellulosic material to methane. Considering that the conversion depends
on an efficient and well adapted substrate microbial consortium, it is necessary to
evaluate different types of inoculum as a source of microorganisms. In this work
anaerobic digestion of sugarcane bagasse for methane production with three
different inocula were performed: UASB anaerobic reactor sludge; UASB sludge plus
rumen; UASB sludge plus cattle manure. The experiments were performed for 100
days and during this period the amount of methane gas produced was measured.
The inoculum microbiota as well as, at the end of the tests were submitted to NGS
sequencing. At the Family level, the UASB inoculum with or without cattle manure
promoted a microbial enrichment of the Thermotogae and Bacteroidetes families.
The addition of manure to the UASB sludge promoted a rapid methane production,
which may have been caused by the initial presence of hydrolytic microorganisms
adapted to lignocellulosic materials, probably from the phylum Proteobateria. The
reactor inoculated with UASB and cattle manure was the most effective for
biomethanization at higher rates and less time, mainly because it did not have a lag
phase. Therefore, knowing the microbial community at the species level is necessary
to better understand the metabolic pathways involved in the methane production

process.

Keywords: Methane, lignin, cellulose, anaerobic digestion, vegetable biomass.
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1 INTRODUCAO

As fontes de energias fosseis mais utilizadas sempre foram o petréleo, o gas
natural e o carvao mineral que sdo provenientes de recursos ndo renovaveis.
Atualmente, os combustiveis produzidos a partir de fontes renovaveis tém ganhado
espaco no mercado (PAIXAO, 2009). Uma das vantagens dos combustiveis
renovaveis é reduzir o impacto ambiental, além de serem capazes de suportar a
demanda decorrente do crescimento econémico (CORTEZ; MAGALHAES;
BRAUNBECK, 2010).

Uma forma de geracdo de energia renovavel que despontou no Brasil em 1975
foi a producéo de etanol de primeira geracéo (1G) a partir de incentivos do Governo
Federal com a criacdo do programa Proalcool (HOFSETZ; SILVA, 2012; CORTEZ;
MAGALHAES; BRAUNBECK, 2010). Este biocombustivel é produzido em larga
escala no Brasil, a partir da sacarose extraida da cana-de-agucar. Em outros paises,
0 bioetanol é gerado pela fermentacdo de acucares extraidos de outros tipos de

biomassas, como o milho e a beterraba.

O Brasil produziu aproximadamente 625,9 milhdes de toneladas de cana-de-
acucar no setor sucroalcooleiro na safra 2018/2019 segundo a Companhia Nacional
de Abastecimento — CONAB (2019). Deste total de cana-de-agucar produzida,
31,35 milhdes de toneladas foi destinada a producdo de acucar e outra parte a
producéo de etanol, gerando 33,58 bilhdes de litros (CONAB, 2019).

Entretanto, a elevada producédo de bioetanol e aclUcar gera também um grande
volume de bagaco e palha de cana, que segundo Rocha e colaboradores (2015),
correspondem a aproximadamente 35% do volume total de cana-de-acucar
produzido. Esse residuo gerado possui baixa densidade o que gera um grande
volume e pouco valor agregado, por isso, muitas vezes o destino final é a queima
para geracdo de vapor e eletricidade dentro das usinas sucroalcooleiras (HOFSETZ;
SILVA, 2012). Porém, essa destinacdo para residuos lignocelulésicos € considerada

como perda do potencial energético.

A utilizacdo de residuos lignocelulésicos, por exemplo, o bagaco de cana, como
matéria prima para a producédo de biocombustiveis e bioprodutos de valor agregado

é uma alternativa ambientalmente satisfatéria (BAETA et al., 2016), principalmente,



por ser uma matéria prima barata e abundante que sdo caracteristicas relevantes

para a producao de combustiveis renovaveis.

As biomassas lignocelul@sicas sao ricas em carboidratos presentes na forma de
celuloses e hemiceluloses. O material lignocelulésico €é composto,
aproximadamente, de 50% de celulose, 25% de hemicelulose e 25% de lignina
(PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000). O composto mais abundante € a celulose
composta principalmente por moléculas de glicose, estas longas cadeias de
polissacarideos cristalinas apresentam suas cadeias ligadas por pontes de
hidrogénio que formam microfibrilas, estruturas insoliveis (OGEDA; PETRI, 2010;
SOUZA-CORREIA et al., 2013). A hemicelulose é um polimero formado por diversos
acucares: glicose, galactose, manose, xilose e arabinose, enquanto a lignina é
formada por compostos fendlicos (OGEDA; PETRI, 2010; SOUZA-CORREIA et al.,
2013).

Os residuos lignocelulésicos para serem convertidos, precisam receber um preé-
tratamento, que pode ser biologico, fisico ou quimico, desta forma ocorrera a
separacdo da lignina, hemicelulose e celulose, favorecendo a acdo das enzimas
sobre o substrato e os agucares livres (SOUZA-CORREIA et al., 2013). A hidrolise
disponibiliza compostos de cadeia curta e polimeros solluveis, desta forma a celulose
€ convertida em glicose; a hemicelulose em pentoses, como xilose e arabinose, ou
hexoses, como glicose (LAMONICA, 2004).

1.1 DIGESTAO ANAEROBIA EM FASE SOLIDA (SS-AD)

Entre as possiveis configuracfes de digestdo anaerdbia (AD) com finalidade a
obtencao de biogas por meio de altas cargas de bagaco de cana-de-acucar, ressalta
a digestao anaerdbia em fase solida (SS-AD), conhecida como fermentacédo seca,

fermentacdo em estado sélido ou ainda por digestdo seca (LIMA, 2018).

Seu principal aspecto que coloca em destaque a utilizagcdo dessa técnica €&
devido a bioconversdo de cargas elevadas de substratos sdlidos organicos em
biogas (de 60 a 70% de metano) e a obtencdo de um substrato enriquecido com
nitrogénio (LI; PARK; ZHU, 2011). Devido aos interessantes produtos gerados nessa
etapa, a SS-AD ganha destaque pelo baixo custo em escala laboratorial e

experimental.



Quando comparado a outros métodos, como por exemplo, a digestdo anaerobia
em fase liquida (SL-AD), a SS-AD apresenta vantagens, principalmente quando se
pensa em aplicd-la em grandes escalas, para 0 mesmo carregamento de sélidos
necessita de um menor volume do reator, baixo consumo de energia para opera-lo e
facilidade no manuseio do produto final (LI; PARK; ZHU, 2011; BROWN; SHI; LI,
2012). Ademais, a SS-AD garante altas velocidades de producdo e degradacao de
biogas e baixa geracao de liquidos no processo. Diante dessas caracteristicas, sua
producdo varia de 2 a 7 vezes mais que a convencional digestdo anaerdbia em fase
liquida (BROWN; SHI; LI, 2012; LIMA, 2018).

Ainda que as vantagens apresentadas sdo de fato interessantes, muitos dos
processos utilizados precisam ser aprimorados para eventual comercializacdo da
técnica. Contudo, o tempo de retencao devido ao transporte de massa é mais lento
guando comparado com o SL-AD (LI; PARK; ZHU, 2011).

O principal aspecto que coloca o SS-AD com aplicacdo na biodegradacédo de
residuos lignocelulosicos € o uso direto do bagaco de cana-de-aglcar para geracao
de biogas. Em escala industrial, o reator pode ser alimentado com bagaco de cana
residual advindo direto da producao de etanol (1G) e agUcar e, ainda, passar por

etapas de pré-tratamento ou vir da producao de etanol (2G) (LIMA, 2018).

1.2 DIGESTAO ANAEROBIA DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Conforme demonstrado na Figura 1, o processo de digestdo anaerébia é dividido
em quatro etapas, sendo elas: I. hidrélise, Il. acidogénese, lll. acetogénese e V.
metanogénese. Estas etapas sdo realizadas por classes de microrganismos
diferentes conforme cada etapa. De mesma forma, os mecanismos de inibicdo e

inducao séo especificos para cada consorcio microbiano (AKSHAYA et al., 2016).

A hidrélise é fundamental para a reducdo do tamanho das particulas e sua
solubilizacdo, sendo a primeira etapa da degradacdo anaerdbica da matéria
organica. O objetivo do processo de hidrolise € a quebra das longas cadeias
organicas, reduzindo seu tamanho com a produ¢do de monémeros solluveis. Durante
a hidrélise, polissacarideos e xilo-oligbmeros, por exemplo, sédo reduzidos a
acucares, aminodacidos, acidos graxos e alcoois. Este processo € resultado da

atuacao de enzimas como celulases, lipases e amilases, que sao produzidas por



bactérias do consorcio anaerébio (GERARDI, 2006). A hidrdlise € considerada por
Van Haandel e Lettinga (1994) como um fator limitante na degradac¢do anaerébica
da matéria organica, por permitir que o material hidrolisado tenha o processo de
difuséo para interior dos microrganismos facilitado (GERARDI, 2003).

Durante a acidogénese, que é a segunda etapa da digestdo anaerdbia, o material
hidrolisado e soluvel é convertido em acidos graxos volateis de cadeia curta (AGV).
Esta acdo é realizada por bactérias fermentativas acidogénicas e tem como
principais produtos acidos (férmico, acético, propionico, butirico, valérico, isovalérico,
latico e succinico) e gases (hidrogénio - H> e diéxido de carbono - CO,). J& na
acetogénese, as bactérias acetogénicas atuam sobre os AGVs durante o seu
processo fermentativo e como produtos, temos: acetato, hidrogénio e didxido de
carbono (GERARDI, 2003).

A Ultima etapa € a metanogénese, durante esta fase arquéias metanogénicas
irdo converter os produtos da fase anterior (acetogénese) a metano. A converséao de
acetato, hidrogénio e didxido de carbono a metano é denominado biometanizacéo, e
pode ser realizado por arquéias metanogénicas acetoclasticas que utilizam o acetato
como substrato, por arquéias hidrogenotréficas que utilizam H, e CO2 como
substratos ou ainda por arquéias metilotréficas que utilizam o metanol como
substrato (GERARDI, 2003).

Em funcéo desta atividade consorciada de converséo, a origem do inéculo é de
extrema importancia, pois € necessaria a presenca de microrganismos adaptados ao
substrato, principalmente no que se refere ao acesso inicial (hidrélise da celulose e

hemicelulose) e presenca de contaminantes toxicos (ex. lignina).



Figura 1: Etapas da digestao anaerébia

Hidrélise Acetogénese
H,, CO.,
> NH;, H,S
MATERIA MOLECULA PRODUTOS DE
ORGANICA > ORGANICA >| FERMENTACAO
COMPLEXA SOLUVEL REDUZIDA
| CH,
Carboidratos - >  Aglcares Alcoois CO,
|
Proteinas - > Aminoacidos Acidos graxos
volateis
Lipidios oo > Glicerol |
> Acetato
- Acidos
© Graxos
Bactérias Bactérias
Hidroliticas Sintroficas

Fonte: Adaptado de CABEZAS et al., 2015.



1.3 INOCULO

Para que a digestdo anaerObia seja eficiente é necessario a presenca de um
consorcio microbiano sintréfico, de modo que a degradacdo do substrato ocorra.
Ainda que, o esperado seja 0 emprego de um indculo advindo de um sistema
semelhante a finalidade do trabalho (AMARAL et al., 2008), € essencial o estudo de

novos indculos distintos que se adequem melhor ao substrato em uso.

Compreender a origem do in6culo é importante, pois é necessario conhecer a
dindmica de adaptabilidade do mesmo a diferentes substratos. Além disso, entender
a composi¢cao microbiana desse meio também é um elo forte a fim de melhorar a
eficiéncia no tratamento em que esse for empregado. Fontes conhecidas como lodo
proveniente de estacbes de tratamento de esgotos, de tratamento de efluentes
industriais e de origem animal como rumen, estrume bovino, suino e de frango sao
promissores, visto que sdo abundantes em microrganismos anaerébios e
gualificados para agilizar o tempo de biodegradacdo da matéria organica, portanto
reduzindo a fase inicial de aclimatacdo — lag (GRIFFIN et al., 1998; FORSTER-
CARNEIRO et al., 2004; SOUTO, 2005; FERNANDEZ-GUELFO, 2008; BARCELOS,
2009; KHALID et al., 2011; ELBESHBISHY; NAKHLA; HAFEZ, 2012).

Assim, utilizar inoculos oriundos de rumen e ou estrume bovino garante
vantagens quando comparado a outros, dado que, estes estdo adaptados a
elevadas concentracdes de lignina, celulose e hemicelulose, elementos presentes na
dieta desses animais (HU; YU, 2005; YUE; LI; YU, 2013; AZEVEDO et al., 2015;
YANG et al.,, 2015). Portanto, um inoculo constituido por uma variedade de
microrganismos pode fornecer atividades hidroliticas especificas e metanogénicas

(ANGELIDAKI et al., 2009) importantes etapas para a producéo de biogas.

A associacdo de um consorcio de microrganismos e substratos pode favorecer a
conversdo de substrato lignocelulésico a metano, além de reduzir a fase lag, reduzir
0 acumulo de acidos graxos volateis e beneficiar o equilibrio do meio (FOX; NOIKE;
OHKI, 2003; LOZECZNIK et al.,, 2010). Reforcando a ideia da necessidade de
compreender a organizacdo e o comportamento da complexa rede microbiana para

otimizacao do funcionamento e estabilizacdo do processo (WIRTH et al., 2012).



Neste contexto os estudos microbioldgicos classicos para identificacdo da
diversidade que compbe determinada amostra compreende o isolamento e
identificacdo de cepas puras e isoladas advindas do meio. Certamente, o emprego
dessa técnica nédo retrata a totalidade da composicdo microbiana ali representada,
nem quando se objetiva o entendimento da complexidade microbiana e suas
relacbes em um sistema (WIRTH et al., 2012). Portanto, necessita-se de técnicas

mais robustas para encontrar tais repostas.

14 A BIOLOGIA MOLECULAR COMO FERRAMENTA PARA O
ENTENDIMENTO DA ECOLOGIA MICROBIANA

Buscando entender melhor os processos e os individuos envolvidos, 0s novos
meétodos biomoleculares surgem como ferramentas alvo para localizacdo de
respostas chaves na compreensao da relacéo de eficiéncia de um tratamento. Uma
dessas técnicas inovadoras € respaldada pelo Sequenciamento de Nova Geracao
(Next Generation Sequencing — NGS) utllizada para distintas finalidades. Desta
maneira, a metagendémica descrita por Handelsman et al. (1998) consiste na
obtencdo de sequéncias de DNA e eventuais fungcdes de genomas microbianos

comuns, presentes em amostras ambientais.

Essa técnica foi elaborada com a finalidade de fornecer aporte técnico na
compreensao da diversidade, riqueza e abundancia de microrganismos, dado que as
técnicas fundamentadas na microbiologia classica, pouco eram capazes de
representar toda a dindmica presente na comunidade advinda de uma amostra
ambiental, dado que nem todos 0s microrganismos sao cultivaveis em escala
laboratorial (HANDELSMAN, 2004). Portanto, essa técnica permite a identificacdo de
todos ou quase todos o0s microrganismos presentes. O desenvolvimento dessa
técnica e seu uso cada vez mais exponencial dentro dos laboratérios permitiram a
reducdo do custo da técnica tornando-a acessivel, o que a tornou um grande
atrativo para a comunidade cientifica (THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012).



2 JUSTIFICATIVA

O Brasil se destaca na produgdo de cana-de-aglcar para a induastria
sucroalcooleira, apés a producdo hd uma grande geracdo de residuos (bagaco) que
muitas vezes sio destinados a queima (BAETA, 2016). Porém, devido ao seu alto
teor de acucares, alternativas ao uso do excedente deste bagaco tém sido
consideradas, sendo uma delas a producdo de combustiveis de 22 geragéo (2G), tal
como o gas metano (HOFSETZ; SILVA, 2012). A producgéo biol6égica de metano
ocorre pela agcdo conjunta e consorciada de diferentes microrganismos com
habilidades metabdlicas distintas, a fim de promover a conversdo da celulose e
hemicelulose a metano (AKSHAYA et al., 2016). Estes microrganismos estao
usualmente presentes em ambientes anaerdbios, porém sob diferentes composi¢coes
(AMARAL et al., 2008). O sucesso da producdo de metano via bagaco de cana-de-
acucar depende da habilidade inicial dos microrganismos acessarem 0s substratos
nas fibras lignocelulésicas (PANDEY; SOCCOL; MITCHELL, 2000). A busca por
in6culos eficientes em tal conversao tem sido alvo de muitos estudos (WIRTH et al.,
2012). Logo, a vantagem de usar um inoculo a partir de raimen ou estrume bovino é
gue eles sdo adaptados aos substratos contendo lignina, celulose e hemicelulose
presentes nos residuos lignocelulésicos (GRIFFIN et al., 1998; FORSTER-
CARNEIRO et al., 2004; SOUTO, 2005; FERNANDEZ-GUELFO, 2008; BARCELOS,
2009; KHALID et al., 2011; ELBESHBISHY; NAKHLA; HAFEZ, 2012). Por isso,
testes com o consorcio microbiano dos indculos distintos (lodos anaerobios, estrume
e rumen bovinos) melhores adaptados podem proporcionar melhorias na
biodegradacdo anaerdobia do bagaco de cana e, consequentemente, levar a
aumentos no rendimento de producdo de metano. Desta forma, torna-se importante
0 conhecimento da comunidade microbiana presente nos inodculos investigados a fim
identificar a melhor composicdo para otimizar a inoculacdo em futuros reatores,
visando escala real, aplicados a biometanizacdo de material lignoceluldsico para

obtencao do maximo rendimento possivel.



3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar a composi¢cdo microbiana em ensaios de degradacdo anaerdbia a partir
de indculos distintos visando a producdo de metano.

3.2 ESPECIFICO

e Comparar a producdo de metano utilizando ensaios com trés diferentes
in6culos (lodo anaerdbio, lodo anaerdbio + rimen, lodo anaerdbio + esterco);

e Identificar os microrganismos presentes nos reatores com os diferentes
inoculos;

e Comparar o efeito da diversidade microbiana nos distintos reatores.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARACAO DO INOCULO

O in6culo UASB foi adquirido a partir do reator anaerébio instalado no Centro de
Pesquisa e Treinamento em Saneamento — CePTS — UFMG/COPASA, localizado na
estacdo Arrudas, Belo Horizonte, MG. Esse reator € alimentado com esgoto
sanitario. O in6culo UASB acrescido de rimen bovino foi constituido pela mistura de
50% (m/m) de sélidos volateis (SV) do primeiro in6culo com a insercdo 50% de SV
de microrganismos extraidos direto do rimen bovino (cedido pelo Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa). E, por fim, o in6culo UASB acrescido
de estrume bovino foi constituido de 50% de SV do primeiro in6culo e adicionado

50% de SV de estrume bovino fresco.

Foi, portanto, avaliado os trés in6culos anaerobios de fontes diferentes visando
maximizar a biometanizacdo do bagaco de cana, € apresentado no Quadro 1 e na
Figura 2 os in6culos usados no presente estudo.

Quadro 1: Inéculos utilizados

Reator In6culo Sigla Residuo
I UASB UASB Bagaco bruto
[l UASB + RUMEN UASB-BR Bagaco bruto
11l UASB + ESTRUME UASB-FBM Bagaco bruto

Fonte: préprio autor.

Figura 2: Inéculos utilizados para a producéo de biogas a partir do bagaco da cana-
de-acucar pela digestdo anaerébia

A B C

(A) UASB (B) UASB-BR (C) UASB-FBM.

Fonte: LIMA, 2018.
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O metano produzido foi monitorado ao longo de 100 dias. Todos os resultados de
producdo de metano foram normalizados (25 °C e 1 atm) e expressos em
NLcy,/ kg.sv™ .

4.2 ENSAIOS DE PRODUC;AO DE METANO

Os ensaios de digestdo anaerdbia para producdo de metano foram executados
em batelada e utilizando como substrato o baga¢co de cana-de-acucar. Este ensaio
foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Quimica Tecnoldgica e Ambiental
(LQTA) da UFOP, sob coordenacao do Prof. Dr. Sérgio Aquino, e constitui parte

integrante da tese de doutorado do aluno Diego Roberto Sousa Lima.

Foram realizados em duplicata, em frasco de vidro (Vai = 100 mL) vedados com
tampa de borracha, utilizando apenas 60% do volume para a fase liquida
(40 mL head space). Esses frascos foram incubados a 35 °C + 0,3 e 150 RPM em
shaker (Thoth®, modelo 6440) pelo tempo necessario ao encerramento da producédo
de biogas. O biogas produzido foi quantificado diariamente e o metano foi analisado

por meio do cromatdgrafo de fase gasosa (CG) (Shimadzu®, modelo 2014/TCD).

As amostras de lodo foram coletadas antes e ao final de cada ensaio dos

reatores de SS-AD e foram lavadas e preparadas para analise.

4.3 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

Aliguotas de 20 mL de cada amostra (lodo dos trés indculos e ao final dos trés
ensaios) foram inicialmente centrifugadas a 5000 RPM por 10 minutos para
separacdo da fracdo liquida e sélida. A fracdo liquida foi descartada e o material
sedimentado, o pellet, foi lavado em tampéao fosfato salino (PBS 1X) para remocéo
em maior parte de impurezas e também em menor escala de acidos nucleicos
extracelulares, centrifugado novamente conforme descrito anteriormente e
descartado o sobrenadante, permanecendo com o pellet. O material foi armazenado

a -20 °C para analises posteriores.
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4.4 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA SEQUENCIAMENTO DE NOVA
GERACAO

4.4.1 EXTRACAO DE DNA GENOMICO
A extracdo do DNA gendmico das amostras foi feita de acordo com o protocolo
estabelecido comercialmente pelo DNeasy PowerSoil Kit - QIAGEN™ (Apéndice A).
No qual foram extraido o DNA das amostras antes e depois do ensaio de
biometanizacdo do bagaco da cana-de-acUcar. E em seguida, as amostras foram

armazenadas em freezer (-20 °C) até a utilizacdo para a préxima etapa.

4.4.2 QUANTIFICACAO DE DNA
Em seguida a extracdo do DNA, as amostras foram encaminhadas para a
guantificacdo e constatacéo da pureza utilizando espectrofotdmetro tipo NanoDrop™
(Thermo Fisher Scientific, USA) na condi¢cdo de comprimento de onda A260/280 nm.
E por fim, foi executado uma eletroforese em gel de agarose 1%, contendo 3 pL de
brometo de etideo, corridos em PBS 1x, sob o tempo de 30 minutos em 90 V, para
confirmacdo da qualidade do DNA. Ao término da corrida da eletroforese, o gel foi

fotodocumentado sob luz ultravioleta.

4.4.3 AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DO GENE DNAr 16S

Apés as etapas de extracdo e quantificacdo, o gene ribossomal 16S foi
amplificado, pela utilizacdo da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Foram entdo utilizado as seguintes sequéncias de oligonucleotideos: senso
5" GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3’ e antisenso 5 CCGTCAATTYYTTTRAGTTT 3
para amplificar a regido variavel V3. Uma sequéncia denominada barcode foi
adicionada aos primers para identificacdo e separacdo das amostras durante o

sequenciamento, sendo um barcode utilizado para cada amostra (Tabela 1).

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos (em azul) ligados ao barcode (em preto)

e adaptador (em vermelho) que foram usados

BC03 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC04 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC06 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BCO7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC08 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

Fonte: adaptado de LEMES, 2018
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As condi¢Oes de PCR podem ser visualizados nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Reagentes utilizados

Reagente Volume (uL)
Agua Milli-Q Completar volume final
Buffer (10x) 3
DNA de cada amostra 20 (ng)
dNTP (10 mM) 1,13
MgCl2 (50 mM) 1,5
Oligonucleotideo (antisenso - 1 uM) 4,5
Oligonucleotideo (senso -1 uM) 4,5
Platinum®Taq (5 U/uL) - Invitrogen 0,48
Volume final 30

Fonte: préprio autor.

Tabela 3: Programacéo do termociclador (Biocycler®)

Etapa Ciclos Temperatura (°C) Tempo
12 1 94 5
22 35 94 30”
32 1 57 1
42 1 72 1
52 1 72 5

Fonte: préprio autor.

Apoés o término da PCR os produtos (amplicons) foram conferidos quanto a
gualidade por meio de uma eletroforese em gel de agarose 0,8% com 5 pL de
amplicons. Em seguida, para a confirmacdo da qualidade dos amplicons, 22 uL
foram purificados seguindo as orienta¢des descritas no kit comercial QIAquick® PCR
Purification Kit. E, por fim, foi avaliado novamente quanto a qualidade e integridade
do produto em eletroforese sob as mesmas condi¢cbes jA descritas utilizando um

volume de 2 pL do amplicon purificado (Figura 3).
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Figura 3: Gel de eletroforese ap0s a purificacdo de DNA

BCO3 BCO4 BCO6 BCO7 BCO8

Fonte: préprio autor.

4.4.4 METAGENOMICA PELO USO DA PLATAFORMA lon Torrent®

Em parceria com o Laboratério Multiusuario de Gendmica instalado no Nucleo de
Pesquisa em Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Ouro Preto sob
orientagdo da técnica responsavel Dr.2 Luiza Perucci, foi realizado o

sequenciamento na plataforma lon Torrent.

Foi necessario a quantificacdo da biblioteca de DNA, para isso, foi utilizado o kit
Qubit dsDNA HS™ (High Sensitivity) no equipamento Qubit 2.0 fluorbmetro (Life
Technologies, USA) e, assim, normalizado as amostras para 70 pM. Na montagem
da biblioteca, de cada amostra foram coletados 20 pL, adicionados em um unico
tubo do tipo Eppendorff e homogeneizado manualmente. O chip 318 v2™ (Life
Technologies, USA) utilizado na analise foi carregado com 25 pL do pool de DNA e
colocado no sequenciador lon PGM™ (Life Technologies, USA). Para a leitura das
amostras, utilizou-se os kits lon PGM Hi-Q View Chef™ (Insumos) e lon PGM Hi-Q
View Sequecin™ (Life Technologies, USA). A baixa qualidade das reads (leituras) e
sequencias policronais foram triadas pelo préprio sistema do equipamento (PMG) e

os resultados alcancados foram exportados em formato FastQ.

4.5 ANALISE DOS DADOS
45.1 FISICAS E QUIMICAS
As analises foram cedidas pelo Diego Roberto Sousa Lima, doutor formado em
2018 pelo Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Ambiental que teve como
resultado final de seu doutorado a tese intitulada de “Avaliacdo de rotas tecnoldgicas
para o aproveitamento energético do bagaco de cana-de-acucar”, disponivel nas

versdes impressa e on-line no repositorio da Universidade Federal de Ouro Preto.
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4.5.2 BIOLOGICOS
Para comparacao da diversidade microbiana presente antes e depois do ensaio
de degradacdo anaerdbia, foram empregados testes estatisticos de similaridade e
construcdo de gréficos de composicao para filo, familia e género pelos softwares
Minitab 18® e Graphic Pad®, respectivamente, a partir dos resultados obtidos do
default da plataforma utilizada. Além disso, foi utilizada a plataforma Kegg™ para

elucidar as possiveis rotas metabdlicas dos microrganismos identificados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

51 PRODUQAO DE METANO

Os resultados apresentados na Tabela 4 demonstram que para os trés inéculos
avaliados, o in6culo com lodo anaerodbio enriquecido com estrume bovino (UASB-
FBM) promoveu a maior producéo de metano (143,3 NLcy, /kg.sv™'). Essa adicéo de
estrume proporcionou um aumento de 67% na producdo de metano quando
comparada com a producéo do inéculo anaerébio do UASB (85,6 NLcy, /kg.sv™!). J&
a adicdo de microrganismos presentes no rumen bovino (UASB-BR) proporcionou
um aumento de 17% na biometanizagdo do bagaco de cana, produzindo
100,0 NLcy, /kg.sv™'. Os comportamentos da biometanizacdo do bagago nas trés
condicbes estudadas estdo apresentados na Figura 4. Observa-se que o0
enriquecimento do lodo com estrume bovino ndo apenas promoveu a maior
producéo acumulada de metano, como também promoveu uma imediata resposta de
producédo notada pela auséncia de uma fase de adaptacao (fase lag) presente nos

outros indculos.

Tabela 4: Teor de sdlidos totais no experimento e producdo acumulada de metano

para cada inoculo utilizado

Tipo de Indculo Sélidos Totais (%) CHs (NLcy, /kg.sv™)
UASB 15,6 (£ 0,1) 85,6 (£ 2,8)
UASB-BR 17,1 (£ 0,2) 100,0 (+ 3,6)
UASB-FBM 15,6 (+ 0,4) 143,3 (+ 4,9)

Fonte: LIMA, 2018.

Figura 4: Producédo de metano ao longo do processo de digestao anaerdbia

A B C
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(A) UASB (B) UASB-BR (C) UASB-FBM
Fonte: LIMA, 2018.
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O desempenho do reator que continha microrganismos presentes no ramen
bovino (UASB-BR) foi semelhante ao do UASB para a producdo de metano. Pela
adicdo dessa microbiota nota-se que houve um aumento de 17% na
biomentaniza¢do do bagaco da cana-de-aglicar (100 NLcy,/kg.sv™!). A adicéo de
microrganismos ruminais e suas potencialidades ja foram descritos na literatura, bem
como a utilizacdo de outros substratos, cita-se como exemplo o milho (KIVAISI,
ELIAPENDA, 1995) e a casca de arroz (CAMP et al., 1988).

A habilidade desses microrganismos presentes no ramen bovino de degradar
materiais lignocelulosicos, esta intimamente relacionado ao aumento da geracao de
metano, dado que estdo relacionados a um ambiente rico desse substrato advindo
da dieta desses animais. Na literatura trabalhos de Bayané e Guiot (2011) e de Jami
e Mizrahi (2012) evidenciam que o consorcio microbiano anaerobio presente em
ramen bovino torna-se efetivo na producdo de enzimas hidroliticas como as
celulases, hemicelulases e ligninases. Apesar disso, esse acréscimo nao ocasionou
melhorias na fase lag, dado que a mesma se manteve evidente portanto, na mesma

proporcao que a do indculo UASB.

No caso da adicdo do indculo contendo UASB acrescido de estrume bovino
(UASB-FBM) houve maior biometanizacdo do substrato cana-de-acucar. Ocorreram
trés aspectos relevantes: reducdo da fase lag; aumento de 67% na producdo de
metano por meio do bagaco bruto quando comparada ao in6culo UASB e, por fim,

rendimento em dobro na taxa de producéo de 3,05 NL¢y, /kg. sv™'dia.

Destaca-se que a esse experimento foi realizado em 100 dias, e que a adicdo de
microrganismos oriundos do estrume bovino proporcionou uma producédo de metano

de aproximadamente 100 NLcy,/kg.sv-* em 50 dias. Quando comparado aos
demais inéculos, a produgéo néo alcangou 100 NLcy, /kg.sv™! durante todo o tempo

utilizado no experimento (100 dias).

O estudo de Bah e colaboradores (2014) demonstrou que a auséncia da fase lag
no processo de biometanizacao de fibra de palma também se deu devido a presenca
do estrume bovino, ressaltaram que a utilizacdo desse indculo apresentou
vantagens econdmicas na degradacdo anaerdbia. Outros autores como AWAIS e

colaboradores (2016) utilizando outros substratos como grama e palha de trigo
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acrescidos do estrume bovino elucidaram as mesmas vantagens. Em residuo sélido
urbano Foster-Carneiro (2007) constatou um caimento de 20 a 30 dias para 2 a 5
dias utilizando o mesmo in6culo. Portanto, o estrume bovino destaca-se como
potencial inéculo em fermentagcbes SS-AD em biorrefinarias. Estados Unidos e
Alemanha despontam na utilizacdo desse substrato em processos industriais, SS-

AD para geracgdo de energia sustentavel (SIMS et al., 2016).

5.2 ENSAIOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
Pela analise do sequenciamento de nova gerac¢ao utilizando o gene do DNAr 16S

foi possivel classificar os microrganismos em dois dominios Bacteria e Archaea.

O dominio Bacteria é constituido por um grupo variado de bactérias, uma vez
gue apresentam inumeras caracteristicas distintas: fisiologia, morfologia, adaptacéo
a ambientes extremos, filogenia, divisdo celular, mecanismos de resisténcia e
patogenicidade, entre outros (MADIGAN et al., 2016). JA o dominio Archaea
englobas as arquéias e um filo principal de ambientes anaerobios que é o

Euryarchaeota, composto pelos microrganismos metanogénicos.

Pela limitacdo da técnica empregada em virtude da cobertura do chip utilizado na
analise metagen6mica permitiu apenas a identificacdo a nivel de filo, familia e
género e esses microrganismos foram classificados em seus respectivos niveis
taxondmicos que podem ser visualizados no Quadro 2. Identificou-se um total de 10

filos, 43 familias e 24 géneros.



Quadro 2: Classificacdo dos grupos encontrados pela analise metagenémica

DOMINIO FILO

FAMILIA

GENERO

Bacteria Actinobacteria

Bacteroidetes

Firmicutes

Proteobacteria

Spirochaetes
Synergistetes
Thermotogae
Planctomycetes
Tenericutes

Archaea Euryarchaeota

Microbacteriaceae
Patulibacteraceae
Bacteroidaceae
Blattabacteriaceae
Cytophagaceae
Flavobacteriaceae
Marinilabiliaceae
Prevotellaceae
Porphyromonadaceae
Rikenellaceae
Sphingobacteriaceae
Bacillaceae
Catabacteriaceae
Clostridiaceae
Erysipelotrichaceae
Eubacteriaceae
Gracilibacteraceae
Lachnospiraceae
Leuconostocaceae
Peptococcaceae
Peptostreptococcaceae
Planococcaceae
Ruminococcaceae
Thermoanaerobacteraceae

Alcaligenaceae
Bradyrhizobiaceae
Burkholderiaceae
Caulobacteraceae
Desulfobacteraceae
Desulfovibrionaceae
Ectothiorhodospiraceae
Hyphomicrobiaceae
Oxalobacteraceae
Rhodocyclaceae
Sphingomonadaceae

Spirochaetaceae
Synergistaceae
Thermotogaceae
Phycisphaeraceae
Acholeplasmataceae
Mycoplasmataceae
Spiroplasmataceae

Methanobacteriaceae

Microbacterium

Bacteroides

Prevotella

Ruminofilibacter

Clostridium
Turicibacter

Leuconostoc

Intestinibacter
Rummeliibacillus
Ruminococcus
Syntrophaceticus
Treponema
Saccharofermentans
Soehngenia
Alcaligenes
Bosea
Burkholderia
Brevundimonas

Blastochloris

Sphingobium
Azonexus

Aminobacterium

Methanobacterium
Methanobrevibacter

Fonte: préprio autor.

19



20

Foi obtido como resultado a taxa de distribuigdo microbiana, em porcentagem,
encontrada para filo, familia e género em cada tratamento. As Figuras 6, 7 e 8 e as
tabelas respectivas, ilustram essas hierarquias e mostram quais foram as

descobertas.

Figura 5: Taxa de distribuicdo microbiana para filo em diferentes tratamentos antes
(A) e apds (D) o ensaio de biometanizagéo

100+

801

60+

(%)

40

UAS'B(A) UAS'B(D) UAsé-BR(A) UAsé-BR(D) UAsé-FBM(A) UASE';-FBM(D;
Bacteroidetes Firmicutes Synergistetes
Spirochaetes Actinobacteria Proteobacteria
Planctomycetes Thermotogae Euryarchaeota
Tenericutes

Fonte: préprio autor.

Tabela 5: Presenca/auséncia dos filos microbianos nos diferentes reatores antes (A)

e apos (D) o ensaio de biometanizacao

REATOR
FILO UASB-BR UASB-BR UASB- UASB-
UASB (A) UASB(D) " x (D) FBM (A)  FBM (D)
Actinobacteria X X
Bacteroidetes X X X X X X
Firmicutes X X X X X X
Planctomycetes X
Proteobacteria X X X X X
Spirochaetes X X X X
Synergistetes X X X X X
Tenericutes X
Thermotogae X X X X
Euryarchaeota X

Fonte: préprio autor.
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Comparando as amostras dos trés diferentes indculos (inicio), observa-se uma
distinta composi¢cdo microbiana em nivel de Filo. A comunidade presente no reator
gue continha apenas lodo UASB foi dominada principalmente pelo filo Firmicutes
(88%) que apresentou um decaimento significativo ap6s o término do ensaio
chegando a 4%, por outro lado, os filos menos presentes incialmente Thermotogae
(66%) e Bacteroidetes (20%) sobressairam ao final de 100 dias. No indculo
acrescido de ramen (UASB-BR), a comunidade dominante inicialmente foi o filo
Synergistetes (61%) e Firmicutes (30%) e apds término do ensaio os filos
Thermotogae (75%) e Bacteroidetes (19%) dominaram. J& no in6culo com adigdo de
estrume (UASB-FBM), o filo Proteobacteria (86%) e Firmicutes (9%) aparecem com
maior frequéncia e, ao fim, o filo Proteobacteria é substituido pelos filos
Synergistetes (16%), Thermotogae (36%) e Bacteroidetes (37%). Em todos os trés
experimentos foi possivel observar a diferenca entre a estrutura da comunidade
microbiana ao inicio do experimento, entretanto, ao findar os 100 dias, a estrutura de
UASB e UASB-BR apresentaram uma estrutura muito similar, por outro lado, a
estrutura de UASB-FBM tanto inicial quanto final apresentaram uma estrutura

distinta entre si e entre os demais.

A conversao da biomassa lignocelulésica é mais estudada no rimen bovino em
gue os filos Fibrobacteres e Firmicutes se sobressaem na degradacdo anaerdbia
desse material (KRAUSE et al., 2003). Entretanto, nossos resultados apds 100 dias
de biometanizacdo ndo apresentam tal tendéncia dado que encontramos em maior

frequéncia os filos Bacteroidetes e Thermotogae.

De acordo com Kougias (2018), Bacteroidetes sao capazes de aderir e degradar
a lignocelulose devido a presenca de multiplos modulos da familia 6 de ligacdo a
carboidratos nas proteinas beta-xilosidase e endoglucanase. Além disso, as
espécies de Bacteroidetes apresentam relativa importancia no processo de

metanizacao termofilica da celulose (XIA et al., 2014).

O filo Thermotogae apresenta em seu metabolismo, de um modo geral, a
metabolizacdo de carboidratos complexos e simples, tais como acgucares do tipo
sacarose, glicose, amido, celulose e xilana. Ainda em seu metabolismo podem
degradar polissacarideos em acetato, etanol, H> e CO2 (BHANDARI; GUPTA, 2014;
ITOH et al., 2016).
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Pela limitacdo da técnica nao foi possivel identificar a presenca de arquéias em
maior volume, mas € sabido que € esse grupo que esta intimamente relacionado a
producdo final de conversdo do material lignoceluldsico pela digestdo anaerdbia ao
biogas. Embora nao tenha sido visivel a identificacdo desse grupo, certamente ha a
presenca deles principalmente no reator contendo UASB acrescido de estrume
bovino corroborando com as elevadas concentragcdes de metano produzido ao final
do ensaio. Mesmo assim a identificacéo do filo Euryarchaeota no reator UASB-FBM
fornece uma luz no sentido da elevada producéo de biogas uma vez que esse filo é
composto por arquéias metanogénicas responsaveis pelo processo final de digestéo
anaerobia (EVANS et al., 2019).

E apresentado na Figura 6 e na Tabela 6 os dados obtidos a nivel de familia para
0s trés tipos de inbdculos. Do primeiro filo tém-se a familia dominante a
Thermotogaceae, principalmente, nos ensaios inoculados com o lodo do UASB e
lodo acrescido de estrume. No entanto, no ensaio acrescido de rumem, a familia
Bacteroidaceaea foi igualmente abundante a familia Thermotogaceae, mostrando
gue a composicao inicial do indculo afetou a composicdo predominante no final do
ensaio. Em todos os reatores ap0s 0 ensaio a familia Thermotogaceae apresentou

maior dominancia (Quadro 3).

Quadro 3: Dominancia das familias identificadas em cada reator

REATOR FAMILIA DOMINANCIA (%)

UASB (A) Gracilibacteraceae 71

UASB (D) Thermotogaceae 68,9
UASB-BR (A) Synergistaceae 61
UASB-BR (D) Thermotogaceae 74,9
UASB-FBM (A) Burkholderiaceae 85
UASB-FBM (D) Thermotogaceae 35,7

Fonte: préprio autor.
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Figura 6: Taxa de distribuicdo microbiana para familia em diferentes tratamentos
antes (A) e ap6és (D) o ensaio de biometanizacao

(%)
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8 Microbacteriaceae % Hyphomicrobiaceae

@@ Rikenellaceae " Bacillaceae B

mm Phycisphaeraceae m  Thermotogaceae
Blattabacteriaceae B Marinilabiliaceae |
Flavobacteriaceae Ruminococcaceae =
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Cytophagaceae Planococcaceae i
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Catabacteriaceae
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Thermoanaerobacterales
Synergistaceae
Ectothiorhodospiraceae
Alcaligenaceae
Rhodocyclaceae
Porphyromonadaceae
Thermoanaerobacteraceae
Peptostreptococcaceae
Desulfovibrionaceae
Sphingobacteriaceae
Caulobacteraceae

Oxalobacteraceae

Mycoplasmataceae

Fonte: préprio autor.
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Tabela 6: Presenca/auséncia de familias microbianas nos diferentes reatores antes
(A) e apos (D) o ensaio de biometanizagao

REATOR
FAMILIA UASB UASB UASB- UASB- UASB- UASB-
(A) (D) BR (A) BR (D) FBM(A) FBM (D)

Acholeplasmataceae X
Alcaligenaceae X X
Bacillaceae X X
Bacteroidaceae X X X X X X
Blattabacteriaceae X
Bradyrhizobiaceae X
Burkholderiaceae X
Catabacteriaceae X
Caulobacteraceae X
Clostridiaceae X X X X X X
Cytophagaceae X
Desulfobacteraceae X
Desulfovibrionaceae X
Ectothiorhodospiraceae X
Erysipelotrichaceae X X
Eubacteriaceae X X X
Flavobacteriaceae X
Gracilibacteraceae X X X
Hyphomicrobiaceae X
Lachnospiraceae X X X
Leuconostocaceae X X
Marinilabiliaceae X X
Microbacteriaceae X X
Mycoplasmataceae X
Oxalobacteraceae X
Patulibacteraceae X
Peptococcaceae X X X X
Peptostreptococcaceae X
Phycisphaeraceae X
Planococcaceae X
Porphyromonadaceae X X
Prevotellaceae X
Rhodocyclaceae X
Rikenellaceae X
Ruminococcaceae X X X
Sphingobacteriaceae X
Sphingomonadaceae X
Spirochaetaceae X X X X
Spiroplasmataceae X
Synergistaceae X X X X X
Thermoanaerobacteraceae X X
Thermotogaceae X X X X
Methanobacteriaceae X X

Fonte: préprio autor.
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Identificar os géneros predominantes nas familias poderia revelar diferencas

metabdlicas ndo observadas ao nivel taxondmico maior, porém, a caracterizacdo em

nivel de género néo foi plenamente alcancada, conforme demonstrado na Figura 8 e

Tabela 7, uma vez que a maioria das sequencias nao foram identificadas.

Figura 7: Taxa de distribuicdo microbiana para género em diferentes tratamentos
antes (A) e apods (D) o ensaio de biometanizacao
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Fonte: préprio autor.
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Tabela 7: Presenca/auséncia de géneros microbianos nos diferentes reatores antes

(A) e apos (D) o ensaio de biometanizagao

REATOR
GENERO UASB UASB UASB- UASB- UASB- UASB-
(A) (D) BR (A) BR (D) FBM (A) FBM (D)
Alcaligenes X X
Aminobacterium X X X X X
Azonexus X
Bacteroides X X X X X
Blastochloris X
Bosea X
Brevundimonas X
Burkholderia X
Clostridium X X
Intestinibacter X
Leuconostoc X X
Microbacterium X X
Prevotella X
Ruminococcus X
Ruminofilibacter X
Rummeliibacillus X
Saccharofermentans X
Soehngenia X
Sphingobium X
Syntrophaceticus X
Treponema X
Turicibacter X
Methanobacterium X
Methanobrevibacter X

Fonte: préprio autor.

Dentro do que foi possivel identificar ao nivel de género, o género Burkholderia
se mostrou presente e dominante no indculo composto por reator UASB acrescido
de estrume bovino. Esse género se caracteriza por integrar bactérias Gram-
negativas e apresentam metabolismo aerobio, além disso usam como reserva o
polihidroxibutirato produzido por bactérias a partir do carbono do bagaco da cana-
de-acucar (PERIN; ARAUJO; REIS, 2006). Por serem saprofitas participam
ativamente na degradacdo e reciclagem da matéria organica (PERIN; ARAUJO;
REIS, 2006).

Na literatura Liew (2015) relata que o género Burkholderia é capaz de produzir
lipases que se demonstraram eficientes na digestdo anaerébia de 6leo de palma.
Bem como produtoras de xilanases, enzimas importantes na quebra de xilanas

presentes na hemicelulose vegetal que é o segundo polissacarideo hemiceluldsico
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renovavel mais abundante depois da celulose (MOHANA et al., 2008). Torna-se
atraente, portanto, a utilizacdo desse grupo nos reatores empregados para producao

de enzimas que atuem sobre residuos lignocelulésicos.

O género Aminobacterium foi detectado em todas as amostras, exceto no indculo
contendo UASB com estrume bovino. Caracteriza-se por ser um género de bactérias
Gram-negativas, sésseis, ndo formador de enddsporos e bioquimicamente
fermentam treonina, serina e glicina. Ressalta-se que este género ndo esta ligada
diretamente a degradacdo da matéria organica, mas compdem a microbiota tipica de
reator UASB (DELFORNO, 2011).

O género Ruminofilibacter foi favorecido ao longo do ensaio inoculado com lodo
UASB acrescido de rumen bovino e ja foi reportado na literatura a habilidade de
utilizar xilanas (WANG et al., 2017). Logo, este género apresenta-se como um
potencial candidato a atuar na hidrolise do material lignocelulésico e,

consequentemente, acelerar o processo de producdo de metano.

E por fim, a presenca dos géneros Methanobacterium e Methanobrevibacter sao
elementos chaves dado que sdo os constituintes responsaveis pela maior producao
de biogas no reatores anaerébios. Entretanto, como a analise dos nossos ensaios se
deu na etapa inicial e final, ndo foi possivel constatar em que momento estas
arquéias comecaram a aumentar a concentracao, pois so foram detectadas na fase

final.

De acordo com Laloui-Carpentier (2006) os géneros encontrados de arquéia
(Methanobacterium e Methanobrevibacter) sé@o pertencentes a familia
Methanobacteriaceae que sdo hidrogenotréficas. As duas equacgdes (Eq) a seguir
ilustram as possibilidade de rotas metabdlicas para producdo de metano por esses

microrganismos, recorrendo ao hidrogénio ou ao alcool metanoico.
Eq 1: 4H> + CO2 — CH4 + 2H20 [-135,6 AGo (kJ/mol de CH4)]
Eq 2: 4AHCOOH — CH4 + 3CO2 + 2H2O0  [(-130,1 AG, (kJ/mol de CH4)]

A rota metabdlica que utiliza o hidrogénio como substrato é a que apresenta

maior producdo de energia. Portanto, reatores em que apresentam uma razao
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eficiente entre carbono e nitrogénio favoreceria uma melhor producédo de biogés ao

final do ensaio.

Ainda sobre os géneros encontrados, em reatores anaerdbios eles sédo
comumente encontrados em aproximadamente 73% da composicdo microbiana
(LECLERC; DELGENES; GODON, 2004). J&4 nossos reatores ndo apresentaram tal
tendéncia o que pode ser explicado mais uma, vez, pela limitacdo dos dados
obtidos.

Observa-se uma diferenca consideravel na composi¢cdo microbiana inicial
(Figura 8), em que destaca-se o reator UASB-FBM mais distante dos demais,
apresentando apenas 46% de similaridade. Sendo que os in6culos que mais se
assemelharam foram o UASB(A) e UASB-BR(A), em torno de 71% de similaridade.
Quando comparado os reatores na fase final, ha uma forte similaridade de filos
microbianos no final dos ensaios inoculados com lodo UASB e UASB-BR (99%),
sugerindo que apesar da diferente composi¢céo dos indculos as condi¢des do cultivo
permitiram enriquecer organismos dos mesmos filos. Ainda dispare dos demais, o
reator UASB-FBM (89%) apresentou enriquecimento de filos encontrados nos
reatores UASB e UASB-BR.
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Figura 8: Similaridade presente entre os tratamentos para filo antes (A) e apds (D) o ensaio de biometanizacdo
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Fonte: préprio autor.
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6 CONCLUSAO

Os biorreatores séo projetados para controlar e amplificar as reacgbes
bioquimicas que ocorrem na natureza em condi¢cBes anaer6bias. Portanto, a
investigacdo destes indculos distintos que apresentam microrganismos adaptados
ndo sé ao substrato, como também as condi¢cées da digestdo anaerdbia permitem
identificar microrganismos importantes para a melhora da biometanizagdo em
rendimento e reducdo de tempo. Como pode ser visto, a adicdo de estrume ao lodo
UASB promoveu uma rapida producdo de metano, com auséncia da fase lag, o que
pode ter sido ocasionada pela presenca inicial de microrganismos hidroliticos e

adaptados a materiais lignocelulésicos, provavelmente do filo Proteobateria.

Os dados obtidos permitem afirmar que o in6culo UASB acrescido de estrume
apresenta potencial para uma maior producdo de biogds em menos tempo. E
importante ressaltar que mais estudos devem ser feitos a fim de obter a identificacéo
a nivel de espécie de bactérias e arquéias para melhor compreensdo das rotas

metabdlicas da producéo de metano.
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ANEXO A

Quadro 4: Protocolo de extracdo de DNA gendmico

nO

ETAPA

01.

02.
03.
04.
05.
06.

07.
08.
09.

10.
11.
12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.
20.

Adicionou 0,25 g de amostra ao tubo PowerBead fornecido e levou ao vortex
delicadamente para misturar.

Adicionou 60 uL da solugdo C? e levou ao vortex brevemente.

Levou ao vortex na velocidade maxima por 10 min.

Repetiu 0 passo anterior.

Centrifugou os tubos a 10.000 x g por 30 s.

Transferiu o sobrenadante para um tubo de coleta limpo de 2 mL.

Adicionou 250 pL da solucédo C?, agitou no vortex por 5 s e incubou a 5 °C por
5 min.

Centrifugou os tubos por 1 min a 10.000 x g.

Evitando o pallet, transferiu até 600 uL de sobrenadante para um tubo de coleta
limpo de 2 mL.

Adicionou 200 pL da solucdo C® e agitou no voértex brevemente e incubou a
5 °C por 5 min.

Centrifugou os tubos por 1 min a 10.000 x g.

Evitando o pallet, transferiu até 750 pL de sobrenadante para um tubo de coleta
limpo de 2 mL.

Agitou para misturar a solucdo C# e adicione 1200 uL ao sobrenadante e levou
ao vortex por 5 s.

Colocou 675 pL em uma coluna de rotacdo MB e centrifugou a 10.000 x g por
1 min. Descartou o fluxo.

Repetiu a etapa 14 duas vezes, até que toda a amostra tivesse sido
processada.

Adicionou 500 yL da solucédo C® e centrifugou por 30 s a 10.000 x g.

Descartou o fluxo e centrifugou novamente por 1 min a 10.000 x g.

Colocou cuidadosamente a coluna de rotacdo MB em um tubo de coleta limpo
de 2 mL e evite espirrar qualquer solucéo C® na coluna.

Adicionou 100 pL da solucédo C6 ao centro da membrana branca do filtro.
Centrifugou em temperatura ambiente por 30 s a 10.000 x g. Descartou a
coluna de rotacdo do MB. O DNA foi extraido para o NGS.

Fonte: adaptado do protocolo disponivel no kit DNeasy PowerSoil Kit - QIAGEN®.
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