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RESUMO

Populagées de bactérias e arqueas sado responsaveis tanto pela degradagdo de
Residuos Solidos Urbanos (RSU) quanto pela produgdo de biogas presente em
aterros sanitarios. Entretanto, o conhecimento desses microrganismos em residuos
solidos aterrados pode levar ao desenvolvimento de alternativas tecnoldgicas mais
eficientes quanto ao processo biodegradativo e a produgéo de biogas, com impacto
positivo sobre a operagédo de aterros sanitarios, saude publica e 0 meio ambiente.
Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi investigar as comunidades de bactérias
e arqueas e a producao de biogas em residuos sdélidos urbanos aterrados em uma
Célula experimental. A metodologia utilizada neste trabalho contou com a etapa de
construcao, planejamento estatistico dos bairros de Campina Grande-PB para coleta
e preenchimento da Célula experimental com RSU. As amostras de residuos foram
coletadas mensalmente, para a extracdo de DNA pelos métodos Kit e CTAB, a
amplificacao foi realizada com os primers universais e especificos da regido 16S, os
produtos foram analisados por PCR e DGGE, posteriormente, as amostras foram
quantificadas, purificadas e enviadas para sequenciamento. Os indicadores fisico-
qguimicos e microbiologicos dos RSU monitorados in situ e em laboratério foram:
temperatura, umidade, pH, sodlidos volateis e quantificagdo dos microrganismos
aerdbios totais. O biogas produzido na Célula experimental foi mensurado por meio
de um detector portatil com infravermelho que mediu as concentragdes de CHy4, COo,
0,2, CO e HyS. Os resultados mostraram que as principais bactérias encontradas
foram Uncultured Pseudomonas sp, Uncultured bacterium, Enterobacter sp.,
Klebsiella pneumoniae, Uncultured Bacillus sp. que participaram dos processos de
hidrélise, acidogéne e acetogénese. Entre as arqueas, foram caracterizadas as
especies Methanosarcina flavescens, Methanosarcina mazei, Methanosarcina
spelaei e Methanosaeta concilii indicando que a metanogénese acetoclastica foi a
via predominante para a sintese de metano na biodegradagao dos RSU. A analise
dos indicadores microbioldgicos e fisico-quimicos foi propicia a biodegradagao dos
residuos, ao desenvolvimento das comunidades de bactérias e arqueas e a
producdo de biogas. O processo de retroalimentagcdo da Célula experimental, com
residuos novos, elevou a quantidade de matéria organica, entretanto, as
concentragbes de CO, excederam as de CHy4, que teve valor maximo de 20%.

Palavras-chave: residuos sdlidos urbanos; biodegradacdo; bactérias; arqueas;
biogas.



ABSTRACT

Populations of bacteria and archaea are responsible both for the degradation of
Urban Solid Waste (USW) and for the production of biogas present in landfills.
However, the knowledge of these microorganisms in solid grounded waste can lead
to the development of more efficient technological alternatives for the biodegradation
process and the biogas production, with a positive impact on the operation of
landfills, public health and the environment. In this sense, the objective of this work
was to investigate the communities of bacteria and archaea and the production of
biogas in urban solid wastes grounded in an experimental Cell. The methodology
used in this work included the construction stage, statistical planning of the
neighborhoods of Campina Grande-PB for collection and filling of the experimental
Cell with USW. Samples residues were collected monthly for DNA extraction by the
methods Kit and CTAB, amplification was performed with universal and specific
primers of the 16S region the products were analyzed by PCR and DGGE,
subsequently, the samples were quantified purified and sent for sequencing. The
physico-chemical and microbiological indicators of USW monitored in situ and in the
laboratory were: temperature, humidity, pH, volatile solids and quantification of total
aerobic microorganisms. The biogas produced in the experimental Cell was
measured by means of a portable infrared detector that measured the concentrations
of CHy4, CO,, Oy, CO e H,S. The results showed that the main bacteria found were
Uncultured Pseudomonas sp, Uncultured bacterium, Enterobacter sp., Klebsiella
pneumoniae, Uncultured Bacillus sp. which participated in the hydrolysis, acidogenic
and acetogenesis processes. Amongst the archaea species have been characterized
Methanosarcina flavescens, Methanosarcina mazei, Methanosarcina spelaei and
Methanosaeta concilii indicating that the acetoclastic methanogenesis was the
predominant pathway for synthesis of methane in the biodegradation of USW. The
analysis of the microbiological and physico-chemical indicators was favorable to the
biodegradation of the residues, to the development of microbial communities and to
the production of biogas. The experimental Cell feedback process, with new
residues, increased to the amount of organic matter, however, CO, concentrations
exceeded those of CH4, which had a maximum value of 20%.

Keywords: urban solid waste; biodegradation; bacteria; archaea; biogas.
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1 INTRODUCAO

No processo de biodegradagdo dos Residuos Sdlidos Urbanos (RSU), a
matéria orgénica € biodegadada por meio de uma complexa cooperagdo metabdlica
entre diferentes grupos microbianos.

Em aterros sanitarios é indispensavel a otimizagcdo de projetos e a aplicagao
de metodologias operacionais capazes de assegurar, de modo satisfatério, a
evolugao dos processos de degradacgéo, a estabilidade geotécnica do aterro e a
minimizacdo da poluicdo, uma vez que, a fracdo sdlida dos residuos, quando
degradada, é responsavel pela producao de liquidos (lixiviados) que contaminam o
lencol fredtico e gases tdxicos que contribuem para o aumento do efeito estufa.

A emissdo de biogas pelos drenos de gases e camada de cobertura em
aterros sanitarios representa um grave problema de poluicdo atmosférica em nivel
local e global, devendo esta emisséo ser mitigada e controlada. O biogas de aterros
de residuos solidos € uma mistura gasosa combustivel, resultante da biodegradacgéo
da matéria organica pela agdo de microrganismos, contendo em sua composi¢cao
metano, gas carbOnico e, em menores quantidades, hidrogénio, nitrogénio, gas
sulfidrico, mondxido de carbono, aménia, oxigénio e aminas volateis (PECORA et
al., 2008).

Os microrganismos sao 0s principais agentes responsaveis por promover 0s
processos de degradacdo de diversos compostos organicos e inorganicos
(QUINTAES et al., 2012). As comunidades microbianas presentes nos aterros
sanitarios incluem bactérias hidroliticas e fermentativas, acidogénicas, acetogénicas
e arqueas metanogénicas, além de bactérias redutoras de sulfato, fungos e
protozoarios (MATA-ALVAREZ, 2002).

Considerando que toda informagdo microbioldgica dos ecossistemas dos
aterros € importante para a avaliagdo dos processos biodegradativos de residuos
soélidos, o emprego de técnicas de biologia molecular, tais como extracdo de DNA,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), eletroforese em gel de gradiente com
desnaturante (DGGE) e sequenciamento de DNA sdo ferramentas valiosas para
identificacdo especifica, caracterizagdo da estrutura e da distribuicdo espacial de
populagées microbianas em amostras complexas, inclusive de residuos solidos
(AMANN et al., 1995; MUYZER; SMALA, 1998).

Nesse sentido, este trabalho visa caracterizar as comunidades de bactérias e

arqueas e a producao de biogas em residuos solidos urbanos aterrados em uma
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Célula experimental construida na Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG). Tais resultados visam contribuir com o desenvolvimento de alternativas
tecnoldgicas, que permitam uma maior eficiéncia nos processos biodegradativos
relacionados a produgdo de biogas, fornecer subsidios para possiveis ajustes das
condi¢oes de operagao de aterros sanitarios, além de contribuir para a protecdo da
saude publica e para a redugédo dos efeitos nocivos ao meio ambiente. Propbe-se
ainda identificar aspectos funcionais do tratamento desses residuos, aperfeigoar
técnicas de amostragens e extragdo de DNA, sugerindo que as respostas obtidas
com o sequenciamento de bactérias e arqueas metanogénicas, caracterizadas no
processo de digestdo anaerdbia, possam servir de premissa para estudos mais
especificos, que venham a colaborar com o entendimento do processo

biodegradativo em residuos solidos urbanos aterrados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar as comunidades de bactérias e arqueas e a produgao de biogas em

uma Célula experimental de residuos sélidos urbanos.

2.2 Objetivos Especificos

#» Determinar as comunidades de bactérias e arqueas em uma Célula
experimental de RSU, utilizando técnicas moleculares para caracterizagédo
dos principais grupos associados a degradacgéao de residuos;

« Verificar as concentragbes de biogas produzidas ao longo do tempo na Célula
experimental de residuos sdlidos aterrados;

« Estabelecer a relagdo entre a produgédo de biogas e os indicadores fisico-

quimicos e microbiolégicos;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais relacionados aos residuos sélidos

A geragdo de residuos solidos € um fendmeno inevitdvel que ocorre
diariamente, ocasionando muitas vezes danos irreversiveis ao meio ambiente. A
preocupagdo com os residuos € universal e vem sendo discutida nas esferas
nacional e internacional.

A NBR 10004/2004 da Associacao Brasileira de Normas Técnicas (ABNT)
define residuos sdlidos, como residuos nos estados sdlido e semi-sélido que
resultam de atividades humanas de origem industrial, doméstica, hospitalar,
comercial, agricola, de servigos e de varricdo. Considera-se, também, residuo sélido
o lodo proveniente de sistemas de tratamento de agua, aqueles gerados em
equipamentos e instalacbes de controle da poluicdo, bem como determinados
liquidos cujas particularidades tornam inviavel o seu langcamento na rede publica de
esgotos ou corpos dagua, ou exijam, para isso, solugbes técnicas e
economicamente inviaveis, face as tecnologias disponiveis.

Quanto a classificagdo dos residuos solidos, referente aos seus riscos
potenciais, estes sdo classificados pela NBR 10004 (ABNT, 2004) em perigosos
(classe 1) e ndo perigosos (classe Il). Por sua vez, os residuos de classe Il sdo
divididos em néo inertes (classe Il A) e inertes (classe Il B).

Os residuos da classe | podem apresentar riscos a saude publica devido as
suas caracteristicas de inflamabilidade, corrosividade, toxicidade e patogenicidade.
Os residuos da classe Il nao apresentam riscos ao ser humano e ao meio ambiente.
Finalmente, os residuos que ndo se enquadram na classe | ou classe Il B sao
denominados nao inertes e, podem ter como propriedades combustibilidade,
biodegradabilidade ou solubilidade em agua.

Os Residuos Sdélidos Urbanos (RSU) sdo constituidos basicamente por
matéria organica putrescivel, papel/papelao, podas de arvores e gramados, plastico,
vidro, material metalico ferroso e nao ferroso, ossos e demais tipos de residuos,
muitas vezes denominados de material inerte, dependendo dos critérios de
caracterizacgao fisica ou gravimétrica (CASSINI et al., 2003).

A caracterizagdo gravimétrica € a determinagdo dos constituintes e de suas
respectivas porcentagens em peso ou volume, em uma amostra de residuos sélidos

(ABNT, 2004). A composigao fisica dos RSU, os tipos de materiais que os



22

constituem, sua heterogeneidade e as propor¢des de diferentes compostos e
elementos quimicos, dependem basicamente das condigdes de geracédo e do modo
de coleta. O foco desta pesquisa esta voltado para os RSU que englobam os
materiais de origem domiciliar, de estabelecimentos de comércio, de servigos de
varricao e de feiras livres, sendo de atribuicdo e responsabilidade das prefeituras,
desde a coleta até a destinagéo final.

Existem varias formas de tratamento e disposicdo de residuos solidos
urbanos que sdo comumente escolhidas em fungdo do custo, da area disponivel e
da necessidade de cada municipio. Define-se tratamento como uma série de
procedimentos destinados a reduzir a quantidade ou o potencial poluidor dos
residuos sélidos, seja impedindo descarte no meio ambiente ou local inadequado,
seja transformando-o em material inerte ou biologicamente estavel. As formas de
tratamento e disposigao final de residuos mais comuns e utilizados no Brasil sao:
lixbes ou vazadouros, compostagem, incineragdo, usinas de triagem para
reciclagem, aterros controlados e aterros sanitarios (PHILIPPI, 2005).

De acordo com Philippi (2005), os aterros sanitarios sdo obras de engenharia
destinadas ao tratamento e a disposigao final dos residuos sélidos urbanos, sobre
terreno natural, por meio do confinamento em camadas cobertas com material
inerte, geralmente solo, segundo normas operacionais especificas, de modo a evitar
prejuizos ao meio ambiente, em particular a saude e a seguranga publica. Para que
os aterros sanitarios se configurem como unidades de tratamento de residuos e ndo
causem danos, se faz necessario um acompanhamento adequado da disposi¢cao de
RSU, a luz das tecnologias existentes e critérios previstos para tal.

De acordo com a NBR 8419 (ABNT, 1992) um aterro sanitario conta
necessariamente com as seguintes caracteristicas: impermeabilizacdo de base,
drenagem e tratamento dos liquidos percolados, drenagem de gases, drenagem das
aguas superficiais e cobertura de solo compactado. Todas essas caracteristicas
permitem minimizar os efeitos das duas principais fontes de poluicdo provenientes
da disposicao de residuos solidos, o biogas e o lixiviado. A Figura 1 apresenta um
corte da segéo transversal de um aterro de residuos sdlidos urbanos, apontando a
estrutura de setores em preparo, operacgéo e concluséao.

Conhecer os mecanismos que atuam sobre os aterros sanitarios, bem como
os indicadores que os descrevem, € importante, principalmente porque a eficiéncia
da disposi¢cdo de RSU contribuira com a garantia de sua seguranga e estabilidade

estrutural, uma vez que, a operacdo dos aterros sanitarios envolve inumeras
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intervengbes e atividades multidisciplinares, relacionadas a engenharia civil e
sanitaria e ao controle ambiental.

Do ponto de vista bioldgico, o aterro sanitario de RSU corresponde a um
sistema dinamico, que envolve reagdes metabodlicas num ambiente formado pela
massa de residuos com suas caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas e
suas inter-relagées, formando um sistema complexo.

Para McDougall e Philp (2001), o comportamento dos residuos depositados
em aterros é semelhante ao de um biorreator, que em condigbes 6timas promove a
degradacao da fragao biodegradavel dos residuos sélidos. Avaliar o comportamento
de aterros sanitarios quanto a eficiéncia na degradacgéo e produgéo de biogas, torna-
se necessario para entender e aperfeicoar essa técnica de disposicdo e
reaproveitamento de areas (MONTEIRO et al., 2006).

Figura 1 - Corte da secéo transversal de um aterro de RSU.
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Fonte: CONDER (2007).

Nesse contexto, Células experimentais, biorreatores ou lisimetros, consistem
em um sistema que simula a disposi¢ao final em aterros sanitarios, e permite o
conhecimento do processo de decomposicdo dos residuos sob condigdes
conhecidas e/ou controladas. Uma Célula experimental pode levar a rapida
estabilizagdo dos residuos com alta producdo de metano, quando se almeja o
aproveitamento energético do biogas (BORGLIN et al., 2004).



24

Simular, por meio de Células experimentais, o comportamento de um aterro
em escala real favorece o estudo dos processos que ocorrem em seu interior, bem
como a avaliagdo do comportamento dos residuos quanto aos aspectos fisicos,
quimicos e microbiologicos. As Células experimentais construidas e monitoradas
corretamente minimizam os impactos ambientais, controlam a producéo de lixiviado
e as emissoes de biogas, reduzindo assim, a contaminagdo do solo e as emissbées
de gases ao meio ambiente. Além disso, normas técnicas podem ser reformuladas
ou aprimoradas a partir de estudos realizados em Células experimentais
(MONTEIRO et al., 2006).

3.2 Microbiologia e digestao anaerdbia

As transformacdes biolégicas da matéria organica complexa em produtos
mais simples podem ocorrer na presenga ou na auséncia de oxigénio molecular, ou
ainda, em condi¢des nas quais coexistem em um mesmo meio, ambientes aerdbios
e anaerobios.

Os processos de biodegradagdo de RSU em aterros sanitarios se dividem em
duas fases: aerdbia e anaerdbia. Assim que o residuo € aterrado, um periodo de
aclimatacdo é observado, correspondendo a fase em que ocorre um acumulo de
umidade e oxigénio que sustentam a atividade microbiana. Durante esse primeiro
estagio de decomposigdo, o oxigénio presente nos espacos entre os residuos
recém-aterrados é rapidamente consumido por microrganismos aerébios, resultando
na producao de dioxido de carbono, agua e no aumento da temperatura. Uma fase
de transicao se instala na auséncia do oxigénio molecular. Essa fase € breve em
relagdo a decomposi¢ao anaerdbia, pois 0 oxigénio ndo é reposto, uma vez que, 0s
residuos sdo cobertos por camadas de solo (TCHOBANOGLOUS et al., 1993;
MCBEAN et al., 1995; KIELDSEN et al., 2002).

Ao contrario da degradagao aerdbia, na qual a matéria organica carbonacea é
metabolizada diretamente a CO,, a degradagao anaerobia envolve 4 etapas (Figura
2). Por serem constituidos de proteinas, carboidratos e lipideos, varios sdo os
caminhos metabdlicos da conversdao dos compostos a CH,4, realizados pelos
microrganismos. Portanto, trata-se de um processo bioquimico, composto de varias

reagdes sequenciais, cada uma envolvendo determinadas populagdes microbianas.
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Figura 2 - Etapas metabdlicas e microrganismos envolvidos na digestao anaerdbia.
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A fase anaerdbia € subdividida em quatro estagios: hidrdlise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese (POHLAND; HARPER, 1985).

A fase de hidrolise marca o inicio do processo de decomposi¢cao anaerdbia.
Com a diminuicdo da quantidade de oxigénio, comegam a predominar
microrganismos anaerobios facultativos, ou seja, aqueles que preferencialmente nao
usam oxigénio na biodegradagdo da matéria organica. Essas bactérias convertem o
material organico particulado, como a celulose e outros, em compostos dissolvidos.
A agua, presente nos residuos, pela sua umidade e pelas aguas que infiltram ou séo
recirculadas, aceleram o inicio da degradagao anaerobia, promovendo a diluicao de
agentes inibidores e facilitando a distribuicdo de microrganismos e nutrientes na
massa de RSU. Sendo assim, a hidrélise do material particulado, bem como do
material soluvel de maior tamanho é uma etapa essencial para aumentar o acesso
das células microbianas ao substrato (CHERNICHARO, 2000).

Dentre os géneros de bactérias hidroliticas que se destacam no processo
anaerobio estdo: Clostridium, Micrococcus e Staphylococcus, que s&o géneros
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produtores de lipases para degradagé&o de lipideos a acidos graxos, Bacteroides,
Butyvibrio, Clostridium, Fusobacterium, Selenomonas, Streptococcus, Proteus,
Peptococcus e Bacillus, que sdo géneros produtores de proteases para degradagao
de proteinas a aminoacidos; e Clostridium, Staphyloccoccus, Acetivibrio,
Eubacterium, que s&o géneros produtores de amilases para degradagédo de
polissacarideos a agucares menores. A composicdo relativa e ativa destes
microrganismos sera refletida pelo tipo de substrato presente no processo
(ANDERSON, 2003).

A hidrolise leva a produgao de acidos orgéanicos volateis, amonia, hidrogénio e
diéxido de carbono. A decomposi¢cao ocorre por meio da hidrélise dos polimeros e
fermentacdo dos monossacarideos resultantes a acidos carboxilicos e alcoois,
caracterizando assim, o inicio da fase acidogénica (MATA-ALVAREZ, 2002).
Durante essa fase sao produzidas quantidades consideraveis de compostos
organicos simples e de alta solubilidade, principalmente acidos graxos volateis.

A acidogénese é realizada, em sua maioria, por um grupo diversificado de
bactérias fermentadoras anaerobias obrigatdrias. Entretanto, algumas espécies sao
facultativas e podem metabolizar a matéria organica por via oxidativa, utilizando
oxigénio molecular como aceptor de elétrons, removendo residuos de oxigénio
dissolvido no sistema e, dessa forma, eliminando qualquer efeito tdxico aos
microrganismos estritamente anaerdbios, dentre eles, as arqueas metanogénicas.

Entre os géneros de bactérias acidogénicas mais comuns estdo Clostridium,
Bacteroides, Ruminococcus, Butyribacterium, Propionibacterium, Eubacterium,
Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, Desulfobacter, Micrococcus, Bacillus, e
Escherichia. Os produtos metabdlicos gerados pela atividade das bactérias
acidogénicas sao importantes substratos para as bactérias acetogénicas e para as
arqueas metanogénicas (ARCHER; KIRSOP, 1990).

A conversao de acidos e alcoois, a acetato, hidrogénio e didxido de carbono,
marca o inicio da fase acetogénica. A principal funcdo das bactérias acetogénicas na
digestdo anaerdbia é a produgdo desses substratos que sdo metabolizados pelas
arqueas metanogénicas.

Dois grupos distintos de acetogénicas podem ser distinguidos, com base em
seu metabolismo. O primeiro grupo é de bactérias acetogénicas produtoras
obrigatérias de hidrogénio, também chamadas de acetogénicas redutoras de
protons, que produzem acido acético, CO, e H, a partir de uma grande variedade de
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substratos, dentre eles, acidos graxos intermediarios (propionato e butirato), alcoois
ou outros acidos orgéanicos (valerato, isovalerato, palmitato).

O segundo grupo € formado por bactérias acetogénicas estritamente
anaerodbias fermentativas, que catalisam a formacao de acetato a partir de CO; e H..
Os géneros mais conhecidos dessas bactérias acetogénicas sao Acetobacterium,
Acetoanaerobium, Acetogenium, Butyribacterium, Clostridium e Pelobacter.

Os subprodutos da etapa anterior sdo utilizados por um consércio de arqueas
metanogénicas, e convertidos a metano e dioxido de carbono. As condigbes
redutoras dessa fase irdo influenciar na solubilidade dos sais inorganicos, resultando
na precipitacado ou dissolugdo desses compostos. Por exemplo, sulfato e nitrato séo
reduzidos a sulfetos e amdnia, respectivamente. Comumente, nas caracterizagées
do biogas produzido em aterros sanitarios e Células experimentais encontram-se
pequenas quantidades de gas sulfidrico.

Existem dois principais grupos de arqueas que atuam na fase metanogénica.
Um grupo metaboliza o acetato oriundo da fase anterior da anaerobiose e recebe o
nome de arqueas acetoclasticas. Outro grupo utiliza o hidrogénio para redugao do
diéxido de carbono, denominadas arqueas hidrogenotroéficas.

Metanogénicas acetoclasticas: grande parte da produgdo de metano na fase
metanogénica € responsabilidade deste grupo. Existem dois géneros de arqueas
acetoclasticas Methanosarcina e Methanosaeta. O primeiro € mais versatil por
utilizar inclusive o hidrogénio no seu metabolismo e o segundo utiliza
exclusivamente o acetato. De forma geral, nas reagdes bioquimicas dessas arqueas,
o CH4 é produzido a partir da reducao do acido acético. A Methanosarcina possui
uma taxa de crescimento especifico maior (24 horas de tempo de duplicagao
celular), quando comparado ao da Methanosaeta, entretanto, apresenta uma baixa
afinidade pelo acetato.

Metanogénicas hidrogenotroficas: sdo responsaveis por utilizar o hidrogénio
existente no meio para produzir metano e propiciar a producdo de acidos pelas
bactérias acidogénicas e acetogénicas. Pertencem a este grupo as ordens
Methanococcales, Methanobacteriales, Methanomicrobiales, Methanocellales e
Methanopyrales.

Uma terceira via pode ainda ser utilizada por alguns grupos de
metanogénicos hidrogenotroficos, principalmente, quando ha baixa atividade dos
metanogénicos acetoclasticos, com consequente baixa producao de gas carbdnico

(FINKE et al., 2003). Trata-se da via metilotrofica, em que compostos metilados
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(metanol, metilamina, dimetilamina, trimetilamina) sdo utilizados como substrato,
produzindo gas carbénico, metano e, no caso das metilaminas, aménia.

Rich et al. (2008) acrescentam uma quinta etapa, a estabilizagao bioldgica.
Durante a etapa final dos RSU nos aterros sanitérios, nutrientes e substratos
tornam-se limitantes, levando a comunidade microbiana ao estado de dorméncia. A
producdo de gas cai drasticamente, no entanto, a degradacao das fragbes orgénicas
recalcitrantes continua lentamente gerando substancias humicas (HINOJOSA et al.,
2014).

Cada estagio é dindmico e depende da criagdo de um ambiente favoravel
pelo estagio antecedente, que estabelecera as condi¢gdes necessarias para que a
microbiota execute o processo de degradacgéo.

Nesse sentido, aterros sanitarios e Células experimentais se mostram como
um sistema heterogéneo complexo quanto as caracteristicas fisicas, quimicas e
biolégicas onde diferentes microrganismos coexistem e interagem (SZYLAK-
SZYDLOWSKI; KORNILLOWICZ-KOWALSKA, 2012).

3.3 Biodegradacgao dos residuos solidos urbanos

As tentativas de aproximar os modelos teéricos de biodegradagédo ao que de
fato ocorre nos RSU em aterros, se intensificaram nas décadas de 1980 e 1990. As
dindmicas envolvidas no processo de decomposi¢ao dos residuos e na formagéo do
biogas podem ser facilitadas quando divididas em fases.

A biodegradacédo dos RSU envolve diferentes processos ao longo do tempo,
sendo dividida por 5 fases: Ajuste Inicial (fase I), Transicdo (fase ), Acida (fase Ill),
Metanogénica (fase IV) e Maturagado (fase V) (TCHOBANOGLOUS et al., 1993).
Esta subdivisao ndo € unica, sendo possivel encontrar na literatura, outras maneiras
para elucidar o processo de biodegradagdo. A Figura 3 mostra as diversas fases da
biodegradagdo em aterros sanitarios e os gases formados, segundo Tchobanoglous
et al. (1993).

Ajuste Inicial (fase 1): é a fase em que os RSU comegam a ser decompostos,
com presenca predominante de bactérias aerdbias pela exposicdo da massa de
residuos ao ar e, consequente ao oxigénio, em concentracdo semelhante a
atmosférica (21%). O tempo de duragédo dessa fase pode variar de algumas horas a
poucas semanas, porque apos a cobertura da massa de residuos nos aterros, a
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quantidade de oxigénio comega a diminuir rapidamente, devido ao consumo

acelerado pelas bactérias aerdbias.

Figura 3 - Fases de biodegracdo dos RSU e gases formados.
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Fonte: Tchobanoglous et al. (1993).

Transicdo (fase Il): nesta fase os niveis de gases atmosféricos, como o
nitrogénio e o oxigénio diminuem, iniciando-se a fase anaerdbia da
biodecomposi¢cdo. Nao existe ainda a produgdo de metano, pela presenca residual
de oxigénio molecular ou nitratos e sulfatos disponiveis como aceptores de elétrons.
O &cido acético e o propiénico sdo os mais importantes para a formagéo do metano.
Na fase de transigéo intensifica-se a produgcédo de CO,, por ser gerado como um
subproduto da fermentagdo da matéria orgénica.

Acida (fase Ill): na fase &cida intensifica-se a formacéo de &cidos organicos e
sua conversao em acido aceético, que serao substratos para arqueas metanogénicas.
Inicia-se a formacdo de CH4, mas ainda em quantidades minimas. No entanto, o
CO, atinge o pico de producgao, proveniente do metabolismo fermentativo gerando
compostos organicos simples. O H, apresenta-se em maior quantidade no inicio da
fase Ill, mas tende a decrescer com o incremento da producao de CH,.

Metanogénica (fase IV): a fase metanogénica € também chamada de fase
metanogénica estavel, pela estabilizagdo da produgdo de metano. Nessa fase
diminui, consideravelmente, a presenca de bactérias aerdbias ou facultativas e
predominam os microrganismos estritamente anaerobios, denominados arqueas

metanogénicas. A producédo de CO, decai e tende a se estabilizar em valores entre
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35% e 50% do gas gerado no aterro. A produgédo de CH4 tende a crescer no inicio
dessa fase e se estabilizar na faixa de 45% a 60%.

Maturagédo (fase V). com a diminuicdo dos nutrientes, cai a produgao de
metano e dioxido de carbdnico. Restam na massa de residuos os substratos de
dificil degradacao e a decomposi¢cao microbiana torna-se lenta. A presséo interna da
Célula de RSU diminui, propiciando novamente o aparecimento de gases
atmosféricos como o nitrogénio e o oxigénio.

O periodo de duragdo das fases de biodegradagdo dos RSU pode sofrer
alteracées intensas, resultantes das diversas variaveis envolvidas no processo. O
Quadro 1 sugere o intervalo de tempo para cada fase da biodegradagédo que ocorre
em aterros de RSU.

Quadro 1 - Periodo médio de duracdo das fases de biodegradacdo dos RSU.

Fases Condicado Periodo
I Aerdbia Algumas horas a 1 semana
Il Anaerbbia Facultativa 1 a 6 meses
I Anaerodbia, Metanogénica Instavel 3 meses a 3 anos
\Y Anaerdbia, Metanogénica Estavel 8 a 40 anos
V Anaerobia, Metanogénica Declinante 1 ano a mais de 40 anos

Fonte: Banco Mundial (2003).

O processo de biodegradagdo dos RSU confinados em aterros sanitarios
pode se estender por muitos anos, fazendo-se necessario o monitoramento por até
mais de 30 anos, ap6s o encerramento das operagbes de aterramento, periodo
durante o qual ainda se pode detectar a produgéo de biogas.

Castilhos Jr. et al. (2003) consideram que embora essa divisdo em fases
facilite o entendimento dos fenébmenos de estabilizagdo biolégica dos RSU e seus
impactos sobre as emissdes gasosas, na pratica, em um aterro sanitario, essas
fases ndo estdo bem definidas. Isto porque sempre ha o aterramento de residuos
novos, causando diferenca na idade do material disposto, ndo sendo dificil encontrar
as varias fases ocorrendo simultaneamente. A Célula experimental deste estudo
passou pelo processo de estabilizagao biologica e, apods 1309 dias, recebeu uma
nova camada de RSU, cujo procedimento esta detalhado no item 4.2.2.

3.4 Composicao do biogas
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Em aterros sanitarios o0 processo de biodegradagdo ocorre,
predominantemente, sob condigbes anaerdbias, 0s principais constituintes do
biogas, de acordo com Tchobanoglous et al. (1993), incluem o metano (CH,4), diéxido
de carbono (CO;), sulfeto de hidrogénio (H,S), mondxido de carbono (CO),
hidrogénio (Hy), oxigénio (Oz) e amoénia (NHs), além de outros gases tragco ou
oligogases, assim denominados por estarem presentes em menores quantidades.

Tchobanoglous et al. (1993) apresentam uma composi¢cao tipica para o
biogas gerado em aterros sanitarios e, conforme mostra a Tabela 1, observa-se que,
o CH; e o CO;, sédo os gases resultantes, com maior percentual, no processo de

estabilizacdo da matéria organica sob condigdes anaerobias.

Tabela 1 - Composigao tipica do biogas em aterros.

Gases Porcentagem
Metano 45% - 60%
Dioxido de carbono 40% - 60%
Nitrogénio 2% - 5%
Oxigénio 0,1% - 1,0%
Enxofre, Mercaptanas 0% —1,0%
Amonia 0,1% - 1,0%
Hidrogénio 0% - 0,2%
Mondxido de carbono 0% - 0,2%
Gases em menor 0,01% - 0,6%
concentragdo

Fonte: Tchobanoglous et al. (1993).

O biogas pode conter mais de 300 gases, sendo que muitos deles,
geralmente nao ultrapassam 1% da composi¢do total. As concentragdes médias,
principalmente de CH4 e CO,, podem sofrer alteragdes dependendo de oscilagbes
de clima e habitos culturais da regiao.

Em aterros sanitarios brasileiros, Real (2005) obteve porcentagens de gas
metano entre 64 e 72% no aterro de Pacarambi-RJ, que podem ser consideradas
elevadas. Pesquisas realizadas no aterro de Nova Iguagu-RJ apresentaram
concentragdes de metano entre 44 e 76% (BORBA, 2006). No aterro da Muribeca-
PE, Juca et al. (2005) obtiveram de 20 a 42% para valores de dioxido de carbono e
de 30 a 58% para o gas metano. No aterro sanitario de Campina Grande-PB, as
concentragbes de metano encontradas durante o monitoramento variaram de 48 a
56% e de didxido de carbono entre 40 e 45% (GGA/UFCG, 2017).

As proporgdes desses gases no biogas de aterros sanitarios e Células

experimentais dependem das condi¢gées de biodigestdo existentes, como presenca
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de substrato, populacdes de bactérias especificas e equilibrio entre os grupos de
microrganismos. A proporgao relativa dos gases na composi¢cao de biogas pode
sofrer variagdo, dependendo também da fase da biodegradacdao ou da idade dos
RSU depositados no aterro (AIRES et al., 2016).

As diferencas existentes entre as concentragcbées de CH; e CO,, principais
gases gerados na biodecomposicdo dos residuos sélidos, estdo também
relacionadas as caracteristicas dos gases, conforme apresentado na Tabela 2.

O dioxido de carbono tem grande solubilidade em agua, ao contrario do gas
metano. Assim, uma parcela consideravel de gas carbdnico permanece dissolvida
na fragdo aquosa da massa de RSU (ENSINAS, 2003). Uma observagédo sobre o
CH,4 é a respeito do limite de explosividade, pois, quando esta presente no ar em
concentragbes de 5% a 15% torna-se explosivo, 0 que pode acarretar desastres

ambientais, além de representar risco a saude publica.

Tabela 2 - Propriedades de alguns gases existentes no biogas de aterros.

Gas Concentragao Limite de Solubilidade Propriedades
tipica no biogas explosividade em agua (g/l) gerais
CHg4 45% - 60% 5% - 15% 0,0024 Inodoro, incolor, ndo
téxico, asfixiante e
inflamavel
CO, 35% - 60% - 1,688 Inodoro, incolor,
asfixiante
N> 0-10% - 0,013 Inodoro, incolor
O, 0-4% - 0,008 Inodoro, incolor
CcO <0,1% 12,5% - 74% 0,028 Inodoro, incolor,
toxico, inflamavel
H, <0,1% 4% - 74% 0,001 Inodoro, incolor, ndo
toxico, inflamavel
H,S <0,1% 4,3% - 45,5% 3,846 Incolor, muito toxico

Fonte: Adaptado pela autora, Gandolla et al. (1997).

3.5 Fatores intervenientes na biodegradagao dos RSU e na produgéao de biogas

Diversos fatores influenciam no processo de biodegradagdo dos RSU e na
producdo de biogas, entre eles: disponibilidade de nutrientes para os
microrganismos, composi¢cao gravimétrica dos RSU, idade do aterro, umidade,
presenca de O,, temperatura e pH do meio (USEPA, 2004). A taxa de bioconversao
do material organico em biogas pode ser influenciada por diversos outros fatores,
que incluem aspectos ambientais de manejo do aterro e indicadores fisico-quimicos.

A relagéo entre esses fatores é apresentada na Figura 4.
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Figura 4 - Fatores que afetam a producao de biogas em aterros.
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Fonte: Adaptado de McBean et al. (1995).

A composicao gravimeétrica possibilita o conhecimento dos RSU quanto a sua
quantidade em peso, que é expressa em percentual, e identifica a presenga de cada
componente. Ja a composicao volumétrica, representa o espaco fisico ocupado por
cada fragao de residuos no interior da Célula apds o aterramento. A composi¢cao
fisica dos RSU é uma etapa fundamental na gestédo de residuos, contribuindo para o
estabelecimento de indices socioeconémicos, para a avaliagdo da degradabilidade,
do poder de contaminag&o ambiental, do potencial para reciclagem, reuso, além de
ser um dos principais fatores que influenciam a producdo de biogas (THANH et al
2010; BARR et al., 2013; AIRES et al., 2017).

A composicao dos RSU depende do crescimento populacional, dos padrbes
de consumo, dos habitos alimentares, da quantidade de residuos, do poder
aquisitivo, das condi¢cdes climaticas da regido, da existéncia de programas de
reciclagem e valorizagdo energética, sendo de grande importancia na definicdo das
tecnologias mais adequadas para tratamento e disposigao final de residuos (ZHANG
et al., 2010; OGWUELEKA, 2013, SONG et al.,, 2013). Esta composi¢cdo afeta
quantitativamente e qualitativamente a produgao dos gases. A disponibilidade de
fracGes facilmente degradaveis (carboidratos, proteinas e lipidios), significa maior
quantidade de substrato para a atuagdo de microrganismos. Desta forma, os
residuos com porgdes elevadas de matéria organica devem apresentar maior

potencial de produgado de biogas.
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A umidade corresponde ao valor obtido em porcentagem que € expresso pela
quantidade de agua perdida durante o processo de secagem. A agua fornece
nutrientes dissolvidos para os microrganismos, possibilita sua rapida propagacao no
meio solido, facilita o transporte de enzimas e de outros metabdlitos importantes no
processo de biodegradacdo. Os valores de umidade considerados adequados se
estabelecem entre 40 e 60% (O'LEARY e TCHOBANOGLOUS, 2002). Essa faixa
percentual determina uma melhor produgéo de metano no processo biodegradativo
dos RSU em aterros. Valores de umidade fora dessa faixa prejudicam a atividade
metabdlica dos microrganismos e a produgao de biogas (OLIVEIRA; GOMES, 2001).

Cabe ressaltar que, Palmisano e Barlaz (1996) afirmam que a umidade 6tima
fica entre 20 e 40%, para uma degradacéo eficiente dos residuos solidos aterrados.
Esses valores sédo inferiores aos apresentados por O’Leary e Tchobanoglous (2002),
dessa forma, essa faixa de umidade é bastante ampla.

A temperatura afeta os microrganismos de duas maneiras opostas. A medida
que a temperatura aumenta, as reagbes quimicas e enzimaticas da célula passam a
ocorrer com maior velocidade e o crescimento € acelerado. Entretanto, acima de
uma determinada temperatura, os componentes celulares podem sofrer danos
irreversiveis (MADIGAN et al., 2010).

As condi¢bes de temperatura dentro da massa de RSU influenciam o tipo de
microrganismo predominante e o nivel de produgao de biogas, sendo a faixa 6tima
de temperatura para as bactérias mesofilicas de 25 a 35 °C e para as bactérias
termofilicas de 45 a 65 °C (MCBEAN, 1995). Temperaturas abaixo de 15 °C geram
severas limitacbes para a atividade metanogénica, sendo a faixa otima de
temperatura para a produgéao de biogas entre 30 e 40 °C.

As arqueas metanogénicas sdo mais sensiveis as mudangas na temperatura
do que as bactérias acidogénicas e acetogénicas. Dessa forma, mudangas de
temperatura frequentes podem comprometer a eficiéncia do sistema de tratamento.
Entretanto, se a temperatura permanecer constante por um longo tempo, mesmo
fora da faixa 6tima para determinados organismos, uma nova populagao adaptada a
condigdo imposta ira predominar e, uma boa eficiéncia no tratamento e produgao de
metano podera ser alcancgada.

O potencial hidrogenidnico (pH) esta relacionado com as fases de degradacgéo
da matéria organica nos sistemas aerdbios e anaerobios, podendo variar com o
tempo de degradagao dos residuos. As bactérias produtoras de acido atingem alta

taxa de crescimento na faixa de pH entre 5,0 e 6,0. Essas bactérias sao tolerantes a
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grandes variagbes de pH, podendo atuar em valores proximos a 4,5
(CHERNICHARO, 2000). Por outro lado, as arqueas metanogénicas atingem
crescimento e producdo de metano maxima em valores de pH entre 6,5 e 7,6. De
forma geral, o pH durante o processo de biodegradagéo dos residuos solidos em
aterros varia em suas diversas fases entre 6,0 e 8,0.

De acordo com Leite (2008), na decomposicdo bioquimica da matéria
organica, uma variedade de bactérias saprofitas hidrolisa e converte o material
complexo em compostos de menor peso molecular, como os acidos graxos (acético,
propiénico e butirico). O acumulo de &cidos graxos volateis (AGV) associados ao
aumento da produgdo de CO, pelas bactérias acidogénicas e acetogénicas,
consumira alcalinidade do meio e pode levar a redugdo do pH, a depender da
capacidade de tamponamento do sistema. A instabilidade do processo anaerdbio
pode ocorrer quando a producao de acidos volateis for maior que seu consumo,
provocando queda do pH e a inibicdo das arqueas metanogénicas.

Os solidos volateis em RSU podem ser considerados como um indicador da
degradabilidade dos residuos ao longo do tempo. Altos teores de sdlidos volateis
indicam a presenga abundante de matéria organica a ser degradada, enquanto
baixos valores indicam que a matéria organica ja passou por um processo
acentuado de degradacgdo. De acordo com Monteiro et al. (2006), os sélidos volateis
presentes na fragao liquida, resultante do processo de biodegradagao, representam
a parcela facilmente degradavel resultante da atividade microbiana.

Entre outros fatores que interferem na biodegradacdo dos residuos e na
producdo de biogas, podem ser citadas ainda, a disponibilidade de nutrientes, tipo e
quantidade de bactérias, compactagdo dos residuos, tipo de cobertura de solo,
pressao, condigbes meteoroldgicas e a dimenséo e operagao do aterro.

As principais caracteristicas da geometria do aterro para produgédo dos gases
sdo a altura da massa de residuos e o sistema de cobertura final, que reduz
consideravelmente, os efeitos das condigbes atmosféricas na massa de residuos. A
compactacao do solo influencia diretamente a biodegradagao da massa de residuos,
pois sua maximizagao diminui a presenga de oxigénio no interior do aterro, evitando
o carreamento excessivo de aguas pluviais infiltradas para a massa de RSU.

Condicbes meteorolégicas como, precipitacdo e evaporagdo sao fatores
relevantes que interferem na evolugdo do processo de biodegradagao dos RSU e,
portanto, podem influenciar também a producado de biogas. Entender a variagéo de

umidade, no interior da massa de residuos em fungao do tempo de aterramento,
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torna-se relevante para avaliar a dispersdo de nutrientes, enzimas e microrganismos
no interior de Células de residuos, faciltando o ataque microbiolégico aos
compostos biologicamente degradaveis.

Para Oliveira; Braga (2017) em projetos de aterros de disposigéo de residuos,
a analise das condigbes climaticas € uma medida de protecdo ambiental, tendo em
vista que, esses fatores auxiliam no monitoramento do volume de dgua armazenada
e, que a geracao de efluentes liquidos e gasosos estd associada a infiltracdo de
agua no aterro.

3.6 Ecologia microbiana

Estudos na area de ecologia molecular microbiana vém se desenvolvendo
desde a década de 1980, utilizando diferentes técnicas para analise das
comunidades microbianas a partir de amostras ambientais. A diversidade microbiana
na avaliagado do processo de decomposigéo de residuos tornou-se um dos principais
passos em diregdo ao entendimento das propriedades metabdlicas e,
consequentemente, da produgao de biogas.

A deteccdo e a identificagdo de microrganismos, tradicionalmente, séo
realizadas de acordo com os meios de obtengdo de carbono e energia, exigéncias
nutricionais, meio de cultivo para seu crescimento e observagdo direta em
microscopio (KENNEDY, 1999). No entanto, a utilizagcdo dessas metodologias
fornecem informacdes limitadas, impedindo a deteccdo de muitos microrganismos
“nédo cultivaveis”.

Amann et al. (1995), sugerem que pequenos percentuais das espécies
bacterianas do planeta, tenham sido identificadas, deixando uma vasta porgéo dessa
biota desconhecida e ndo estudada. Para Klammer et al. (2008) apenas 20% das
bactérias que ocorrem naturalmente foram isoladas e caracterizadas.

Em alguns sistemas de tratamento anaerdbio em escala plena, cujas
condi¢des nao sao totalmente controladas, tais como aterros sanitarios e digestores
de lodo, as analises moleculares indicam que a atividade e a diversidade de arqueas
metanogénicas € menor que a de bactérias. Entretanto, em outros sistemas como
reatores Digestor Anaerdbio de Fluxo Ascendente (UASB) tratando efluente de
cervejaria, as populagbes de arqueas metanogénicas sdo bastante expressivas,
chegando a constituir mais de 78% da comunidade microbiana (DIAZ et al., 2005).
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Vale ressaltar que, o fato da diversidade microbiana ser modificada durante
as fases de digestdo anaerdbia, nem sempre quer dizer alteragdo na eficiéncia de
tais sistemas. Uma comunidade microbiana muito diversa pressupde a existéncia de
varias espécies ou géneros que desempenhem fungdes ecoldgicas semelhantes. A
deplegdo de um ou mais grupos, poderia ser suprida por outros metabolicamente
semelhantes, sem prejuizo do funcionamento do sistema. Entretanto, ha populagées
gue s&0 essenciais, mesmo que em menor numero, que poderiam, inclusive, definir
a rota metabdlica principal no ecossistema (ABREU, 2007).

Para estudar a producdo de biogas em RSU aterrados se faz necessario
analisar a evolugdo da decomposicdo da matéria organica, bem como os
microrganismos que atuam nesse processo. Nesse contexto, os dominios Bacteria e
Archaea sdo complexos e estdo em constante alteragdo, abrangendo uma grande
diversidade de microrganismos, cada um com 0 seu proprio genoma, componentes
celulares e reagdes metabdlicas, que interagem entre si e com o ambiente de
diferentes maneiras (SANTOS et al., 2009).

Woese et al. (1990) realizaram a analise comparativa das sequéncias das
moléculas do gene RNA ribosomal (RNAr) 16S, e sugeriram trés linhagens celulares
filogeneticamente distintas. As linhagens, denominadas dominios, sdo Bacteria e
Archaea (ambos procariotos) e Eukarya (eucariotos), conforme Figura 5. Acredita-se
gue os dominios divergiram a partir de um organismo ancestral comum ou de uma
comunidade de organismos, no inicio da vida na Terra (MADIGAN et al., 2010).

A arvore filogenética da vida revela dois fatos evolutivos muito importantes:
(1) todos os procariotos nao exibem estreita relagcéo filogenética e (2) as Archaea
estdo mais relacionadas a Eucarya que a Bacteria. Assim, a partir do ultimo
ancestral universal comum, a diversificagdo evolutiva seguiu, inicialmente, duas
diregbes: Bacteria e uma segunda linhagem principal. Essa segunda linhagem por
fim divergiu, originando o dominio Archaea, que manteve a estrutura celular

procariética, e o dominio Eukarya, que ndo o fez (MADIGAN et al., 2010).
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Figura 5 - Arvore filogenética dos dominios Bacteria, Archaea e Eukarya.
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fendtipos, que podem ser unicos, enquanto outros sdo compartilhados entre dois ou

até entre os trés dominios, conforme observa-se no Quadro 2.

Quadro 2 - Diferengas entre os dominios Bacteria, Archaea e Eucarya.
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Membrana nuclear Ausente Ausente Presente
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O dominio Archaea taxonomicamente esta formado por cinco filos,
Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota, Nanoarchaeota e Thaumarchaeota.
Embora esta seja a classificagdo formal, de acordo com a taxonomia, podem-se
distinguir quatro grupos distintos de arqueas: haloarchaeas, archaea metanogénica,
archaea hipertermofila e archaea acidofila extrema (PINTO, 2017). De acordo com
Garcia (2014), a producdo biolégica de metano é realizada pelas &arqueas
metanogénicas (anaerdbias estritas), que pertencem em sua maioria ao filo
Euryarchaeota. Atualmente, muitas arqueas metanogénicas ja foram descritas com
base na comparagao das sequéncias do gene RNAr 16S e estao classificadas em 6
ordens, 14 familias, 33 géneros e 690 espécies (Figura 6).

Figura 6 - Ordens, familias, géneros e nimeros de espécies de arqueas
metanogénicas pertencentes ao filo Euryarchaeota.
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3.7 Técnicas de biologia molecular nos estudos de ecologia microbiana

De acordo com Hinojosa et al. (2014), os ensaios moleculares apresentam
vantagens de serem altamente especificos e usados para detectar um gene ou
sequéncias de acidos nucléicos de um organismo particular, ou de um grupo de
organismos e de detectar organismos especificos ou grupos taxondmicos
amplificados. Durante muito tempo, essas técnicas foram caras e laboriosas para
serem executadas de forma rotineira, mas este quadro tem mudado,
consideravelmente, nos ultimos anos e, diversas metodologias moleculares tém sido
desenvolvidas, contribuindo significativamente, para um grande avanco do
conhecimento sobre a variabilidade genética de microrganismos.

Um dos métodos moleculares aplicados na caracterizagdo microbiana € o uso
de biomarcadores, moléculas que possuem regides altamente conservadas entre os
diferentes organismos e regides variaveis, especificas de cada um. As regides
variaveis podem ser consideradas a impressao digital de um organismo (PACE et
al., 2012).

Um biomarcador comumente utilizado para inferir identidade de organismos é
o gene que codifica o0 RNA ribossomal (RNAr), que é parte integrante do ribossomo,
onde ocorre a sintese de proteinas e esta presente em todas as células. A regido
16S compde a subunidade menor dos ribossomos presentes em organismos
procariontes (bactérias e arqueas), constituido por um polirribonucleotideo de
aproximadamente 1500 nucleotideos.

Embora existam posicdes filogeneticamente informativas ao longo de todo o
gene, a maior variabilidade se concentra nas primeiras 500 bases nucleotidicas
(PATEL et al.,, 2002). GenBank, o maior banco de dados de sequéncias, tem
aproximadamente 20 milhées de sequéncias depositadas, das quais 90000 sao
referentes ao gene que codifica o RNAr 16S, o que permite a comparagdo da
sequéncia das linhagens desconhecidas com as disponiveis.

A variagao genética do RNAr 16S tem sido explorada para inferir relagées
flogenéticas entre os microrganismos, para “desenhar” primers especificos e para a
deteccao de grupos microbianos individuais em habitats naturais. A amplificacéo e a
analise do gene que codifica o RNAr, portanto, tém sido utilizadas comumente para
investigar a biodiversidade e a estrutura da comunidade microbiana de diversos

ambientes, inclusive de aterros sanitarios.
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A extracdo de DNA € o primeiro passo para utilizagdo de técnicas
moleculares. Neste aspecto, a qualidade e a integridade do DNA s&o fundamentais
para o sucesso nas etapas posteriores. Normalmente, os componentes da solugéo
extratora variam de acordo com o protocolo utilizado, sendo que cada solugéao deve
conter um tampao para estabilizar o pH, um sal para dissociar as proteinas, um
detergente para solubilizar as membranas e um agente inativante das DNAses, cuja
funcéo é proteger o DNA. A extracdo e purificacdo de DNA a partir de diversas
amostras experimentais € uma etapa fundamental para obter alta eficiéncia de
amplificagao nos protocolos que usam a reagéo em cadeia da polimerase (PCR).

Os métodos moleculares, independentes de cultivo, utilizam como etapa
inicial, a amplificacdo de genes marcadores pela PCR. Apds a extracdo do DNA de
uma dada amostra, o material extraido serve como molde para a PCR. A regido a
ser amplificada, devera conter sequéncias conservadas, que irdao permitir o
pareamento dos iniciadores e regides variaveis que serao utilizadas para filogenia
(YE et al., 2012).

Dentre as técnicas moleculares recentes, aplicadas aos microrganismos
encontrados em aterros, destacam-se: T-RFLP ou TRF (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism); Hibridizagdo fluorescente in situ (FISH), Amplified
Ribossomal DNA Restriction Analysis (ARDRA); Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis (DGGE) e pirossequenciamento.

As técnicas de PCR e DGGE sdo as mais aplicadas em amostras de aterros
sanitarios e no estudo microbioldgico para a formagéo do biogas. Essas técnicas sao
caracterizadas por fornecerem a identificacdo de microrganismos em nivel de
género e espécie, como também se determinado composto esta sendo degradado,
pois, ha como determinar se um gene esta sendo expresso, independentemente, de
qual género esteja atuando. Assim, pode-se dizer que, em algum momento, ocorreu
a producao de determinado composto ou sua degradacao (LIU et al., 2011).

A PCR criada em 1983 por Kary Mullis, € uma das técnicas mais comuns
utilizadas em laboratdrios de pesquisas médicas e bioldgicas para diversos fins,
como o0 sequenciamento de genes e diagndstico de doengas hereditarias,
fingerprinting genético (usado em testes de paternidade e na medicina forense),
diagndstico de doencgas infecciosas e criagdo de organismos transgénicos, bem
como a identificagdo de organismos patogénicos e de agentes infecciosos né&o
cultivaveis (QUINTAES et al., 2012).
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A PCR é um método sensivel de amplificagéo (criagdo de multiplas copias) de
DNA que permite detectar organismos, mesmo que em pequenas quantidades e de
forma rapida e precisa. A técnica consiste na sintese in vitro de milhées de cdpias de
um segmento especifico de DNA, na presenga da enzima DNA polimerase, sendo
esse metodo considerado sensivel e viavel economicamente, embora, em principio,
seu custo seja elevado, a frequente utilizagdo desta técnica é compensatoria.

Cada ciclo de replicagdo in vitro de DNA envolve trés etapas basicas,
desnaturagdo, anelamento e extensdo. Na desnaturagdo (normalmente a 94 °C)
ocorre a separacao da dupla fita de DNA para exposicdao dos sitios-alvo. Na
segunda etapa, com a diminuicdo da temperatura (por exemplo, a 55 °C), ocorre o
anelamento dos primers em regides especificas de cada fita simples de DNA, que
serve como molde, delimitando, assim, a regido inicial e a regido final da sequéncia
genOmica a ser amplificada. Finalmente, na etapa de extensédo, ocorre a sintese de
DNA complementar a fita-molde que, geralmente, é realizada em uma temperatura
de 72 °C. Desta forma, em 25 a 40 ciclos, € possivel produzir, em poucas horas,
milhdes de copias especificas de DNA, até mesmo quando a amostra inicial contém
apenas uma unica sequéncia alvo original.

A DGGE, foi desenvolvida por Muyzer et al. (1993) e permite a separagdo de
fragmentos amplificados de DNA do mesmo tamanho, mas que tém diferengas na
sua constituicdo quimica. Seu principio baseia-se na diferenca de estabilidade das
fitas duplas de DNA, que depende do conteudo das bases nitrogenadas em um
gradiente desnaturante.

A migracdo dos produtos de PCR amplificados no gel gera um perfil de
bandas. Assim, fragmentos com mesmo tamanho, mas com composi¢cdo de bases
diferentes irdo apresentar diferentes mobilidades no gel. Cada banda no gel
representa teoricamente, uma espécie ou um grupo de microrganismos, Com mesmo
comportamento desnaturante. O padrdo de bandeamento representa a comunidade
microbiana estudada (MUYZER et al.,1998; ABREU, 2007). Por meio do DGGE é
possivel detectar 50 das variagées em sequéncias de fragmentos com até 500 pares
de base (pb).

A técnica de DGGE tem sido intensamente utilizada, em varios estudos, para
investigar biodiversidade microbiana nos mais variados ambientes, tais como aterros
sanitarios, aquiferos contaminados, campos de plantio de arroz, sedimentos de
lagos e reatores anaerobios (CASAMAYOR et al., 2000; CASSERLY et al., 2003;
WATANABE et al., 2004; AKARSUBASI et al., 2005; BUZZINI et al., 2006).
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Existem algumas limitagdes que foram observadas na técnica de DGGE. Por
exemplo, mais de uma banda presente no gel pode estar relacionada a um mesmo
microrganismo; como é uma técnica semi-quantitativa, bandas pouco visiveis sao
mais dificeis de serem detectadas, sendo somente possivel a identificacdo das
bandas mais intensas, o que corresponderia aos microrganismos mais frequentes na
comunidade em estudo (MUYZER; SMALLA, 1998).

O uso combinado das técnicas de biologia molecular tem sido bastante
aplicado para avaliar a diversidade microbiana em varios ambientes. Contudo, se
além da estrutura, deseja-se caracterizar as espécies ou 0s taxons presentes na
comunidade, utilizam-se técnicas de identificagdo, como o sequenciamento de DNA,
que fornece uma visdo acerca da diversidade e da riqueza da comunidade
amostrada (QUINTAES et al., 2012).
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4 METODOLOGIA
4.1 Area de estudo

O municipio de Campina Grande esta localizado na mesorregido Agreste do
estado da Paraiba, possui uma area de 594 km2, perimetro urbano de 75 km? e
situa-se a 120 km da capital do Estado, Jodo Pessoa. De acordo com estimativas do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE (2017), sua populagdo é de
aproximadamente 407.754 habitantes, sendo a segunda cidade mais populosa da
Paraiba. A regido metropolitana, formada por dezenove municipios, possui
populacdo estimada em 630.777 habitantes.

A altitude média é de 551 m, com as seguintes coordenadas geograficas:
latitude de 7° 13’ 50” Sul e longitude de 35° 52’ 52” Oeste. O clima da regido € do
tipo semiarido com temperatura média anual de 22,4 °C e precipitagdo média de
875,4 mm (AESA, 2013). A geragdo per capita de RSU é de 0,64 kg.hab.dia™
resultando em uma produgdo em torno de 261 t.dia™ de residuos (ECOSAM, 2014;
ECOSOLO, 2016).

O desenvolvimento deste estudo contou com a construgao, instrumentagao e
monitoramento de uma Célula experimental de RSU, localizada no Campus | da
UFCG. Esta Célula possui estrutura cilindrica rigida, com segéo transversal circular.
O modelo foi escolhido visando facilitar a distribuicdo e a compactagéo dos residuos,
uniformizar a distribuicdo das pressdes laterais na parede interna, evitar caminhos
preferenciais de percolagao do lixiviado e reduzir a area de superficie lateral interna.
As dimensdes foram definidas com o objetivo de atingir a altura de residuos
suficiente para facilitar o estabelecimento de condigées anaerdbias, levando em
consideracao também o custo para construgao e preenchimento com os residuos.

4.2 Delineamento experimental
4.2.1 Construgao, instrumentacgéao e locais de amostragem da Célula experimental

A Célula experimental foi construida em alvenaria de tijolos macigos, possui
2,0 m de diametro interno, 3,5 m de altura e volume de 11 m®(Figura 7). E dotada de

sistemas de drenagem de liquidos e gases, medidores de nivel dos liquidos, de
recalque superficial e profundo e de temperatura ao longo da profundidade.
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O sistema de drenagem do lixiviado foi construido com um tubo de PVC de 40
mm perfurado, apoiado sobre o0 solo e por uma camada de brita n° 19, que promove
a drenagem da area da base da Célula experimental. Nas camadas de base e de
cobertura foi utilizado um solo com caracteristicas de baixa permeabilidade, para
evitar o fluxo excessivo de liquidos e gases. Apresenta ainda, 12 pontos de coletas
de RSU distribuidos ao longo do didmetro e altura da Célula experimental, os quais
sao definidos em niveis de profundidade superficial, superior, intermediario e inferior.

Figura 7 - Célula experimental de RSU.

Fonte: Autor (2013).

N

Visando obter amostras representativas dos RSU de Campina Grande-PB, a
Célula experimental foi preenchida com residuos coletados, em locais selecionados
a partir de um planejamento estatistico, com nivel de confianga de 95% e erro
maximo de 5%. Esse planejamento levou em consideragao a populagao dos bairros,
as zonas da cidade (Norte, Sul, Leste e Oeste) e a quantidade de RSU produzidos,
segundo dados obtidos junto a Diretoria de Limpeza Urbana (DLU) e ao IBGE.

A partir das 4 zonas da cidade foi realizada uma amostragem estratificada
proporcional ao numero de bairros existentes em cada zona. Em seguida, por meio
de uma amostragem aleatéria, foram selecionados os locais de coleta dos RSU.

A coleta nos bairros sorteados foi realizada em um caminhdo basculante,
cedido pela Prefeitura Municipal de Campina Grande (PMCG), de acordo com as
rotas definidas juntamente com a Secretaria de Obras e Servigos Urbanos (SOSUR).
A Figura 8 ilustra o mapa de Campina Grande-PB, com destaque para as zonas

existentes e os bairros onde foram coletados os residuos soélidos urbanos.
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Figura 8 - Mapa dos bairros de Campina Grande-PB e locais de coleta dos RSU.
Zona Norte

Zona Oeste

S g Zona Leste

Zona Sul

A Tabela 3 apresenta o numero de bairros pertencentes a cada zona, o
percentual amostral, a quantidade de bairros selecionados por zona, os locais
sorteados para coleta dos RSU e a quantidade de residuos a ser pesada para

garantir a representatividade da amostra.

Tabela 3 - Representagao das zonas e quantitativo de RSU coletados.

Nimero Percentual | Quantidade Peso dos
Zonas de bairros amostrado | de bairros Bairros residuos
(%) por zona (kg)

Conceicao 271,13
Norte 14 28 3 Nacgdes 110,85
Palmeira 448,66
Estacéo Velha 261,20
Jardim Paulistano 632,84
Sul Js 32 : S0 José 311,41
Velame 475,90

José Pinheiro 1.270,24
Leste 07 14 2 Nova Brasilia 739,97
Dinamérica 431,95

Oeste 13 26 3 Malvinas 3.052,04
Quarenta 393,87

TOTAL 8.400,06

Fonte: Adaptado de Silva (2016).
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4.2.2 Retroalimentagao da Célula experimental de RSU

Durante o desenvolvimento das atividades da Célula experimental,
preenchida no ano de 2011, foi observado que a altura de residuos no ano de 2015,
apresentou reducao de mais de 50% em relagdo a altura inicial, ocorrida devido aos
recalques acentuados (deformacgbes verticais na massa de RSU), o que gerou
problemas técnicos e operacionais durante as coletas e monitoramento dos
residuos.

Os principais problemas destacados foram, a inviabilizagcdo da retirada de
residuos em 6 pontos de coleta da Célula experimental e a redugdo nas
concentragdes de gas metano. Objetivando cumprir as metas propostas no plano de
tese, foi verificada a necessidade de manutengado da Célula experimental, por meio
de reparos construtivos e a insercdao de nova instrumentacdo, a fim de dar
continuidade as pesquisas e ao monitoramento do sistema experimental. Com base
nestas constatagdes, foi realizado um novo enchimento da Célula com RSU,
denominado de retroalimentacdo. E importante destacar que, esse procedimento de
retroalimentagdo € comum na rotina operacional de aterros sanitarios.

Sendo assim, com a retroalimentagao da Célula experimental buscou-se obter
informacgdes atuais da composi¢cdo gravimétrica e volumétrica dos residuos sélidos
da cidade de Campina Grande-PB; repor os RSU na Célula; avaliar os recalques e a
estabilidade dos residuos compactados; viabilizar as coletas de amostras sdlidas em
todos os pontos da Célula e estimular a produgéo de biogas.

Ainda nesse processo, houve a retirada da camada de cobertura (solo
compactado) e a realizagdo de manutencdo na instrumentagao ja instalada, bem
como a inclusdo de instrumentos complementares para o monitoramento dos
residuos. Dos instrumentos instalados durante a retroalimentagdo, podem-se
destacar: insercdo de sensores de temperatura do tipo k, placas magnéticas de
recalques ao longo da massa dos novos residuos e placas de recalques superficiais
(Figura 9).

Desta forma, a distribuicdo dos residuos na Célula experimental consiste de
residuos antigos e novos. Os residuos antigos correspondem ao enchimento
realizado em setembro de 2011 e a retroalimentagdo com residuos novos foi
realizada em abril de 2015. A amostragem dos RSU coletados seguiu a mesma
configuragdo do primeiro enchimento da Célula. Os resultados contemplados para
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esta pesquisa representam o monitoramento da Célula experimental, apenas apds o

processo de retroalimentagéo.

Figura 9 — (a) Instrumentagéo da Célula experimental; (b) Configuragéo apds a
retroalimentagdo com RSU.
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A Tabela 4 apresenta os meses de referéncia e os dias decorridos do primeiro
enchimento e do procedimento de retroalimentacdo da Célula experimental. Vale
ressaltar que, as amostras foram coletadas mensalmente e sao referentes aos niveis
superior, intermediario e inferior, pois, o nivel superficial foi desativado apds 30 dias
do inicio do monitoramento, devido ao deslocamento vertical da massa de residuos,
ocasionado tanto por fatores mecénicos, quanto pela agdo dos microrganismos na
degradagao da matéria organica.
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Tabela 4 - Més de referéncia e dias decorridos do primeiro enchimento e da
retroalimentagédo da Célula experimental de RSU.

Dias Més de Dias
enchimento referéncia retroalimentacgao

1309 abr-15 0

1348 mai-15 39

1389 jun-15 80

1418 jul-15 109
1446 ago-15 137
1481 set-15 172
1515 out-15 206
1542 nov-15 233
1558 dez-15 249
1607 jan-16 298
1628 fev-16 319
1649 mar-16 340
1691 abr-16 382
1733 mai-16 424
1761 jun-16 452
1782 jul-16 473
1817 ago-16 508
1908 nov-16 599
2013 mar-17 704
2139 jul-17 830
2149 ago-17 858
2151 set-17 860

4.2.3 Composigao gravimétrica e volumétrica dos RSU

Para determinar a composigdo gravimétrica e volumétrica dos RSU, a
metodologia seguiu a Réseau Européen de Mesures pour la Caractérisation des
Ordures Ménagéres (REMECOM), descrita no Caderno Técnico Lipor (2000) para a
triagem de residuos.

Inicialmente, os residuos coletados foram homogeneizados e quarteados, em
seguida, retirou-se 160 kg da pilha resultante do quarteamento dos RSU.
Posteriormente, os residuos foram pesados e separados em fragdes de plasticos,
metal, vidro, papel e papeldo, matéria orgénica, compdésitos (madeira, 0ssos, caixas
de leite, entre outros) e téxteis sanitarios (papel higiénico, absorventes, fraldas
descartaveis). Para determinar o percentual de cada componente presente nos

residuos solidos foi utilizada a Equagéo 1.

CG = -Es Equagéo 1
Pt
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Onde:

CG = Composigao gravimétrica (%);

Para exprimir a CG em %, a relagao entre os pesos deve ser multiplicada por 100.
Prs = Peso de cada fragao segregada (kg);

Pt = Peso total dos residuos sélidos a serem segregados (kg).

Para a composi¢do volumétrica foram realizadas leituras de volume do
mesmo material utilizado na composig¢ao gravimétrica. A compactacao dos residuos
foi realizada com um soquete manual, confeccionado pelo Grupo de Geotecnia
Ambiental (GGA), medindo 0,503 m? de area, 0,075 m® de volume e peso de 26 kg.
Apés a compactagcdo dos RSU, foram medidos a altura e o didmetro, obtendo-se o
volume destes residuos. Os procedimentos realizados para a composigao

gravimétrica e volumétrica estdo ilustrados na Figura 10.

Fig_ura 10 - Detalhes da cqénposigéo gravimétrica e volumétrica dos RSU.

4.3 Monitoramento da Célula experimental

As amostras de RSU foram extraidas da Célula experimental (Figura 9) em
diferentes profundidades (2,70; 2,0; 1,35 e 0,7 m). O procedimento de coleta seguiu
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a NBR 10007 (ABNT, 2004) - Amostragem de Residuos, tendo sido retirados,
aproximadamente, 0,5 kg de RSU de cada nivel, com o auxilio de um amostrador
com formato helicoidal.

As amostras coletadas nos diferentes niveis da Célula foram picotadas e
imersas em 1000 mL de agua destilada, por 30 minutos, para obtengdo do extrato
liquido, procedimento recomendado pela NBR 10006 (ABNT, 2004). Do extrato de
lixiviado obtido por meio de amostras sdlidas dos RSU foram realizadas analises
microbioldgicas e fisico-quimicas mensais, em seguida, os remanescentes das
amostras foram etiquetados e refrigerados a 4 °C no Laboratério de Geotecnia
Ambiental (LGA) da UFCG.

Posteriormente, as amostras refrigeradas foram caracterizadas por meio da
biologia molecular em duas etapas. A primeira foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular da EMBRAPA Milho e Sorgo - Nucleo de Biologia Aplicada (Sete
Lagoas-MG) para caracterizagao bacteriana. E a segunda etapa foi realizada no
Laboratério de Biotecnologia (LBiotec) da UFCG-Campus Cuité, para caracterizagao
das arqueas metanogénicas.

Na Figura 11 apresenta-se o fluxograma com os procedimentos que foram

realizados para o monitoramento da Célula experimental de RSU.

Figura 11 - Fluxograma de monitoramento da Célula experimental de RSU.
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4.3.1 Extracdo de DNA - Kit

Inicialmente, duas metodologias foram testadas na preparagdo das amostras
para extragcdo de DNA, com o objetivo de verificar qual técnica potencializaria a
ruptura das células, evitando perdas e, que apresentaria maior rendimento e pureza
de acidos nucléicos.

O procedimento de filtragdo (Lab1000, modelo LM-300) consistiu em separar
200 mL do extrato de lixiviado e dividir em duas aliquotas de 100 mL cada. Para
cada aliquota foram realizadas trés pré-filtragens, uma com filtro médio (Whatman
Schleicher & Schuell, US) e duas com membrana de 0,45 ym de porosidade
(Whatman Schleicher & Schuell, US), ambas a fim de remover os sélidos em
suspensao. A extracdo do DNA foi realizada a partir do material depositado no filtro
de 0,45 ym de porosidade resultante das duas ultimas filtragdes.

O procedimento de centrifugacdo (Quimis, modelo Q222TM104) consistiu em
transferir 45 mL do extrato de lixiviado para tubos conicos estéreis, tipo falcon,
sendo coletados 15 mL das amostras dos diferentes niveis da Célula experimental
(superior, intermediario e inferior). A centrifuga foi programada para 4000 g, por 30
minutos a 20 °C, para separacgao da fragao liquida. Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o material centrifugado foi conduzido a balanga analitica para pesagem
de 0,5 g da fragao sedimentada.

Para extragdo foi escolhido o Kit Power Soil DNA Isolation (MOBIO
Laboratories), por ser bastante utilizado em estudos de comunidades ou grupos
especificos, em lixiviados, reatores anaerdbios, solos para aterros de RSU,
agrossistemas cafeeiros e de cana-de-agucar (SCARAMAL et al., 2005; BIANCO et
al., 2015). O procedimento de extragao direta é simples, rapido e permite analisar
um numero de amostras sem perder a reprodutibilidade; o protocolo seguiu as
recomendagdes do fabricante que acompanha o kit.

Para verificar a integridade do DNA extraido, uma aliquota de 5 pL de cada
amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,8%, em tampao Tris-
Acetato-EDTA (TAE) 1X, a 100 Volts, por 30 minutos. Os marcadores utilizados
(Figura 12), para estimar o peso molecular dos fragmentos de DNA lineares de
cadeia dupla, na corrida em gel de agarose foram o Low Mass DNA Ladder e o 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). Para visualizagdo do material aplicado no gel de
agarose, foi utilizado um transiluminador, modelo L-Pix (Loccus Biotecnologia).
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Figura 12 - Marcador molecular (a) Low Mass DNA Ladder; (b) 1 Kb DNA Ladder.
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Fonte: Instruction Manual (2013).
4.3.2 Extragédo de DNA — CTAB

O método Dellaporta et al. (1983) ou CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) é
comumente utilizado para extragdo de DNA em diferentes espécies vegetais, sendo
modificado para extragdo de DNA das amostras de RSU.

O protocolo baseado no detergente CTAB, normalmente, fornece DNA integro
para amplificagées por PCR e mostrou-se eficiente por realizar a extragao de varias
amostras, apresentando elevado rendimento de DNA. Esse método foi escolhido
como uma alternativa, visto que, o Kit Power Soil DNA Isolation (MOBIO
Laboratories) permite poucas extracdes, tem elevado custo e fornece menor
guantidade de DNA total ao final do procedimento de extragao, limitando o numero
de aliquotas e estocagem em longo prazo.

O procedimento de extragdo do DNA consistiu em: a) inserir nas amostras de
RSU 3 mL de tampdo CTAB, que contém em sua composicdo: brometo de
cetiltrimetilaménio, NaCl, Tris-HCI com pH 8,0, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) com pH 8,0, polivinilpirrolidona (PVP) e agua destilada; adicionar 2 pL de (-
mercaptoetanol e 5 puL de proteinase K. b) colocar as amostras com CTAB, em
banho-maria a 65 °C, por 5 minutos. c) retirar do banho-maria e conduzir as
amostras para a camara incubadora com agitagao orbital (Shaker) a 37 °C, por 10
minutos a 100 g. d) ao retirar do Shaker, as amostras foram novamente para o
banho-maria a 65 °C, por 5 minutos. e) transferir em duplicata 700 uL das amostras
para os tubos eppendorfs de 2 mL, previamente identificados. f) adicionar 700 pL de
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solugéo de cloroférmio e de alcool isoamilico (Clorofil) e homogeneizar a amostra no
agitador tipo vortex. g) centrifugar a 12000 g, por 20 minutos, em temperatura
ambiente para separar a fase orgénica e a fase aquosa. h) remover a fase aquosa
(superior) para um novo microtubo tipo eppendorf de 1,5 mL, identificado. i) apds a
remocao final do sobrenadante, adicionar 800 pL de isopropanol (gelado). j)
armazenar a -20 °C, por no minimo 120 minutos (para evitar a precipitagdo de
polissacarideos). k) retirar a amostra refrigerada e novamente centrifugar a 12000 g,
por 20 minutos em temperatura ambiente. |) descartar o sobrenadante. m) adicionar
ao pellet 500 uL de etanol a 70% (gelado). n) centrifugar a 12000 g, por 5 minutos a
20 °C. o) descartar o sobrenadante e secar o pellet por 60 minutos ou inserir na
estufa de esterilizagdo a 65 °C, por 3 minutos. p) ressuspender o pellet em 100 yL
de agua ultrapura (Milli-Q). q) incubar a -20 °C.

Posteriormente, o DNA extraido pode ser quantificado e analisado quanto a
sua qualidade. Para esse fim, um gel de agarose na concentracdo 0,8% foi
preparado com a adicao de 5uL de brometo de etidio. Em seguida, SuL de DNA
extraido e 1uL de TA (Tampdo de Amostra) foram inseridos no pogo do gel de
agarose. A fonte utilizada para corrida eletroforética foi programada para uma tensao
elétrica de 100 V, uma corrente elétrica de 500 mA, poténcia de 100 W, por 30
minutos. O marcador utilizado foi o Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Finalmente,
o material aplicado no gel de agarose apos a eletroforese foi visualizado em luz
ultravioleta e fotodocumentado por meio de um transiluminador, modelo L-Pix
(Loccus Biotecnologia).

4.3.3 Quantificacdo de DNA nas amostras de RSU

As amostras de DNA foram avaliadas quanto a concentragdo e pureza por
meio da analise da densidade optica (DO) em espectrofotdmetro, visto que, o DNA
absorve luz no comprimento de onda de 260 nm e as proteinas absorvem 280 nm.
As quantidades de DNA e de proteina foram avaliadas para estimar a qualidade do
DNA extraido pela relagdo Azsor2so-

A quantificacdo de todas as amostras de RSU que tiveram o DNA extraido
pelos métodos CTAB e Kit, foi realizada no espectrofotometro NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific Inc). Esse equipamento possibilita, de forma muito rapida,
mensurar as concentragbes e a pureza das amostras com apenas 1uL de DNA
(Figura 13).
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Figura 13 - (a) Espectrofotdmetro; (b) Aplicagao e quantificagdo do DNA.
2R ; =
. [

4.3.4 PCR com primers universais — Dominio Bacteria

Apos a extragdo de DNA, as amostras foram submetidas a amplificagdo dos
genes que codificam a regido 16S do RNA ribossomal de bactérias, com primers
universais (Tabela 5). Na PCR foram utilizadas aliquotas especificas nos microtubos
tipo eppendorf, que continham um mix de solugdo tampdo de PCR, DNA das
amostras de RSU, agua ultrapura (Milli-q), desoxirribonucleotideostrifosfatos
(dNTPs), MgCl,, DMSO 20%, Taqg-DNA polimerase, primer forward e reverse. O kit
utilizado para o preparo do mix foi KAPA Taq PCR (Kapa biosystems).

Tabela 5 — Sequéncias de primers universais utilizados para o dominio Bacteria.

Primer PCR Sequéncias nucleotidicas
27F  1?PCR AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492R 12 PCR TACCTTGTACGACT

341F 22 PCR CGCCCGCCGCGCGLCGGLGGGLGGEGGLGGGEE
GCACGGGGGGACTCCTACGGGAGGCAGCAG

534R 22 PCR ATTACCGCGGCTGCTGG

Bactéria

Os primers universais utilizados na PCR foram 27F forward e 1492R reverse.
Em seguida, foi realizada a Nested PCR, que se baseia em amplificar, em uma
segunda etapa, uma sequéncia mais especifica da regido do DNA, que foi
originalmente amplificada na primeira PCR. Para a segunda amplificagéo foi utilizado
o par de primers 341F forward e 534R reverse para bactérias.

As amplificagdes foram realizadas no termociclador (Apllied Biosystems

Thermal Cyclers). As condigbes térmicas que ofereceram melhores resultados de
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amplificagdo foram: 2 minutos a 95 °C (desnaturacédo inicial), 35 ciclos de 30
segundos a 94 °C (desnaturagéo), 30 segundos a 55 °C (anelamento) e 1 minuto e
30 segundos a 72 °C (extensao) e, finalmente, 5 minutos a 72 °C (extenséo final).

Posteriormente, a eletroforese foi realizada em gel de agarose, na
concentragdo de 1%, contendo 5 pL de brometo de etidio. Foram inoculados em
cada pogo 1 uL de TA (Tampéo de Amostra) e 15 uL da PCR. A fonte utilizada para
corrida eletroforética foi programada para uma tenséo elétrica de 80 V, uma corrente
elétrica de 500 mA, poténcia de 100 W, por 90 minutos. O marcador utilizado foi o
Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Finalmente, o material aplicado no gel de
agarose, apos a eletroforese foi visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentado
por meio de um transiluminador, modelo L-Pix (Loccus Biotecnologia).

4.3.5 Eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)

Os produtos de PCR obtidos a partir das amostras de RSU foram submetidos
a DGGE. A solugao do gel foi feita segundo protocolo de Muyzer et al. (1993) e a
corrida eletroforética ao longo do gel se processou a 60 °C e 80 V, em cercade 7 L
de tampéo TAE 0,5 X, durante 17 horas. Ao final da eletroforese, o gel foi corado por
20 minutos, em solugdo contendo 60 uL de gel red concentrado, 200 uL de agua
deionizada, 4 uL de NaCl 5 M e visualizado sob luz ultravioleta. As imagens do gel
foram documentadas usando um sistema de captura digital de imagem Launch Doc
ITLS — UVP, versao 5.0.

As bandas de interesse foram excisadas e introduzidas em tubos do tipo
eppendorf, contendo 50 pL de &gua ultrapura estéril, que foram agitados em
microdesmembrador a 4800 g, durante 3 minutos e armazenados a 4 °C (overnight).
Apos este periodo, os tubos foram centrifugados a 2800 g, por 3 minutos e o
sobrenadante contendo os fragmentos de DNA foi coletado e armazenado em

microtubos a -20 °C.

4.3.6 Preparagéao das amostras para sequenciamento - Dominio Bacteria

As bandas purificadas dos géis de DGGE foram reamplificadas com os
mesmos pares de primers forward e reverse universais (Tabela 5). O programa de
ciclos de PCR adotado foi: 2 minutos a 95 °C (desnaturagao inicial); 35 ciclos de 30

segundos a 94 °C (desnaturacao), 30 segundos a 55 °C (anelamento); 1 minuto e 30
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segundos a 72 °C (extensédo) e 5 minutos a 72° (extensao final). Cerca de 90 pL de
produtos de PCR de cada banda extraida foram purificados utilizando o kit Wizard
DNA Clean-Up System (Qiagen), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

Os produtos de PCR, uma vez purificados e quantificados, foram
sequenciados no Nucleo de Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo, em Sete
Lagoas-MG. A caracterizagdo microbiana foi realizada por comparagdo das
sequéncias publicadas no banco de dados Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) nucleotide (n), considerando a identidade acima de 98%.

4.3.7 PCR com primers especificos — Dominio Archaea

A sintetizacdo de primers especificos para arqueas foi definida a fim de obter
informacdes detalhadas das populagcdes presentes nos RSU aterrados. A escolha
dos primers foi realizada de acordo com Skillman et al. (2004), Armougom et al.
(2009), Kim et al. (2014), Sawayama et al. (2005) e Yu et al. (2005).

Os primers, o grupo alvo, as sequéncias nucleotidicas forward e reverse, o
numero de pares de base esperados e a temperatura de anelamento de cada primer
estdo apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 - Primers especificos utilizados nas PCRs do dominio Archaea.

Pares del Temperatura
[ Grupo Alvo P Foward Sequéncia F P Reverse SequénciaR base de
{pb) | anciamento

P | Género Meihanobrevibacter| Mbb1 CTCCGCAATGTGAGAAATCG | Archri386 | GCGGTGTGTGCAAGGAGC | 322 54°C

P2| Methancbrevibactersmithii | M_smithiF | CCGGGTATCTAATCCGGTTC | M. smithiiR |CTCCCAGGGTAGAGGTGAAA| 123 5486°C

P3| Ordem Methanobacteriales | Mbac 1331 | GAGATGGAACCTGAGACAAG | Archr1386 | GCGGTGTGTGCAAGGAGC | 216 524°C

P4| Methanosarcinaspp. Medhanosarc. F| TAGCAAGGGCCGGGCAAGA |Methanosarc. R| ATCCCGGAGGACTGACCAAA| 140 582°C

P3| Methanosaelaspp.  |Methanosaeta F|GATAAGGGRAYCTCGAGTGCY [MethanosaetaR| GGCCGRCTACAGACCCT 187 506°C

Psrall'ia Heﬂmwnsa1 Msc380F GAAACCGYGAIAAGGGGA Msc828R TAGCGARCAICGTTTACG 408 49°C

Os ensaios foram realizados no Laboratério de Biotecnologia (LBiotec) da
UFCG — Campus Cuité. Cada PCR continha volumes de 20 pL, sendo 2 pL de DNA,
2 pL de tampao, 0,6 pL MgCl,, 0,16 yL de dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 1 yuL de cada
primer (forward e reverse) e 0,2 uL de Tag DNA polimerase (Invitrogen).
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As amplificagbes foram realizadas no termociclador (Apllied Biosystems,
modelo Veriti 96). As condigbes térmicas que ofereceram melhores resultados de
amplificagao foram: 2 minutos a 95 °C (desnaturacao inicial), 35 ciclos de 30
segundos a 94 °C (desnaturagao), 30 segundos anelamento (temperatura em °C
estabelecida no Quadro 3 para cada par de primer), 1 minuto e 30 segundos a 72 °C

(extensao) e 5 minutos a 72 °C (extenséo final).

4.3.8 Preparagéo das amostras para sequenciamento - Dominio Archaea

Apds a PCR com os primers especificos do dominio Archaea, foi realizada
uma reamplificagédo (Re-PCR) em volumes de 50 uL que continham, 2,5 uL da
primeira PCR, 5 uL de tampéo, 1,5 yL MgCl,, 0,4 uL de DNTPs, 2,5 uL de cada
primer especifico (forward e reverse), 0,3 uL de Taq DNA polimerase (Invitrogen) e
35,3 uL de agua ultrapura (Milli-Q).

O programa de ciclos da Re-PCR adotado foi: 2 minutos a 95 °C
(desnaturagdo inicial); 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C (desnaturagao), 30
segundos para o anelamento (temperatura em °C estabelecida no Quadro 3 para
cada par de primer), 1 minuto e 30 segundos a 72 °C (extensdo) e 5 minutos a 72°
(extensao final). Posteriormente, a eletroforese em gel de agarose foi realizada na
concentragao de 1%, contendo 5 pL de brometo de etidio.

Foram inoculados em cada pogo 4 uL de TA e 50 pL da Re-PCR. A fonte
utilizada para corrida eletroforética foi programada para uma tensao elétrica de 80 V,
uma corrente elétrica de 500 mA, poténcia de 100 W, por 80 minutos. O marcador
utilizado foi o Low Mass DNA Ladder (Invitrogen). Finalmente, o material aplicado no
gel de agarose, apos a eletroforese, foi visualizado em luz ultravioleta e
fotodocumentado por meio de um transiluminador, modelo L-Pix (Loccus
Biotecnologia).

As bandas visiveis no gel de agarose, resultantes da Re-PCR, foram
excisadas e eluidas para purificagdo, de acordo com as recomendagbes do Gel
Purification Kit (Ludwig Biotecnologia Ltda). Os produtos da Re-PCR, uma vez
purificados e quantificados, foram enviados para sequenciamento no Centro de
Pesquisas sobre o Genoma Humano e Células-Tronco da Universidade de Séao
Paulo (USP).

O método de Sanger, utilizado nesta pesquisa, € um procedimento tradicional

de sequenciamento, que foi realizado por um sistema de analise de DNA de 48
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capilares, denominado ABI 3730 DNA Analyser

Biosystems). As reagdes de sequenciamento foram feitas utilizando o BigDye®

(Life Technologies-Applied

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems). As corridas foram
realizadas em capilares de 36 cm utilizando o polimero POP7. Em seguida, as
sequéncias foram analisadas pelo software Sequencing Analysis 5.3.1 utilizando a
Base Caller KB. Cabe destacar que, as reagbes de sequenciamento por esse
método alcangam em média 600 a 650 bases.

Finalmente, as sequéncias forward e reverse recebidas foram alinhadas
usando o programa ClustalW. A caracterizagdo microbiana foi realizada por
comparagao das sequéncias de DNA publicadas no banco de dados (BLASTn,
GenBank), considerando como ponto de corte a identidade de 99%.

4.3.9 Indicadores fisico-quimicos e microbioldgicos

As amostras de RSU coletadas nos diferentes niveis da Célula experimental
(superior, intermediario e inferior) foram monitoradas com frequéncia mensal no
Laboratério de Geotecnia Ambiental (LGA). No Quadro 4, estdo descritas as
metodologias que foram utilizadas para realizagédo das analises fisico-quimicas e
microbiolégicas.

Quadro 4 - Metodologia das andlises fisico-quimicas e microbioldgicas.

Indicador Variaveis Unidade Método Referéncia
APHA/AWWA//WEEF,
pH - Potenciométrico 2012;
SILVA; OLIVEIRA,
2001
Fisico- Séhdps Gr?gvr:EZgIZO
i volateis e (%) WHO (1979)
quimico Umidade secagem a 500
+ 50 °C
Termopar tipo K Instrugbes do
com leitura fabricante, modelo
Temperatura °C direta em MT-600, faixa de
termémetro medicdo -100 a
digital portatil 1300 °C
Quantificagao APHA/AWWA//\WEF,
Microbioldgico | de bactérias UFC/mL | Spread-Plate 2012;
aerobias totais CETESB, 2004
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4.3.10 Monitoramento do biogas

O monitoramento do biogas na Célula experimental foi realizado in situ com
um detector automatico de gases com infravermelho, denominado Drager, modelo
X-am 7000. Este equipamento € dotado de uma pequena bomba que faz a succgéo
do gas e direciona o fluxo para os sensores de leitura (Figura 14).

Figura 14 - (a) Monitoramento das concentracées de biogas; (b)

Drager X-am 7000.

e Y

X-am 7000

O Drager permite realizar leituras das concentragdes dos gases (CH4, COo,
02, H,S e CO), cujas caracteristicas estdo apresentadas na Tabela 6. As
concentragbes de biogas foram obtidas apds a estabilizagdo das leituras do
equipamento, que duram em meédia 5 minutos, tornando as analises viaveis pela
praticidade, rapidez e pela margem de erro que € de + 5%, sendo possivel ainda
realizar varias analises por dia e diversos gases ao mesmo tempo (AIRES et al.,
2016).

Destaca-se que € considerado na leitura das concentragbes o maior valor
obtido pelo equipamento para os gases CH4, CO,, H,S e CO. Entretanto, a faixa de
medigao para o oxigénio é de 0 — 25% e ao contrario dos outros gases, considera-se
o percentual minimo detectado.

Tabela 6 - Caracteristica do equipamento de medigao das concentragées do biogas.
Equipamento  Gases Faixa de medigao

CO; 0-100%
CH,4 0-100%
Drager X-am 7000 O, 0-25%
H.S 0—100 ppm
CO 0 — 200 ppm

Fonte: Aires (2013).
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4.3.10.1 Ensaios na camada de cobertura de solo compactado

Para camada de cobertura da Célula experimental, foi escolhido um solo com
caracteristicas de baixa permeabilidade para evitar fluxos excessivos de gases. O
solo foi retirado de uma jazida localizada em Boa Vista-PB, municipio ao oeste de
Campina Grande-PB e, em seguida, as amostras foram conduzidas ao LGA da
UFCG para a realizagéo de ensaios geotécnicos normativos.

Inicialmente, foi efetuada a preparagado da amostra, que incluiu as etapas de
secagem prévia ao ar, destorroamento, quarteamento, peneiramento e pesagem do
solo, para posteriores ensaios de caracterizagdo. No Quadro 5 estdo apresentados
0s ensaios de caracterizagdo do solo, como também os ensaios de compactagao e

permeabilidade convencionais realizados.

Quadro 5 - Ensaios geotécnicos para caracterizagao do solo.
Ensaio Norma

Preparacao das amosiras NBR 6457/16 — Amostras de Solo — Preparagao

determinacéo do teor de . - ;
umidade c%m secagem em para ensaios de compactacdo e ensaios de
9 caracterizagao.

estufa

NBR 6458/16 — Graos de solos que passam na
peneira de 4,8 mm — Determinagdo da massa
especifica.

Determinag&o da massa
especifica dos graos

Ensaio de compactacéo NBR 7182/16 — Solo — Ensaio de compactacao.

NBR14545/00 - Solo - Determinacdo do
coeficiente de permeabilidade de solos argilosos
a carga variavel.

Permeabilidade a carga
variavel

A medicdo de gases na camada de cobertura da Célula experimental foi
realizada pelo método de placa de fluxo, que consiste em avaliar a concentragéo de
gases em fungao do tempo em caixas fechadas (estaticas) cravadas no solo.

As placas de fluxo garantem uma precisa determinacdo das emissdes
pontuais, além de apresentarem baixo custo, simples instalacdo e avaliagcado
simultdnea de diversos gases. Apods certo intervalo de tempo, a presséo,
temperatura e concentragdo dos gases no interior da placa aumentam e o fluxo
tende a decrescer até a estabilizagdo em valores proximos a zero (MACIEL, 2009).

A placa de fluxo foi construida em ago galvanizado, com espessura de 2 mm
e, no topo foi instalada uma placa de acrilico com espessura de 8 mm. A placa
confeccionada apresenta dimensées de 0,20 x 0,20 m, area util de 0,04 m? e volume

util de 0,002 m® (Figura 15). Possui ainda, trés saidas para acoplar os equipamentos
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de medigdo de concentragdo e pressao dos gases, além de uma abertura lateral

para a medigdo da umidade e temperatura.

Figura 15 - Placa de fluxo estatica.

I
| . enspamo
1 placa scrisco -
- silicone Sem 20 om Sem
| - ) = i
temperatura
| - degrau \ 3 conexBes de saidalentrada
1 S
| I 1 _‘.&:m
| = P Ot Abertura lateral .
@ Cobertura de Solo Compactado para entrada do

sensor

Fonte: Autor (2015).

O formato da placa em degrau foi determinado para facilitar a cravagéo no
solo e evitar a entrada de ar atmosférico. A instalagdo da placa seguiu os
procedimentos ilustrados na Figura 16, os quais foram baseados em Maciel (2009).

Os instrumentos utilizados para realizagdo do ensaio foram: detector portatil
de gases com infravermelho Drager X-am 7000 (concentragdo de CO;, CH4, Oy),
termoanemémetro digital portatil modelo TAD-500 (velocidade do ar e temperatura

ambiente) e manémetro digital portatil modelo 477-2 (pressao dos gases).

Figura 16 - Instalagéo da placa de fluxo na Célula experimental.
i \ )
= 3 .

Demarcacio da placa no local do ensaio mvagioenentodaplaca instalacio dos equipamentos
Fonte: Autor (2015).
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4.4 Tratamento dos dados e estatistica

As imagens digitalizadas dos géis de DGGE foram analisadas com auxilio do
pacote de programas Bionumerics 7.0 (Applied Maths, BE). A partir do perfil de
bandas apresentado nos géis, uma matriz de similaridade foi calculada e com o
método de classificagao hierarquico foram gerados os dendrogramas.

As sequéncias forward e reverse, obtidas apds o sequenciamento de
bactérias e arqueas, foram alinhadas nos dois sentidos, com o auxilio do programa
ClustalW. As sequéncias "consenso" de ambos os fragmentos amplificados foram
comparadas no banco de dados 16S RNAr (Bacteria e Archaea) do GenBank. Para
a identificagdo de escores, identidades e homologia foi utilizado o programa “Basic
Local Alignment Search Tool” (BLAST) nucleotide (n) do “National Center for
Biotechnology Information” (NCBI), disponivel no endereco
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi.

Os indicadores fisico-quimicos e microbiolégicos monitorados foram
tabulados e submetidos a estatistica descritiva, visando auxiliar a analise do
comportamento dos dados. Os indicadores descritivos avaliados foram maximo,
minimo, média, desvio padrao e coeficiente de variagao.

Em seguida, foi gerada uma matriz de correlagdo de Pearson com as
variaveis envolvidas no processo: temperatura interna e ambiente, CO,, CHy4, O,
CO, H,S, pH, umidade, solidos volateis, tempo e quantificagdo de aerdbios totais,
verificando o nivel de correlagdo entre duas ou mais variaveis. Para o
processamento dos dados foi utilizado o Microsoft Excel 2010.

Posteriormente, foi realizada a andlise de componentes principais (ACP ou
PCA - Principal Component Analysis) que € uma técnica de analise multivariada,
usada para inter-relagbes entre um grande numero de variaveis, como é 0 caso
desse estudo. O software utilizado para realizacdo da ACP foi Past 3.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Composig¢ao gravimétrica e volumétrica dos RSU

As composigdes gravimétrica e volumétrica dos RSU soltos e compactados
estdo representadas em percentuais na Figura 17. A composi¢gado gravimétrica dos
RSU produzidos em Campina Grande-PB, mostrou que 46,5% é referente a matéria
organica putrescivel, representada pelos restos de alimentos, cascas, restos de
frutas e legumes. Na biodegradagdo anaerodbia estes materiais sdo convertidos em
liquidos e gases.

Entre os componentes potencialmente reciclaveis dos RSU, o plastico
aparece com maior valor percentual (16,7%), seguido pelo papel e papeldo (11,1%),
vidro (2,5%) e metal (0,6%). Vale ressaltar que, esses materiais quando dispostos
em excesso nos aterros sanitarios podem dificultar os processos biodegradativos e,
consequentemente, a produgdo de biogas. A caracterizagao fisica dos RSU revelou
ainda, percentuais de 2,4% para os compositos, 7,8% para os téxteis sanitarios e
12,4% para os outros residuos que nao foram classificados como madeira, tecido,
couro e borracha.

Figura 17 - Composigao gravimétrica e volumétrica (soltos e compactados) dos RSU.
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Na Figura 17 as trés maiores categorias, por ordem percentual em peso sao
matéria organica, plasticos, papel e papeldo que correspondem, conjuntamente, a
74,3% do peso total dos residuos preenchidos na Célula experimental. O percentual
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de matéria orgénica de 46,5% ficou abaixo da média nacional, que é de 50 a 55%,
conforme pesquisas realizadas pelo Ministério do Meio Ambiente (2012) e
Colmanetti et al. (2000). Os RSU no Brasil possuem elevadas taxas de detritos
organicos, sendo caracterizados, portanto, como residuos que produzem grande
quantidade de lixiviado e biogas.

A porcentagem de matéria organica encontrada no Brasil € maior do que em
muitos paises (MUNNICH et al., 2006). Zeng et al. (2005), encontraram
porcentagens de matéria organica variando entre 18 e 29% no aterro sanitario da
cidade de Columbia, EUA. Sarakikya; Kiplagat (2015) identificaram 37% de matéria
organica na cidade de Arusha, Tanzania. Magrinho et al. (2006) obtiveram em
Portugal 35% de matéria organica na composigao fisica dos RSU.

A Figura 17, expressa ainda os percentuais volumétricos dos residuos soélidos
soltos e compactados. Foi observado que a quantidade de matéria orgénica
aumentou ap6s a compactacao de 14,5 para 24,4%, devido a redugéo de volume da
maioria dos componentes dos RSU.

A quantidade de plasticos apresentou a maior variagdo em termos
volumeétricos e representou 16,7% em peso dos residuos, que ocuparam 53,5% do
volume apos a compactacdo. A difereca desses valores mostra a auséncia de
programas de gestdo integrada dos residuos sélidos no municipio de Campina
Grande-PB, uma vez que, apresentaram indices volumétricos dos residuos
compactados e soltos elevados de 39,2 e 53,5%, respectivamente.

Embora os plasticos sejam materiais leves, em grandes quantidades ocupam
um volume consideravel, podendo interferir nos processos de compactacdo dos
residuos solidos em aterros sanitarios, reduzindo a area disponivel e diminuindo a
vida util. Ao serem dispostos no solo e aterrados, os plasticos também podem
prejudicar a decomposi¢ao dos materiais putresciveis, porque podem criar camadas
impermeaveis que afetam as trocas de liquidos e gases produzidos no processo de
biodegradagéao da matéria orgéanica,

A quantidade de plasticos em termos volumétricos demonstra o potencial para
0 processo de reciclagem desses materiais. Logo, a triagem dos plasticos é de
extrema importancia e deve ser valorizada para que as condi¢gées do aterro sanitario
sejam melhoradas.

De acordo com Silva et al. (2011), os plasticos possuem um elevado poder
calorifico e, por isso sdo considerados como um componente importante no

processo biodegrativo, favorecendo a producdo de biogas e seu consequente
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aproveitamento energético. Os demais componentes que foram caracterizados,
tiveram percentuais menores, tanto em relagdo ao peso quanto ao volume.

Estudos de composigcédo gravimétrica dos RSU realizados no municipio de
Campina Grande-PB, em anos anteriores ao desta pesquisa, demonstraram a
presenca de diferentes percentuais dos componentes fisicos, conforme apresentado
na Tabela 7.

Leite (2008), Alves (2012), Aires (2013) e a Empresa de Consultoria em
Saneamento Ambiental-ECOSAM (2014) relataram valores de aproximadamente
70%, 66%, 47% e 42% de matéria organica putrescivel, respectivamente. A
diferenciagdo percentual na caracterizagdo gravimétrica, entre os anos de 2008 e
2014, pode estar associada aos habitos de alimentagédo da populagéo e ao aumento
no consumo de produtos industrializados, que possuem grandes volumes de
embalagens plasticas, justificando a redugao nos teores de matéria organica.

Tabela 7 — Comparacdo da composicao gravimétrica dos RSU de Campina Grande-
PB no periodo de 2008 a 2015.

Combonentes Ano da caracterizagdo gravimétrica dos RSU
P 2008  2012® 2013  2014" 2015
Matéria organica 70% 66% 47% 42% 47%
Plastico 11% 11% 23% 22,25% 17%
Papel e papelao 6% 5% 9% 11,89% 11%
Vidro 1% 4% 2% 2,24% 2%
Metal 1% 3% 2% 2,88% 1%
Téxteis sanitarios 7% 4% 6% 8,69% 8%
Compdsitos 1% 1% 3% - 2%
Outros 3% 6% 8% 7,28% 12%
TOTAL 100% 100% 100% 100% 100%

Fontes: (a) Leite (2008); (b) Alves (2012); (c) Aires (2013); (d) ECOSAM (2014).

Os materiais passiveis de serem reciclados ou reutilizados, como plasticos,
papelédo, papel, vidro e metais, apresentaram percentuais diferentes ao longo dos
anos das pesquisas. Nota-se que, a quantidade de plastico aumentou,
significativamente, sendo observado um percentual de 11% no estudo realizado em
2008 e de 23% no realizado em 2013, estando proximo ao obtido pela ECOSAM
com 22,25%, em 2014.

O aumento no percentual desse material refere-se, principalmente, ao
descarte significativo de sacolas plasticas utilizadas no acondicionamento de
residuos nas residéncias e pontos comerciais. Estes plasticos ndo sdo materiais

facilmente degradaveis e o percentual elevado nos RSU remete a necessidade de
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tratamento adequado, que pode ser por meio de processos de reciclagem ou com a
substituicdo desse material por embalagens de facil degradagéo.

Em relagdo ao papel e papelédo foram observadas variagbes consideraveis.
De 2008 a 2015 a porcentagem desse material foi de 6% a 11%, contudo, o valor de
2015 esta proximo ao da meédia nacional de 13% (CARVALHO et al., 2010).

Outros componentes reciclaveis que ndo deveriam ser aterrados, segundo a
Lei 12.305/2010, como metais e vidros podem ser responsaveis por retardar a
biodegradagéo e a producdo de biogas. Entretanto, os resultados apresentados na
Tabela 7 mostraram baixos percentuais desses materiais. Cabe destacar que,
aluminio, papel, plastico e vidro, sdo os quatro setores industriais que abrigam as
principais atividades de reciclagem pds-consumo no pais (ABRELPE, 2016).

A ECOSAM determinou a composigao gravimétrica dos RSU da cidade de
Campina Grande-PB, para elaboragdao do Plano Municipal de Gestédo Integrada de
Residuos Sdlidos (PMGIRS CG, 2014) apresentando dados semelhantes aos
encontrados nesta pesquisa. Em que foram relatados maiores percentuais de
matéria organica (42,8%), seguidos de plasticos (22,2%) e papel/papelao (11,9%).
Tais resultados validam a metodologia de amostragem utilizada neste estudo, para a
caracterizagao dos RSU de Campina Grande — PB, visto que, semelhangas foram
observadas em outros estudos de composi¢ao gravimétrica, realizados no municipio
com uso de outras metodologias.

A caracterizacao fisica dos RSU de Campina Grande-PB, mostrou-se similar
a encontrada em estudos de composig&o gravimétrica de residuos soélidos no Brasil,
sendo matéria organica e plasticos, os principais residuos gerados com percentuais
de 51,4% e 27%, respectivamente (MMA, 2012).

Com os dados das composigdes gravimétrica e volumétrica dos RSU e a
determinacao das concentragdes de biogas, a partir da degradacao de cada tipo de
material, € possivel estimar quantitativamente a producdo de biogas, pois cada
componente dos residuos sélidos urbanos contribui de forma diferenciada na
geracgao desse subproduto.

Os resultados da composigéo fisica dos residuos de Campina Grande-PB,
apresentaram altos percentuais de material putrescivel e sugerem a viabilidade, do
ponto de vista de tratamento dos residuos, por meio de tecnologias como a
compostagem e o aproveitamento energético do biogas. Porém, o municipio,
atualmente, ndo dispbe de coleta seletiva, o que dificulta que agdes de tratamento
desses residuos sejam colocadas em pratica, sugerindo que na massa de RSU
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aterrada haja uma maior diversidade de microrganismos, devido a heterogeneidade

encontrada.

5.2 Extracao, quantificacdo, PCR, DGGE e sequenciamento - Dominio Bacteria

Na caracterizagdo molecular uma das etapas principais é a extragdo de DNA,
uma vez que, qualquer inconsisténcia nesse procedimento, compromete 0s passos
subsequentes. Por outro lado, o éxito na extragdo de DNA depende de varios fatores
como, a adequacao do protocolo, o estado do material a ser extraido e, sobretudo, o
manuseio dos utensilios de maneira adequada para evitar contaminagcbes das
amostras.

Durante os testes realizados pelo método de filtragdo com membranas de
0,45 um foi observado que, na maioria das vezes, as membranas eram rompidas
durante o processo de raspagem. Como a extragcdo de DNA era realizada com
material depositado no filtro, esse método de preparagdo das amostras tornou-se
inviavel, por haver muitas perdas durante o processo e baixo rendimento na
quantificagdo do DNA extraido. Santos (2010) utilizando o mesmo procedimento
obteve bons resultados, com a extracdo de DNA de bactérias presentes no lixiviado
dos aterros sanitarios de Gramacho-RJ, Gericin6-RJ, Morro do Ceéu-RJ, Nova
Iguagu-RJ e Muribeca-PE.

Diante dos testes, o processo de centrifugacao foi escolhido, por ser realizado
de forma mais rapida e por evitar perdas de acidos nucléicos durante o processo,
guando comparado a técnica de filtragao.

Segundo Head et al. (1998), a principal limitagcdo dos métodos moleculares &
a quantidade de acidos nucléicos recuperada das amostras ambientais, sendo dificil
assegurar uma eficiente recuperagao por qualquer técnica de extragdo. Ha sempre
perdas de DNA durante o processo e alguns microrganismos apresentam estrutura
celular dificil de ser rompida (esporos, células gram-positivas, por exemplo). Para
minimizar tais problemas € necessario utilizar métodos de extragdo de DNA
eficientes para todos os tipos de células, bem como realizar varias extragdes de uma
mesma amostra, para garantir a homogeneidade do DNA extraido.

As amostras de DNA foram quantificadas e analisadas, quanto a
concentragao (ng/pL) e pureza expressa pela razdo Agesozso, POr meio da analise da
densidade optica em espectrofotometro. As amostras de DNA extraidas com o Kit
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Power Soil DNA Isolation por filtragdo e centrifugagdo (Tabela 8), mostraram
concentragdes variando de 4,1 a 18 ng/uL, com média de 11,8 ng/puL.

As menores concentracbes de DNA foram observadas em (2S) e (2I),
indicando perdas de &cidos nucléicos na segunda filtragdo, enquanto que maiores
quantidades de DNA foram obtidas pelo processo de centrifugagéo (1) 18 ng/pL e (S)
15,4 ng/uL.

Tabela 8 — Quantificagdo de DNA das amostras de RSU (Filtragdo e Centrifugacgao).

Amostras DNA nngL Azso/zgo
Superior (S) 15,4 1,93
Inferior (I) 18 1,77
1° filtro superior (1S) 13,6 2,02
1° filtro inferior (11) 12,4 2,03
2° filtro superior (2S) 7,5 1,93
2° filtro inferior (21) 4.1 2,22
Maximo 18 2,22
Minimo 4.1 1,77
Média 11,8 2,0

Para Solléro et al. (2004) sao consideradas concentragdes ideais acima de 10
ng/ul apos o processo de extragdo. As amostras (S) e () obtidas pela centrifugagéo
e as resultantes da primeira filtragcao (1S) e (1), apresentaram concentragdes acima
do valor recomendado. Entretanto, valores menores ndo comprometem a PCR, uma
vez que, esse procedimento amplifica a quantidade de DNA.

A pureza expressa pela razado Agesorso indica o nivel de contaminagcdo nas
amostras. Em DNAs livres de impurezas por proteinas, a relagdo Azsoso €sperada
como satisfatoria deve estar entre 1,8 e 2,0 (SAMBROOK; RUSSEL, 2001; BRITO et
al., 2004).

Na Tabela 8, as razdes Aoeggo OScilaram entre 1,7 e 2,2, com média de 2,0
para as extragdes realizadas com o Kit. O valor médio obtido indica que as amostras
ficaram dentro do valor considerado como ideal, porém, a amostra inferior (I)
apresentou valor um pouco abaixo do recomendado. Por outro lado, (1S), (11) e (2I),
estavam acima do considerado como ideal. Vale ressaltar que, essas amostras
também tiveram concentragdes inferiores de DNA.

Na PCR realizada com os primers universais 27F e 1492R para bactérias,

observou-se que as amostras de RSU foram caracterizadas por bandas menores
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que 2000 pb e que algumas bandas visualizadas no gel de agarose a 1%, ficaram
inespecificas.

Algumas técnicas sdo usadas para diluir possiveis moléculas inibidoras
presentes na amostra, melhorar a especificidade e aumentar a proporcao de
sequéncia alvo entre as etapas da reacdo. Visando todos esses beneficios e
maiores concentracées do DNA amplificado, foi realizada uma reacdo de Nested
PCR, com o conjunto de primers 341GC e 534R para bactérias universais.

Com essa técnica, pode-se verificar que as bandas do produto da PCR foram
inferiores a 500 pares de bases. Ovreas et al. (1997) em estudos de diversidade
microbiana em lixiviados provenientes de RSU, ao utilizar os mesmos pares de
primers, também encontraram bandas menores que 500 pb.

Para verificar a diversidade microbiana optou-se, inicialmente, por ensaios de
DGGE. A comunidade de bactérias presente nos RSU da Célula experimental
derivados da PCR-DGGE esta representada no perfil da Figura 18, em que foram
selecionadas 6 bandas, destacadas e identificadas como 1B, 2B, 3B, 4B, 5B e 6B.

Figura 18 — Perfil dos produtos da PCR-DGGE.

Bacteria

Legenda: (MM) marcador molecular 1 kb, (S) nivel superior, (1) nivel inferior, (1S) 1°
filtro nivel superior, (11) 1° filtro nivel inferior, (2S) 2° filtro nivel superior, (21) 2° filtro
nivel inferior. Fonte: Autor (2016).
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Normalmente, considera-se cada banda da DGGE, como sendo uma espécie
microbiana. Porém, diversas bactérias podem apresentar diferentes mobilidades no
gel com gradiente desnaturante, resultando em multiplas bandas da mesma espécie
microbiana (NUBEL et al., 1996; BOON et al., 2000). E importante ressaltar que a
técnica de DGGE, quando realizada com iniciadores universais € capaz de detectar
apenas as populagdes mais abundantes nas amostras.

De acordo com a Figura 18 diferengas pouco significativas, foram observadas
entre os niveis da Célula experimental, sugerindo que 0os mesmos microrganismos
estavam presentes nas amostras superior e inferior. Desta forma, dendrogramas
foram elaborados, a partir das analises conclusivas da DGGE, com o objetivo de
verificar a similaridade entre populagdes de bactérias nas amostras de RSU.

A similaridade foi determinada com base na presenga ou auséncia das
bandas detectadas no gel, considerando as semelhangas entre os padrdées de
bandas, tomadas em pares, que podem ser expressas em um valor percentual
(DIEZ et al., 2001).

O dendrograma gerado a partir dos valores de similaridade, obtido com o
perfil de bandas de DGGE para o dominio Bacteria das amostras (S), (), (1S), (1),
(2S) e (21) da Célula experimental de RSU pode ser observado na Figura 19.

Na Figura 19, o dendrograma apresentou um cluster principal com coeficiente
de similaridade de 70%. Neste caso, a comunidade microbiana preexistente na
Célula experimental sofreu alteragdo nos niveis inferior () e superior (S) e nos

diferentes métodos de preparacado das amostras para extracao.

Figura 19 - Dendrograma para dominio Bacteria.
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Fonte: Autor (2016).

Pode-se observar que, do grande cluster com 70% de similaridade, formaram-
se dois agrupamentos distintos (A e B), unindo no grupo A as amostras (11) e (2S),
com coeficiente de similaridade de 97%, sendo diferenciado em 3% com o
surgimento de uma nova banda na amostra (11).
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O grupo B composto por (1S), (S), (I) e (21) apresentou coeficiente de
similaridade de 81% entre si. Esse agrupamento mostrou ainda, dois subgrupos “c” e
“d”. O subgrupo “c” apresentou um coeficiente de similaridade na ordem de 91%.
Essa diferenga surgiu em fungdo de uma banda a mais e, ainda, a perda de outra,
em posigdes diferentes. O subgrupo “d” obteve um coeficiente de similaridade entre
as amostras (S), (l) e (21) de aproximadamente 87%.

De modo geral, verificou-se que a similaridade entre as camadas superior e
inferior da Célula experimental pode ser considerada elevada e, embora os RSU

sejam de idades diferentes eles tém a mesma composi¢cado de matéria organica.

5.2.1 Caracterizagao de bactérias

De acordo com os perfis resultantes do DGGE obtidos na Figura 18, foram
selecionadas 6 bandas para o sequenciamento do dominio Bacteria, as filiacdes
foram determinadas por comparagdo com as depositadas no GenBank. As bandas
1B, 2B, 3B, 4B, 5B e 6B estao indicadas no Quadro 6.

Quadro 6 - Identidade dos microrganismos - Dominio Bacteria.

Bacteria
Amostra | Banda Definicado Identidade | GenBank
Superior (S) 1B | Uncultured Pseudomonas sp. (3594%;{%7) JX527024.1
|n:;r::ci:,tr(c; ) 2B Uncultured bacterium ( 4297%%’3 5) JF964694.1
In:;’r::cilrtr(c; ) 3B Enterobacter sp. 3 5989/?6 1) HQ268733.1
Sus;li:cijrt-r(ozS) 4B Klebsiella pneumoniae 3 5979/?6 1) JIN644624 .1
Suszrli:cij:r(ozS) oB Enterobacter sp. @ (?33;/"09) HQ268733.1
In?;r::cilrtr(%l) 6B Uncultured Bacillus sp. (3583?0 1) KF722674.1

O resultado obtido no sequenciamento da banda 1B da amostra superior (S)
da Célula experimental de RSU apresentou 99% de identidade com a bactéria ndo
cultivavel Pseudomonas sp. (JX527024.1). Esse género bacteriano pertence ao filo
Proteobacteria e pode se desenvolver em uma ampla gama de habitats,
principalmente, na agua e em solos umidos (BREATHNACH et al., 2012).
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Pseudomonas também s&o capazes de se desenvolver em lixiviado de aterro
e, desta forma, a presenca destas populagdes pode ser discutida no que tange a
saude publica. Quintaes et al. (2012), observaram que as analises microbianas de
uma Célula de aterro sanitario, revelaram grande numero de bactérias patogénicas e
oportunistas. Muitas dessas espécies pertencentes aos géneros Enterobacter,
Escherichia, Klebsiella, Salmonella, Serratia, Proteus, Pseudomonas e
Staphylococcus tém sido relatadas por diversos autores (ADEYEMI et al., 2007;
EFUNTOYE et al., 2011; ZHANG et al., 2010; GRISEY et al., 2010).

De acordo com o estudo realizado pela Associagao Brasileira de Empresas de
Limpeza Publica e Residuos (ABRELPE, 2016), 70% dos brasileiros ainda ndo tém
acesso a coleta seletiva de RSU e a situacdo de Campina Grande-PB nao é
diferente. Sem a segregacgédo na fonte geradora, muitos residuos considerados do
servico de saude, sdo encontrados em residéncias e dispostos juntamente com
residuos domiciliares, o que pode ter contribuido para a presenga desse género na
Célula experimental.

Entretanto, presume-se que as Pseudomonas tenham participado no
processo  biodegradativo disponibilizando  substratos para as arqueas
metanogénicas, por meio das fases de hidrdlise, acidogénese e acetogénese.
Segundo Xie et al. (2011), o estudo da comunidade bacteriana oriunda de um aterro
sanitario revelou a predominancia das bactérias sobre os demais microrganismos,
destacando as Pseudomonas como as responsaveis pela remogao de poluentes e
pela elevada taxa de biodegradagéo organica.

Para Beal; Betts (2000) os géneros Pseudomonas e Acinetobacter, sao
capazes de mineralizar muitos dos compostos aromaticos recalcitrantes presentes
em RSU. Lalucat et al. (2006), detectaram no lixiviado de aterros sanitarios que este
género participa dos processos de degradacgao e desnitrificagdo da matéria organica.

Na banda 2B, resultante da primeira filtragdo do nivel inferior (11) da Célula
experimental, foi caracterizada uma bactéria ndo cultivavel (JF964694.1), descrita
por Huang e Zhang (2013), que avaliaram em diferentes regides geograficas a
microbiota de larvas de um tipo de besouro (Coleoptera) e como esses organismos
respondiam a heterogeneidade ambiental.

Sabe-se que em residuos solidos € comum a presenca de coledpteros
(besouro, escaravelho, joaninha, potd, vaga-lume, entre outros), que se alimentam
de organismos mortos ou de materiais parcialmente em decomposi¢cdo. Esses

organismos detritivoros sdo de fundamental importancia para a cadeia alimentar,
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porque promovem a degradagéo inicial da matéria organica facilitando a quebra de
compostos para a agao de fungos e bactérias na massa de residuos.

As bandas 3B e 5B das amostras (11) e (2S) da Célula experimental de RSU
apresentaram 99% de identidade com a bactéria Enterobacter sp. (HQ268733.1).
Esse género, que também pertence ao filo Proteobacteria, é classificado como
anaeroébio facultativo e pode ser encontrado em ambientes como agua, solo, esgoto
e fezes humanas.

Na digestao anaerdbia, a conversdo de diversos acidos e alcoois da inicio a
fase acetogénica, onde a fungdo das bactérias € a produgdo de substratos que
serdao metabolizados pelas arqueas metanogénicas. Apine; Jadhav. (2011) citam o
género Enterobacter como um dos principais produtores de acidos graxos.

De acordo com Carbone et al. (2002), Enterobacter spp. séo bactérias
fermentadoras ativas que podem produzir acido graxo e acido lactico e, desta forma,
estdo entre os organismos responsaveis pela primeira etapa na bioconversao de
hidratos de carbono a CH4. De acordo com Takayanagui et al. (2007) algumas
espécies podem ainda solubilizar fosfato e atuar degradando amido e celulose.

Enterobacter sp. foi encontrada nas amostras dos perfis superior e inferior e,
se mostrou favoravel para as condi¢cdes de pH, temperatura, umidade, presenca de
acidos e solidos volateis da Célula experimental. Vale ressaltar que, esse género
pertence ao grupo dos coliformes termotolerantes, que estao presentes nas fezes de
animais de sangue quente e participam da degradagéo de matéria organica.

De acordo com dados de composi¢cao gravimétrica (Figura 17), os téxteis
sanitarios representaram um percentual de 8%, desta forma, ndo é dificil encontrar
nas amostras de RSU da Célula experimental, fraldas descartaveis contendo
excrementos que possam abrigar bactérias desse género. Carvalho et al. (2010)
observaram que entre os principais microrganismos que colonizam o trato
gastrointestinal de recém-nascidos estao os géneros Enterobacter e Escherichia.

A banda 4B é referente a segunda filtragao do nivel superior (2S) da Célula
experimental de RSU e, apresentou 99% de identidade com a bactéria Klebsiella
pneumoniae (JN644624.1), espécie que também pertence ao filo Proteobacteria.

A Kilebsiella pneumoniae tem sido uma das bactérias mais importantes
associadas as infecgbes hospitalares, sendo muito comuns em infec¢des do trato
urinario, do trato respiratorio, abscessos do figado e bacteremias. Essa espécie
bacteriana tem merecido destaque, principalmente, para o desenvolvimento de
resisténcia a alguns antimicrobianos (SUN et al., 2006; DEBBY et al., 2011).
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A deteccgdo dessas bactérias no ambiente hospitalar, bem como em amostras
ambientais € importante para avaliar o potencial biodegradativo, os perfis de
resisténcia bacteriana do local analisado e identificar as possiveis rotas de
contaminagao e disseminagdo desses agentes.

De acordo com Odeyemi et al. (2013) e Tomassoni et al. (2014) Klebsiella
pneumoniae sao bactérias versateis na utilizagdo de substratos e tém a capacidade
de se adaptarem as condigdes toxicas dos RSU.

Bactérias como Klebsiella, Pseudomonas e Bacillus apresentam capacidade
lipolitica, sugerindo a aplicagao destas no pré-tratamento de residuos ricos em
lipideos, podendo ainda, serem utilizadas nos processos de biorremediacao de solos
(ODEYEMI et al., 2013). As bactérias lipoliticas catalisam a hidrélise de lipidios em
moléculas misciveis em agua e ainda consumir os produtos dessa lipdlise, como
fontes de carbono (HASANUZZAMAN et al., 2004).

Bactérias que degradam a matéria organica sao sensiveis a presenca de
metais pesados, cujas concentragées sdo frequentemente encontradas em RSU,
podendo prejudicar o processo biodegradativo. Liu et al. (2018) indicaram que a
Klebsiella pneumoniae teve a capacidade de se adaptar a ambientes com a
presenca de metais como Cd, Hg, As e Cr. Vale ressaltar que, metais como Cd, Pb,
Cu, Zn e Ni, sdo encontrados nos RSU e podem elevar os niveis de contaminagéo
do solo e da agua (ZHENG et al., 2013; HUANG et al., 2013).

Silva (2016) encontrou na mesma Célula experimental de RSU desse estudo,
concentragées de Ni, Cd, Cr, e Pb acima dos valores estabelecidos pela NBR
10004/2004, sugerindo o enquadramento dos residuos como Classe | (perigosos).
Bactérias ambientais comuns como a Klebsiella pneumoniae, apesar de algumas
serem patogénicas, a grande maioria, sdo seguras para aplicagdes biotecnologicas
e, tornam-se importantes ndo so6 para degradar os lipidios, mas também para tolerar
a presenca de metais pesados, podendo ser uma ferramenta util para tratar residuos
industriais (ODEYEMI et al., 2013).

Finalmente, o resultado obtido no sequenciamento do fragmento 6B,
resultante da segunda filtragdo do nivel inferior (21) da Célula experimental de RSU,
apresentou 98% de identidade com a bactéria nao cultivavel Bacillus sp.
(KF722674.1). Esse género pertencente ao filo Firmicutes, tem como habitat
principal o solo e desempenha um papel importante no ciclo do carbono e do

enxofre.
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Varias bactérias acidogénicas tém sido encontradas em reatores anaerdbios e
em aterros sanitarios como as pertencentes aos géneros: Bacillus, Clostridium,
Pseudomonas e Streptococcus (SNAIDR et al.,, 1993; SEKIGUCHI et al., 1998;
LAPARA et al., 2000; KOUSSEMON et al. 2001; KEYSER et al., 2006).

Membros do género Bacillus possuem capacidade de sintetizar enzimas
hidroliticas, de interesse biotecnolégico (ABELL; BOWMAN, 2005). Gorlac-Lira;
Coutinho (2007) avaliaram a diversidade microbiana no solo do Cariri paraibano e
verificaram que bactérias do filo Firmicutes tém capacidade celulolitica, proteolitica e
amiliolitica, promovendo por fermentagédo a formacao de acidos graxos volateis ou a
outros subprodutos utilizados pelas arqueas metanogénicas (PATEL et al., 2014).

Bacillus spp. apresentam-se distribuidos no solo e possuem vasta capacidade
metabdlica, podendo persistir em ambientes criticos em relagcdo a temperatura,
umidade, agentes quimicos e radiagdo, como é o caso da Célula experimental de
RSU. Na literatura até 2013, foram citadas 265 espécies e 7 subespécies do género
Bacillus, porém, nesta pesquisa foi encontrada uma espécie do género Bacillus nao
cultivavel. Diversos estudos explicam as dificuldades de diferenciar geneticamente
espécies do género Bacillus e sugerem a utilizagdo de primers especificos (CHEN;
TSEN, 2002; TZENEVA et al., 2004).

Provavelmente, o género Bacillus atuou na Célula experimental de RSU nos
processos de hidrédlise, acidogénese e acetogénese devido a sua versatilidade na
utilizagdo de substratos. Rodriguez; Fraga (1999) descreveram que esse género
possui ainda grande potencial de solubilizagado de fésforo nos solos. Alguns estudos
também mostraram que Bacillus spp. sdo capazes de degradar hidrocarbonetos
(SORKHOH et al., 1993).

De modo geral, o dominio Bacteria possui pelo menos 80 grupos evolutivos
principais. Alguns filos (Thermomicrobia, Fibrobacteres, Cryssiogenetes e
Deferribacteres) consistem em uma unica ou algumas poucas espécies, enquanto
outros como Proteobacterias, Bacteriodetes, Actinobacteria e Firmicutes incluem
milhares de espécies, as quais correspondem a 90-95% de todas as espécies
conhecidas (MADIGAN et al., 2010).

A andlise do sequenciamento do dominio Bacteria, nas amostras de RSU da
Célula experimental, revelou a presenca de dois filos distintos Proteobacteria e
Firmicutes (Figura 20). O filo Proteobacteria apresenta uma grande diversidade

morfologica e fisiologica e, entre as estratégias para obtengdo de energia, sdo
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encontrados organismos com metabolismos quimiolitotréfico, quimiorganotréfico e
fototrofico, além de outras vias metabdlicas (CANHOS et al., 1997).

Niveis abundantes do filo Proteobacteria foram detectados em um aterro
sanitario japonés (SAWAMURA et al., 2010). E em rejeitos antigos dos aterros
sanitarios de Xangai (XIE et al., 2012). Na Célula experimental, os residuos
depositados sdo de idades diferentes, desta forma, o filo Proteobacteria pode ter
representado funcao ecolégica importante nos residuos de dificil degradacao.

Firmicutes tém a capacidade de degradar acidos graxos volateis, tais como o
butirato e os seus analogos. Esta degradagéo produz H,, o qual pode ser degradado
pelas metanogénicas hidrogenotréficas. De acordo com Song et al. (2015), que
estudaram a diversidade de comunidades bacterianas em aterros sanitarios, o filo
Firmicutes tem um papel importante na decomposicdo da celulose, sendo
prevalentes nos estagios acidogénicos e acetogénicos, devido a sua capacidade de
fermentar agucares e aminoacidos, além da producdo dos acidos acético e lactico
(DOLOMAN et al., 2017; KLOCKE et al., 2007; CHOUARI t al., 2005).

As bactérias caracterizadas por meio deste estudo sdo fundamentais nos
processos de hidrélise, acidogénese e acetogénese, uma vez que, os substratos
produzidos, principalmente, acetato e hidrogénio serdo metabolizados pelas arqueas
metanogénicas que sao responsaveis pela producéo de biogas, sobretudo de CHy.

Figura 20 — Representagao da distribuicao dos filos do dominio Bacteria.
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5.3 Extracao, quantificagdo, PCR e sequenciamento - Dominio Archaea

Na Tabela 9, estdo apresentados os resultados da quantificagdo de DNA das
amostras de RSU da Célula experimental, que foram preparadas por centrifugagéo e
tiveram o DNA extraido pelos protocolos do Kit e CTAB.

Antes de iniciar a quantificacdo das amostras € necessario realizar o teste
branco, em que a concentragao foi de -0,1 ng/uL. Para Sambrook e Russel (2001) a
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concentragao do teste branco deve ter valores oscilando de -0,1 a 0,8 ng/yL, porém,
podem ocorrer valores distintos desse indicador, caso uma solugéao incorreta seja
utilizada como teste branco ou devido a fluorescéncia de algum corante na solugéo.
Desta forma, a quantidade obtida (-0,1 ng/pL) foi considerada satisfatoria, quando
analisada por espectrofotometria referente a concentragao da amostra em branco.

As concentragdes de DNA variaram de 4,3 a 22,5 ng/uL, com média de 10,7
ng/uL para as amostras extraidas com o Kit, enquanto que, pelo método CTAB
oscilaram de 60,7 a 419,3 ng/uL, com média de 209,7 ng/uL, nos 830 dias de
monitoramento da Célula experimental (Tabela 9).

Tabela 9 - Quantificacdo de DNA das amostras de RSU (Centrifugagéo Kit e CTAB).

KIT CTAB
Dias | Quantificagdo Quantificagéo
(ng/uL) 260/280 (ng/uL) 260/280

0 4,3 1,81 120,8 1,83
39 8 1,58 392,2 1,46
80 9,5 1,63 267,8 1,39
109 8,6 1,7 246,1 1,5
137 8,8 1,66 170,3 1,56
172 10,1 1,59 182,9 1,48
206 7,5 1,77 2115 1,49
233 9 1,71 100,1 1,56
249 6,7 1,65 120,7 1,53
298 13,4 1,72 326,1 1,45
319 7,2 1,81 419,3 1,4
340 13,4 1,9 243,7 1,49
382 10,9 2 230,7 1,55
424 13,3 1,93 71,2 1,46
452 9,6 1,89 260,3 1,67
473 9,2 2 72 1,56
508 13,5 1,69 219,6 1,55
599 22,5 1,72 175 1,49
704 15,6 1,46 303,4 1,83
830 12 1,9 60,7 1,52
Maximo 22,5 2 419,3 1,83
Minimo 4,3 1,46 60,7 1,39
Média 10,7 1,8 209,7 1,5

As amostras de DNA extraidas com o Kit até o dia 137 foram inferiores a 10
ng/uL, entretanto, para este mesmo periodo, foram verificadas concentragbes de
metano que variaram de 0 a 18%, indicando o inicio da fase metanogénica (Figura
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31). As quantificacdes de DNA referentes aos dias 206, 233, 249, 319, 452 e 473
também ficaram na faixa inferior ao recomendado, admitindo-se que as amostras
extraidas com Kit apresentaram baixo rendimento e/ou, o DNA tenha sido
degradado apos o armazenamento a 4 °C, até as amostras serem extraidas.

Por outro lado, todas as amostras de DNA extraidas por CTAB tiveram
concentragbes superiores as que foram realizadas pelo Kit, acima de 10 ng/uL,
mostrando alto rendimento pelo método alternativo utilizado. Vale ressaltar que, na
literatura técnica ndo foram encontrados registros de amostras de RSU utilizando
CTAB para extragao de DNA.

A relagdo Ageorso calculada para caracterizar a pureza do DNA (Tabela 9)
variou de 1,46 a 2,0 com média de 1,8 para as amostras extraidas com o Kit e de
1,39 a 1,83, com média de 1,5 para as extraidas com o CTAB. A grande maioria das
amostras quantificadas ficou abaixo do ideal (1,8 a 2,0), com excegao das amostras
de DNA referentes aos dias 0, 319, 340, 382, 424, 452 e 473, extraidas com o Kit e,
os dias 0 e 704 extraidas por CTAB. Para Tataurov et al. (2008), este
comportamento indica a contaminagdo do DNA por proteinas.

Segundo Glasel (1995) é comum que as amostras de acido nucléico sejam
contaminadas com outras moléculas (proteinas, compostos organicos, entre outros),
entretanto, particulas podem ter contaminado as amostras, causando espalhamento
de luz na faixa visivel no espectrofotometro e, desta forma, aconselha-se a utilizagédo
de um método eficaz para remogdo de contaminantes, como a purificagdo de
materiais genéticos. Vale ressaltar que, este procedimento foi realizado em todas as
amostras, na etapa que precede o sequenciamento do DNA.

Na maioria dos ambientes, as arqueas tendem a ter uma diversidade menor
do que as bactérias, entretanto, na biodegradagéao dos residuos solidos as arqueas
contribuem com uma grande proporgao dos organismos procarioticos para produgao
do biogas. Assim, a pesquisa direcionou-se para a PCR com a amplificagdo do
fragmento do RNAr 16S do dominio Archaea com a utilizagdo de primers especificos
(Quadro 3), objetivando a caracterizagdo microbiana em nivel de géneros e/ou
espécies presentes nas amostras de RSU da Célula experimental.

A fase metanogénica inicial comega com as primeiras concentragdes
mensuraveis de metano. Durante esta fase, acetato, hidrogénio e outros compostos
metilados, produzidos pelos microrganismos acidogénicos e acetogénicos, sao
convertidos em metano e gas carbdnico ou metano e agua, dependendo do
substrato utilizado (GHALY, 1996). No processo de degradacdo da matéria organica,



80

a capacidade de utilizar acetato ou hidrogénio como aceptores finais de elétrons
diferencia 0s metanogénicos em dois grupos principais: acetoclasticos e
hidrogenotroficos, respectivamente.

Desta forma, com o intuito de verificar na Célula experimental de RSU a
principal via de producdo de CHy4, foram utilizados 6 pares de primers (P1, P2, P3,
P4, P5 e P6), onde 3 foram referentes as arqueas metanogénicas hidrogenotréficas:
P1 (Methanobrevibacter), P2 (Methanobrevibacter smithii), P3 (Methanobacteriales)
e 3 para arqueas metanogénicas acetoclasticas: P4 (Methanosarcina spp), P5
(Methanosaeta spp.) e P6 (Methanosarcinaceae).

A PCR empregando os iniciadores (P1, P2 e P3) apresentaram resultados
negativos frente aos microrganismos: Methanobrevibacter, Methanobrevibacter
smithii e Methanobacteriales, tanto para as extragbes realizadas com o Kit, quanto
para o CTAB. A eletroforese dos produtos da PCR, visualizada sob luz UV, nao
registrou ocorréncia de bandas nas amostras da RSU, conforme Figura 21 (a) e (b),
mas em (c) observou-se nas amostras referentes aos dias 109 e 137 dias, arrastes

com bandas inespecificas, indicando a possivel degradagao dessas amostras.

Figura 21 - PCR com os primers (a) P1; (b) P2 e (c) P3.

b
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Legenda: (MM) marcador molecular (Low Mass DNA Ladder — Invitrogen)
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De acordo com a Figura 21, € possivel que a ndo amplificacdo com os
primers para arqueas metanogénicas hidrogenotroficas, seja devido a efeitos
inibitérios da reagéo, apesar das diversas tentativas de otimizagdo da amplificagao
das amostras, ou ainda, que as condi¢gdes ambientais ao qual a Célula experimental
esta submetida, provavelmente, ndo favoreceram seu crescimento.

De acordo com Yu et al. (2005), devido as maiores taxas de crescimento, 0s
metanogénicos hidrogenotréficos apresentam vantagem competitiva sobre os
metanogénicos  acetoclasticos. Entretanto, em  biorreatores anaerodbios,
aproximadamente, 70% do metano produzido resultam da atividade acetoclastica,
enquanto cerca de 30% derivam da atividade hidrogenotréfica (SOUSA et al., 2009).

Os resultados com a utilizagao dos primers especificos (P4, P5 e P6) na PCR
para as arqueas metanogénicas acetoclasticas: Methanosarcina spp, Methanosaeta
spp. € Methanosarcinaceae encontram-se expostos na Tabela 10.

Na Tabela 10, foram observadas diferengas significativas nas amplificagées
dos fragmentos 16S das arqueas, utilizando os dois métodos de extragao,
especialmente, para os primers P4 e P6. As amostras extraidas com o Kit
promoveram 38 reagdes positivas, sendo 15 para o P4, 14 para P5 e 9 para P6. E as
com CTAB totalizaram 17 reagdes, consistindo em 2 para P4, 13 para P5 e 2 para
P6, ressaltando-se que todas as PCRs tiveram as mesmas condi¢des térmicas.

Tabela 10 - PCR realizada com os primers P4, P5 e P6.
KIT CTAB

N
s| w0 |+
5
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Legenda: + = amplificou; branco = ndo amplificou.
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Diversas repeticbes foram realizadas, buscando maiores amplificagées das
amostras de CTAB com os primers P4 e P6, como ndo houve a presencga de bandas
especificas, uma das suposigoes seria que a quantidade de DNA estaria abaixo do
limite de deteccao do método.

Como o volume de DNA template usado nas reagdes de PCR foi o mesmo e,
assumindo que, apés as diluicbes realizadas, todos os DNAs tenham gerado
concentragbes semelhantes (10 ng/pL), pode-se considerar a intensidade do sinal
como estimativa indireta da quantidade de DNA amplificado.

De forma geral, estes resultados contrastam com os obtidos para a familia
Methanosarcinaceae apresentados na Tabela 10, uma vez que, esperava-se um
comportamento similar entre familia e género, porém, isto n&o foi verificado,
principalmente, pelo método CTAB. O monitoramento com os primers especificos P6
e P4 das amostras extraidas com o Kit mostrou-se similar para familia e género,
sendo que nao foram verificados amplicons para P6 nas amostras referentes aos
dias 172, 233, 319, 424, 452 e 473.

O primer P5 (Methanosaeta spp.) alcangou maiores amplicons entre as
amostras de DNA extraidas para ambos os métodos (Kit e CTAB), entretanto,
divergiram nos dias 0, 137, 206, 233, 319, 340, 382, 424 e 508. A presenca desses
microrganismos € um indicativo de residuos mais antigos e bioestabilizados, por se
caracterizarem como sucessores na ocupagdao de micronichos em diferentes
habitats (ZINDER et al., 1993; YU et al., 2005), o que parece ser confirmado com
este estudo, em que a Célula experimental possui RSU com 2151 e 830 dias.

O primer P4 utilizado para Methanosarcina spp. foi escolhido devido a
atividade metabdlica desses microrganismos, que podem ser acetoclasticos,
hidrogenotroficos ou metilotréficos (DEMIREL; SCHERER, 2008). Para Montero et
al. (2009), os metanogénicos acetoclasticos sdao dominantes em reatores para
producdo de biogas e desempenham um papel fundamental na estabilizagdo da
carga de matéria organica na fase final da metanogénese.

Os membros da familia Methanosarcinaceae e Methanosaetaceae diferem em
sua fisiologia e bioquimica de crescimento em relagdo a concentragédo de acetato no
ambiente (GRADY JR et al, 1999). De acordo com Yu et al. (2005), as
Methanosaeta spp. tém alta afinidade pelo acetato, mas a taxa de utilizacdo desse
substrato relativamente baixa. Por outro lado, as Methanosarcina spp. tém uma
afinidade muito menor ao acetato, com uma taxa de utilizagdo mais alta, indicando

que a predomindncia de Methanosaeta spp. € favorecida com pequenas
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concentracbes de acetato, enquanto que, a Methanosarcina spp. tenderia a
predominar em elevadas concentragdes desse substrato.
Apds a PCR foi realizada uma Re-PCR com os mesmos ciclos térmicos e

iniciadores P4, P5 e P6, os resultados obtidos estéo ilustrados na Figura 22.

Figura 22 — Bandas visualizadas apds a Re-PCR com os primers P4, P5 e P6.

pb

400 pb

Legenda: (MM) marcador molecular (Low Mass DNA Ladder — Invitrogen)
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De acordo com a Figura 22, primers para amplificar Methanosarcina spp. (P4)
geraram bandas menores de 200 pb, que corresponderam ao tamanho esperado de
140 pares de base (pb), conforme o Quadro 3. Observou-se que todas as amostras
foram amplificadas, entretanto, com intensidades diferentes, indicando que,
possivelmente, Methanosarcina spp. predominaram na fase inicial de
biodegradacéo.

Para Methanosaeta spp. (P5), os amplicons de quatro amostras
apresentraram também tamanhos menores que 200 pb (137, 206, 452 e 599), como
esperado (187 pb), enquanto que, para as amostras da fase inicial (39 e 109) as
bandas foram inespecificas. A Re-PCR realizada para familia Methanosarcinaceae
(P6) gerou bandas com tamanho esperado (408 pb) para as amostras 39, 109, 137 e
452, entretanto, as amostras 206 e 599 nao foram reamplificadas.

De maneira geral, os resultados obtidos apontam a metanogénese
acetoclastica, como via predominante para a producdo de biogas na biodegradagao
dos RSU de Campina Grande-PB, em que foram confirmados os géneros
Methanosarcina e Methanosaeta.

Apés a Re-PCR as bandas foram purificadas e enviadas para o
sequenciamento. Embora, o numero de amplificagdées da primeira PCR tenha sido
elevado (Tabela 10), poucas amostras tiveram condi¢ées de serem enviadas para
sequenciamento (Figura 22), uma vez que, a visualizagdo das bandas em UV para
excisao e purificagdo, como também a quantificagdo entre 10 e 20 ng/uL apds esse
procedimento, foram limitantes, apesar das repeticoes e otimizacdes da Re-PCR.

O critério de escolha das bandas para o sequenciamento, levou em
consideragao aguns aspectos como o tamanho da banda visivel no gel de agarose
com o transiluminador UV, a idade da amostra apds a retroalimentacdo e a
concentragéo de metano monitorada ao longo do tempo.

5.3.1 Caracterizagao das arqueas metanogénicas

De acordo com os resultados obtidos apés a Re-PCR, foram selecionadas 10
bandas para o sequenciamento do dominio Archaea. As sequéncias nucleotidicas
foram determinadas por identidade de bases no banco de dados 16S RNAr (Bacteria
e Archaea), depositadas no GenBank/NCBI. A homologia das sequéncias com base
no BLASTn esta indicada no Quadro 7.
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Quadro 7 - Identidade dos microrganismos - Dominio Archaea.

Archaea
Microrganismo Banda Definicdo identidade Genbank
1A | Methanosarcinafiavescens | ;‘5’,01"35) NR_148758.1
P4 2A Methanosarcina sp. - -

Methan naspp. 3A Nenhuma semelhanca significativa
4A Methanosarcina flavescens (;%) NR_148758.1
5A | Methanosaeta concilii (;‘1’?9’:’) NR_102803.1

PS5 100%

Meth — 6A Methanosaeta concilii (84/84) NR_104707 1
7A | Methanosaeta concilii (790‘3;‘;) NR_102803.1
8A | Methanosarcina spelaei (2994';;"96) NR_148337.1

P6 . - 100%

Metha in 9A Methanosarcina mazei (279/279) NR_041956.1

10A | Methanosarcinamazei (3;‘1’?3";1) NR_041956.1

A anadlise das sequécias dos amplicons representadas pelas bandas 1A e 4A
revelaram 100% de identidade com a arquea Methanosarcina flavescens
(NR_148758.1). Methanosarcina spp. podem ser encontrados em diferentes
ambientes anaerdbios, como sedimentos marinhos e de agua doce, solos, residuos
sélidos e em tratos digestivos de animais de sangue quente (GANZERT et al., 2014;
SHIMIZU et al., 2015).

Além da importancia ecoldgica, a Methanosarcina flavescens exerce
influéncia no tratamento de RSU e esta, possivelmente, associada a fase inicial da
metanogénese.

Apesar da elevada identidade (100%), a analise no BLASTn revelou que
outras espécies também tiveram alta homologia com as sequéncias desse estudo,
entretanto, nenhuma delas estava associada a produgao de biogas.

Methanosarcina flavescens € um novo microrganismo metanogénico
estritamente anaerdbio, descrito por Kern et al. (2016), que foi isolado de uma usina

de biogas em escala real na Alemanha. Esta arquea metanogénica cresceu
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autotroficamente em H, e CO, e, adicionalmente, as células poderiam utilizar
acetato, metanol, mono-, di- e trimetilamina como fontes de carbono e energia.

A temperatura interna da Célula experimental para o periodo especifico que a
Methanosarcina flavescens foi caracterizada variou de 25 a 36 °C (Figura 24), por
outro lado, Kern et al. (2016), identificaram como temperatura 6tima a faixa de 40 a
45 °C, indicando que membros dessa espécie podem ser mesofilicos e/ou
termofilicos.

Com relagao as condigées de pH para o crescimento dessa espécie foram
encontradas na Célula experimental de RSU variagbes de 5,7 a 8,4 (Figura 28),
entretanto, Kern et al. (2016) testaram o crescimento da Methanosarcina flavescens
com pH variando de 5,0 a 8,5 e, encontraram as condi¢des ideiais para crescimento
e produgcdo de biogas entre 7,0 e 8,0, que € o valor pH caracteristico para o
desenvolvimento de arqueas metanogénicas (WHITMAN et al., 2006). Em valores de
pH acima de 8,5 ou abaixo de 5,5, nenhum crescimento da Methanosarcina
flavescens pbde ser observado.

A capacidade desse microrganismo de metabolizar amostras com
composigOes de substratos variados, como em aterros de residuos sélidos urbanos,
ressalta que, apesar da recente identificacdo, a Methanosarcina flavescens (KERN
et al., 2016) mostrou-se favoravel as condi¢gées de pH e temperatura encontradas
durante o monitoramento da Célula experimental de RSU.

Com relacdo a banda 2A, ndo foi obtido resultado conclusivo, uma vez que,
nao houve nenhuma semelhancga significativa no GenBank/NCBI. Isso acontece, na
maioria das vezes, pela baixa qualidade e tamanho das sequéncias.

Os primers especificos (P4) usados na Re-PCR para o género
Methanosarcina amplificaram fragmentos de tamanho esperado (140 pb). Para
classificagao da banda 3A, apds o sequenciamento, confirmou-se que a analise da
sequéncia forward tratava-se de uma espécie de Methanosarcina, por outro lado, a
sequéncia reverse nao teve semelhanca significativa no banco de dados.

As sequéncias dos amplicons representadas pelas bandas 5A e 6A
apresentaram 100% de identidade com a Methanosaeta concilii (NR_102903.1), a
7A também resultou nessa mesma espécie, entretanto, com 99% de identidade
(NR_104707.1).

De acordo com Mori et al. (2003), Methanosaeta pode ser amplamente
distribuido na natureza e talvez seja o produtor predominante de CH4 na Terra,

sendo abundante em habitats onde os receptores de elétrons, como oxigénio, nitrato
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e sulfato, sdo estritamente limitados, como é o caso dos aterros sanitarios (LALOUI-
CARPENTIER et al., 2006; MORI et al., 2003), digestores anaerdbios (LECLERC et
al., 2004) e Células experimentais de RSU.

O género Methanosaeta possui afinidade com ambientes em que prevalecem
baixas concentragées de acetato, que € um composto fundamental para a
degradacdo da matéria organica e, corresponde a dois tergcos do total de CHy
produzido na metanogénese acetoclastica, na qual se utiliza acetato e CO como
fontes de carbono (PATEL; SPROTT, 1990; JONES, 1991).

Methanosaeta concilii foram encontradas tanto na fase metanogénica inicial
da Célula experimental de RSU (109 dias), como também no final do monitoramento
(599 dias). Methanosaeta concilii € a unica arquea acetoclastica mesofilica entre as
espécies do seu género, sendo as demais termofilicas (TIAN et al., 2016). Desta
forma, as condicbes de temperatura da Célula experimental durante todo o
monitoramento permaneceram na faixa mesofilica (Figura 24), favorecendo o
crescimento e a produgdo de biogas por essa espécie.

O pH oscilou de 5,7 a 8,4 durante 599 dias de monitoramento da Célula
experimental (Figura 28), entretanto, a Methanosaeta concilii foi caracterizada com
valores médios de pH na faixa 8,0. De acordo com estudos realizados por Mori et al.
(2012), a espécie Methanosaeta concilii isolada de sedimentos marinhos foi capaz
de crescer em temperaturas entre 20 e 35 °C e valores de pH entre 6,0 e 7,8, com
crescimento 6timo a 30 °C e pH 7,5, estes mesmos autores constataram ainda que,
0 numero de genes pertencentes a Methanosaeta foi 10 vezes maior que o de genes
de Methanosarcina, indicando que o metano produzido a partir do acetato foi
originario da espécie Methanosaeta concilii.

Patel; Sprott (1990) observaram o crescimento desta espécie com
temperaturas variando de 35 a 40 °C e pH entre 6,6 e 7,8, com crescimento 6timo a
35 °C e pH 7,2. Tian et al. (2016), verificaram a correlagao entre fatores bioticos e
abidticos em 19 biodigestores de biogas em regides tropicais e subtropicais da
Provincia de Yunnan, China. E concluiram que a Methanosaeta concilii foi
dominante em todos os 19 biodigestores de biogas, entretanto, com fatores abidticos
difentes, onde o pH variou de 7,2 a 8,4 e a temperatura de 16 a 28 °C.

Na metanogénese da Célula experimental de RSU a Methanosaeta concilii se
mostrou importante para a producdo de metano, uma vez que, essa espécie foi
dominante do inicio ao final do monitoramento. Portanto, otimizar as condi¢des de

crescimento da Methanosaeta concilii pode garantir elevada produgdo de biogas,
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visto que, essa espécie contribuiu, significativamente, para a degradagdo anaerdbia
da matéria organica em ambientes com RSU.

A sequéncia do amplicom representada pela banda 8A apresentou 99% de
identidade com a arquea metanogénica acetoclastica, denominada Methanosarcina
spelaei (NR_148337.1), que foi descrita por Ganzert et al. (2014) e isolada a partir
de um biofilme flutuante de um lago subterréneo sulfuroso na Caverna Movile, em
Mangalia, no sudeste da Roménia. Recentemente, esta espécie também foi
encontrada em outros ambientes anaerdbios, como sedimentos de manguezais
tropicais (JING et al., 2016) e digestores anaerdbios (ZIGANSHIN et al., 2016).

De acordo com Ziganshin et al. (2016), analises comparativas de
composigées e dinamicas metanogénicas em 11 reatores em escala laboratorial
alimentados com diferentes materiais agricolas como, esterco de galinha e bovino,
palha e silagem de milho e grédos de destilaria, demostraram que a produgdo de
biogas foi, significativamente, correlacionada com os membros da familia
Methanosarcinaceae, que sao capazes de atingir um crescimento estavel a altas
taxas de carga organica, niveis de aménio e acetato.

Na Célula experimental de RSU, a Methanosarcina spelaei cresceu com
valores médios de temperatura de 28 °C (Figura 24) e pH de 7,5 (Figura 28).
Ganzert et al. (2014), ao isolarem a Methanosarcina spelaei de uma caverna,
observaram que essa arquea metanogénica é estritamente anaerdbia e que cresceu
na presenca de H,, CO, acetato, metanol, monometilamina, dimetilamina e
trimetilamina, como fontes de carbono e energia. O ecossistema foi caracterizado
por ter uma atmosfera de 7 a 10% de Oy, 2 a 3,5% de CO, e 1 a 2% de CH4. A
temperatura para desenvolvimento desse microrganismo variou de 12 a 33 °C e o
pH de 5 a 8,6.

Portanto, a Célula experimental de RSU mostrou-se favoravel as condi¢cées
de substrato, pH e temperatura, entretanto, as concentragdes de biogas em que a
Methanosarcina spelaei cresceu, apresentou concentragdes de CH,4 até 18,5%, CO,
35% e O, 1% (Figura 31). Isto implica que, essa arquea metanogénica esta
adaptada a composicao fisica dos RSU e que diversas espécies de microrganismos
tém papéis distintos em uma organizacao coletiva, o que torna a Célula experimental
um ambiente especializado e complexo.

Cabe destacar que, as sequéncias nucleotidicas de amplicons representada
pela banda 8A foram depositados no GenBank (numero de acesso MH793496), visto

que, nenhuma das sequéncias do banco de dados associou esse microrganismo a
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biodegradagéo de residuos solidos urbanos e as condigées em que se encontra a
Célula experimental.

Finalmente, as sequéncias nucleotidicas dos amplicons representadas pelas
bandas 9 e 10 A apresentaram 100% de identidade com as sequéncias de
Methanosarcina mazei (NR_041956.1) que de acordo com Caird et al. (1992), sdo
as especies mesofilicas mais representativas do género Methanosarcina. Desta
forma, a presenga desses microrganismos pode ser considerada comum na
biodegradagdo de RSU, devido as suas altas taxas de crescimento e ao consumo
rapido e amplo de substratos (acetato, metanol e hidrogénio).

Methanosarcina mazei cresceram e produziram biogas na Célula
experimental de RSU com temperaturas médias de 25 °C (Figura 24) e pH 7,8
(Figura 28). Membros do género Methanosarcina sao frequentemente, tolerantes a
condicoes de estresse, como flutuagdes no pH e temperatura, baixa disponibilidade
de matéria organica, toxicidade de amoénia e altas concentragées de sal (DOLOMAN
et al., 2017; CALLI et al., 2005; CONKLIN et al., 2006; SHIN et al., 2011).

Para Battumur et al. (2017), que conduziram estudos para isolamento e
caracterizagdo de novos microrganismos em um digestor anaerdbio com lixiviado, a
faixa de temperatura observada em que a Methanosarcina mazei foi caracterizada
variou de 20 a 40 °C, com o crescimento mais rapido ocorrendo a 39 °C, enquanto
gue, o pH monitorado oscilou de 4,0 a 9,0 com valores 6timos de 6,8 a 7,2.

Walter et al. (2012) pesquisaram comunidades microbianas em usinas de
biogas na Italia e na Austria e verificaram que a temperatura na maioria dos reatores
variou entre 37,5 e 42 °C e o pH entre 7,4 a 8,2. As concentragdes de CH,4 variaram
entre 43,2 e 58% e as de CO; entre 33,5 e 46,5%.

O crescimento e producdo de biogas da Methanosarcina mazei na Célula
experimental de RSU tiveram as condi¢coées de pH compativeis com as encontradas
nos estudos de Walter et al. (2012). Por outro lado, a temperatura da Célula
experimental foi compativel com as observadas por Battumur et al. (2017). Vale
ressaltar que, as concentragbes de CH; e CO, na Célula experimental nao
ultrapassaram 10% e 28% (Figura 31), respectivamente, no periodo de
monitoramento em que foi encontrada essa arquea metanogénica.

Segundo Maeder et al. (2006), no processo de biodegradagéo de residuos e
na producdo de biogas, a Methanosarcina mazei é fisiologicamente importante,
porque esse microrganismo é dotado de uma proteina denominada

hememonoxigenase, conhecida como citocromo P450, que desempenha um papel
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critico na sintese e degradagédo de muitos compostos xenobioéticos (MAEDER et al.,
2006; WHITLOCK; DENISON JR, 1995). Essa espécie também contribuiu com a
degradacgao anaerdbia de residuos ricos em lipidios (SCHMIDT et al., 2000).

Em suma, os metanogénicos acetotréficos Methanosarcina flavescens,
Methanosaeta concilii, Methanosarcina spelaei e Methanosarcina mazei foram
encontrados na Célula experimental de RSU, podendo-se inferir que o acetato pode
ser o precursor mais importante durante a digestdo anaerdbia mesofilica, sendo
responsavel pelo CH,4 produzido.

Nesse contexto, as amostras de residuos solidos urbanos apresentaram
populagées microbianas diversas de bactérias e arqueas, as quais dependendo dos
indicadores operacionais como, temperatura, disponibilidade de substratos e pH
podem produzir maiores volumes de biogas. Desta forma, para resumir a analise das
comunidades de bactérias e arqueas metanogénicas envolvidas no processo
biodegradivo da Célula experimental de RSU, foi configurado um fluxograma que
esta apresentado na Figura 23.

Figura 23 - Microrganismos envolvidos na biodegradagéo de RSU.
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5.4 Indicadores fisico-quimicos e microbiolégicos

5.4.1 Temperatura

A evolugao da temperatura dos RSU fornece informacgdes sobre a atividade
microbiana no processo de degradagdo da matéria organica. Nesse contexto, foram
observadas temperaturas variadas no ambiente interno e externo a Célula
experimental.

A Figura 24 ilustra o comportamento das temperaturas interna e ambiente em
funcéo do tempo de aterramento dos RSU na Célula experimental. No interior da
massa de RSU a temperatura oscilou de 19,5 a 33,8 °C, com média de 29,2 °C, no
ambiente externo as temperaturas variaram de 24 a 35,8 °C, com média de 28,9 °C.

O processo de retroalimentagao proporcionou uma diminuicdo na temperatura
interna na massa de residuos (dia 0), justificada pela retirada da camada de
cobertura de solo compactado, que refletiram em temperaturas distintas. Apés 2 dias
de monitoramento, foi observado um aumento expressivo, indicando a ocorréncia de
biodegradagédo dos RSU, em que a temperatura interna atingiu 33 °C.

Figura 24 — Temperatura em relagdo ao tempo de aterramento dos RSU.
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A diferenca na temperatura interna, inicialmente, esta relacionada aos

830

microrganismos aerobios que, ao degradarem a matéria organica a compostos mais
simples como H,O e CO,, liberam calor. Ao longo do tempo, o oxigénio € consumido

rapidamente e os grupos, predominantemente, aerdbios diminuem seu metabolismo,



92

prevalecendo os microrganismos facultativos e anaerdbios. Contudo, estes novos
grupos microbianos precisam adaptar-se enzimaticamente a este meio.

Na maior parte do periodo de monitoramento, a temperatura ambiente ficou
abaixo da temperatura interna, o que ja esperado, uma vez que, a atividade
microbiana libera maiores quantidades de calor na massa de RSU aterrada.

Observou-se um decréscimo nas temperaturas interna e externa a partir do
dia 55, mudanga que esta associada a fatores como, umidade e precipitagcoes, em
que foram observados indices de precipitacdes de 120 mm (Figura 26).

A temperatura média interna apresentou-se com limites aceitaveis para a
degradacdo microbiana dos residuos soélidos, ficando na faixa mesofilica,
considerada 6tima para produgao de metano. Segundo Tchobanoglous et al. (1993)
para uma maior eficiéncia do processo de digestdo anaerdbia, os niveis de
temperatura 6tima sdo os mesofilicos de 20 a 40 °C e os termofilicos de 50 a 55°C.

Para Igoni et al. (2008) a temperatura mesofilica é vital, mas a estabilizagao
ao longo do tempo é preponderante, uma vez que, variagbes de temperaturas,
abaixo ou acima da faixa considerada o6tima, poderiam alterar de forma negativa, a
eficiéncia do processo biodegradativo, sob o risco de perda nas populagdes
microbianas.

McHugh et al. (2003) estudando a estrutura populacional de metanogénicos
na biodegradagao de residuos, concluiram que, baixas temperaturas néo
influenciam na diversidade populacional metanogénica, apenas no numero de
individuos presentes. A diversidade microbiana parece estar vinculada a composigao
guimica do meio (GROTENHUIS et al., 1991).

Temperaturas muito elevadas (>50°C) podem alterar a composig¢ao
microbiana, ocorrendo a sucessdo ecoldgica por metanogénicos termdfilos. Desta
forma, a temperatura mesofilica na Célula experimental de RSU foi um indicador
favoravel ao desenvolvimento dos microrganismos envolvidos na biodegradagao dos

RSU e na producgao de biogas.

5.4.2 Umidade

Para Tchobanoglous et al. (1993) a agua € um elemento necessario para que
ocorram as reagoes quimicas de degradagdo da matéria organica. Um fato a ser
considerado é que a umidade tanto pode estimular, quanto inibir a biodegradacéo

dos residuos, uma vez que, infiltracbes excessivas podem diminuir a acao dos
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microrganismos, sobretudo das arqueas metanogénicas. A Figura 25 apresenta o
comportamento da umidade dos RSU no interior da Célula experimental.

De acordo com a Figura 25, mudancgas significativas na umidade foram
observadas, com percentuais entre 20 e 75% ao longo do tempo de monitoramento.
Tais variagées podem estar associadas ao quantitativo de matéria organica presente
nos RSU, as condigcbes meteoroldgicas locais, a taxa de biodegradacdo, ao
funcionamento dos sistemas de coleta de liquidos no interior da Célula e a eficiéncia
da camada de cobertura de solo compactado.

Figura 25 — Umidade em relagdo ao tempo de aterramento dos RSU.
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O percentual inicial da umidade, acima de 40%, pode ser atribuido ao
processo de retroalimentagdo, que elevou em 46,5% a quantidade de matéria
organica na Célula experimental (Figura 17), além do mais, os residuos de Campina
Grande-PB sao caracterizados na fonte geradora, como residuos umidos, antes
mesmo do aterramento (ECOSOLO, 2016).

Estudos desenvolvidos por Palma et al. (2000), mostraram que a umidade
otima para a biodegradagéao de residuos variou entre 50 e 70%. Yuen et al. (2001)
consideraram que a umidade, reportada na literatura, apresenta uma faixa muito
mais ampla (20 a 80%), uma vez que, a quantidade de agua pode ser influenciada
também por fatores como a composigcao fisica dos residuos, peso especifico,
porosidade e idade dos RSU.
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Analisando a Figura 25, o nivel inferior apresentou maiores percentuais de
umidade durante os dias de monitoramento. De acordo com Silva (2016), ao sofrer o
fendbmeno de contragdo, com a perda de umidade para o ambiente externo, tanto a
massa de RSU aterrados, quanto a camada de cobertura do solo compactado,
deslocam-se da parede da Célula, favorecendo caminhos preferenciais. Assim, ao
escoar pelas laterais, a agua infiltra e se dispersa longitudinalmente, acumulando-se
nas partes mais baixas da Célula.

Observou-se ainda que, 0 maximo valor de umidade encontrado nos dias 109
e 137, referem-se aos meses entre junho e julho de 2015, que corresponderam ao
periodo caracterizado como sendo de maior precipitagdo em Campina Grande-PB,
conforme ilustra a Figura 26. Valores de umidade acima de 60%, também foram
encontrados nos dias 382 e 424, que corresponderam aos meses de abril e maio de
2016, com indices pluviométricos acima de 80 mm. Cabe destacar que, a agua
infiltrada, através das camadas de RSU, pode carrear nutrientes e compostos
quimicos, influenciando a atividade microbiana e a velocidade da biodegradacéo.

Cunha et al. (2009), descreveram que o municipio de Campina Grande-PB,
caracteriza-se por apresentar chuvas de outono-inverno, cuja estagdo chuvosa inicia
em margo/abril e finaliza em agosto. Por outro lado, a estiagem prolonga-se entre
cinco e seis meses, compreendendo ao periodo de setembro a fevereiro, sendo o
més de novembro o mais seco, conforme a Figura 26, este més atingiu indices
pluviométricos de 3 mm 2015 e 0 mm em 2016 (dias 224 e 570).
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No periodo final de monitoramento, especialmente, entre os dias 473 e 704 foi
verificada uma reducgdo nos percentuais de umidade, que pode ser justificada pela
perda de agua por evaporagao (dias 467 a 706), haja vista que, na camada de
cobertura de solo compactado da Célula experimental existem fissuras (Figura 27)
que promovem a passagem de liquidos e gases e, favorecem as trocas do meio
interno com o externo.

O valor médio observado de umidade no dia 830 foi superior a 50%,
coincidindo com o indice de precipitagdo em julho 2017, que atingiu 194 mm,
contudo, o nivel inferior teve umidade superior a 60%, implicando que neste nivel
ocorreu o processo de lixiviagdo a partir da biodegradagéo dos residuos.

Nesse contexto, analisando a Figura 26, percebe-se que a evaporagdo em
Campina Grande-PB, durante grande parte do monitoramento, foi superior aos
indices pluviométricos medidos, com excegao dos dias 79, 93, 293, 378 404, 743,
792 e 830. Apesar das precipitagcoes favorecerem o aumento de liquidos na massa
de RSU, os percentuais de umidade tendem a reduzir, com o passar do tempo, uma
vez que, a fragdo orgdnica dos RSU torna-se menor, devido aos processos
biodegradativos e a producéao de biogas.

De acordo com Tchobanoglous et al. (1993), sdo consumidos 0,165 kg de
agua para cada metro cubico de gas emitido, além da perda de agua em forma de
vapor, uma parcela também ¢é incorporada na formagéo do biogas.

Vale ressaltar que, condi¢bes de baixa pluviometria e elevada evaporagéo,
segundo Moura et al. (2009) e Moreira (2018), séo tipicas do semiarido brasileiro,
gue se caracteriza por chuvas escassas e mau distribuidas espago-temporalmente,
geralmente, concentradas em poucos meses do ano. De modo geral, o percentual
de umidade na Célula experimental, ndo limitou o desenvolvimento dos processos

biodegradativos e a produgéo de biogas pela atividade microbiana.

Figura 27 - Fissuras na camada de cobertura da Célula experimental.
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5.4.3 Potencial hidrogenidnico (pH)

A variagdo do pH no interior da massa de residuos afeta o processo de
digestao anaerdbia, uma vez que, esta relacionado aos produtos formados a partir
das fases de biodegradagdo dos residuos sdlidos, podendo as oscilagbes desse
indicador, acelerar ou retardar a producao de biogas.

A Figura 28 apresenta o comportamento do pH ao longo do tempo de
aterramento dos RSU. De maneira geral, o pH dos RSU oscilou de 5,2 a 8,5 na
Célula experimental. Tais variagbes estdo associadas as fases de hidrolise,
acidogénese e acetogénese, ao processo de retroalimentacdo da Célula que elevou
a quantidade de matéria organica e aos fatores ambientais externos.

Segundo Chernicharo (2000), valores de pH abaixo de 6,0 e acima de 8,3
devem ser evitados, porque inibem a atividade das arqueas metanogénicas. No
estudo desenvolvido por Alcantara (2007) com Células experimentais de RSU, no
aterro da Muribeca, em Recife-PE, foram encontrados valores de pH em torno de
6,0, para as fases aerobia e andxica; entre 6,0 e 7,0 para a fase acida; e uma faixa
de variacao entre 7,0 e 8,0 na fase metanogénica.

Figura 28 — pH em relacdo ao tempo de aterramento dos RSU.
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Foi observado na Figura 28, que o nivel superior apresentou um
comportamento mais acido durante o monitoramento, o que ja era esperado, uma
vez que, este nivel é constituido de RSU novos. Caracteristicas iniciais acidas do
pH, sdao um indicativo da presenca de bactérias fermentadoras, hidroliticas,
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acidogénicas e acetogénicas, que promovem o acumulo de acidos organicos e de
elevadas concentragées de CO; no interior da massa de residuos sélidos.

Nesse sentido, a concentragdao maxima de CO; atingiu 35% (Figura 31) na
Célula experimental e, desta forma, favoreceu o crescimento de bactérias como
Pseudomonas sp, Uncultured bacterium, Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae e
Uncultured Bacillus sp. Segundo Kim et al. (2014) as bactérias produtoras de acidos
tém um crescimento 6timo na faixa de pH entre 5,0 e 6,5. Igoni et al. (2008)
concluiram que o crescimento microbiano tem influéncia direta na concentragéo de
biogas, porque a biodegradagao dos RSU ¢ inibida pela acidez excessiva.

Os niveis intermediario e inferior sdo constituidos por RSU resultantes do
primeiro enchimento da Célula experimental, ocorrido no ano de 2011, nesses
niveis, foram observados menores variagées do pH, indicando que nestas camadas,
haja menores quantidades de matéria organica e/ou que sofreram menores
interferéncias de fatores externos, como entrada de ar pelos pontos laterais da
Célula. Embora a entrada de ar, provavelmente, ocorra em todos os niveis da Célula
experimental, o nivel superior oferece uma maior exposigdo ao ambiente externo,
quando comparado aos demais, em fungdo da maior area de contato com o
ambiente externo (MELO et al., 2016).

De acordo com a Figura 28, apos 298 dias de monitoramento, todos os niveis
(superior, intermediario e inferior) da Célula experimental tenderam para o pH neutro
a basico (6,8 a 8,5), condi¢do indispensavel para o bom desempenho da atividade
metanogénica. Em relacdo as fases de degradacgao, a elevagdo do pH indica a
transicdo para a fase metanogénica. Tal fato implica na producdo de bicarbonato
pelas arqueas metanogénicas, que convertem acidos e hidrogénio, presentes no
meio, em metano, aumentando assim, o pH.

De acordo com Tchobanoglous et al. (1993), a fase metanogénica ocorre em
valores de pH variando entre 6,8 e 8,0. Esta fase € longa e pode perdurar durante
toda a vida util do aterro. Mesmo tendo sido identificados valores de pH adequados
para metanogénese, ndo houve elevada produgdo de CH4 na Célula experimental,
as concentragées maximas atingiram 20% durante o monitoramento (Figura 31).

O comportamento das fases biodegradativas dos RSU, aliado a sucessao
microbiana e ao pH sdo de extrema importancia para produgédo de biogas na Célula
experimental. Melo et al. (2016), afirmaram que as fases de degradag&o ocorreram
de maneira mais rapida em uma Célula experimental de RSU, quando comparadas a

aterros em escala real, provavelmente, pela area de superficie ser bem maior que o
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volume dos residuos depositados em aterros sanitarios, o que facilitou as trocas de
calor e energia com o0 ambiente, aumentando o metabolismo dos microrganismos.
Embora a evolugdo do pH concorra para o estabelecimento das fases de
biodegradagao dos residuos, essas fases ndo puderam ser definidas com exatidao,
visto que, a Célula experimental € composta por RSU de diferentes idades, podendo
encontrar o estabelecimento de mais de uma fase ao mesmo tempo, assim como

ocorre comumente em aterros sanitarios.

5.4.4 Solidos volateis

O teor de solidos volateis faz alusdo a biodegradabilidade da fragdo organica
de RSU, assim, quanto maior o teor de solidos volateis, maior a quantidade de
matéria organica a ser decomposta e, consequentemente, maior sera o potencial de
producdo de biogas (GONZALEZ-FERNANDEZ et al., 2008). A Figura 27 ilustra os
percentuais de solidos volateis na Célula experimental de RSU.

Foram observados variagbes de 14 a 81%, com média de 45%, para os
sdlidos volateis, no decorrer do periodo de monitoramento, indicando um percentual
significativo de matéria organica a ser biodegradada. De maneira geral, o teor de
sélidos volateis apresentou comportamento bastante variavel ao longo do tempo de
aterramento, o que pode estar associado a idade e a heterogeneidade dos RSU
inseridos na Célula experimental e as condigbes climaticas de Campina Grande-PB.
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Analisando-se os primeiros 109 dias, pode-se afirmar que a matéria organica
estava sendo degradada ao longo do tempo de aterramento, uma vez que, ocorreu a
diminuicdo dos solidos volateis, principalmente, para o0s niveis superior e
intermediario, atingindo um percentual de 21%.

Com 137 dias de monitoramento, houve um aumento nos percentuais dos
sélidos volateis na Célula experimental de RSU, o que pode estar associado a
elevada evaporacao, apds o periodo de chuvas em Campina Grande-PB (Figura 26).
Vale ressaltar que, para este mesmo periodo foram identificados baixos indices
pluviométricos, que podem minimizar a dissolugdo de compostos organicos
presentes na Célula, aumentando assim, o teor de solidos volateis.

Em termos percentuais, o nivel superior apresentou a maior redugdo na
matéria organica chegando a 61%, o nivel intermediario teve uma reducao de 60% e
o nivel inferior atingiu 57%, no periodo de monitoramento da Célula experimental.
Esse comportamento ja era esperado, visto que, para o nivel superior, a
retroalimentagcdo propiciou o incremento de material putrescivel, com fragoes
elevadas passiveis de serem degradadas, enquanto que o nivel inferior € formado
por RSU antigos, que podem acumular materiais recalcitrantes. Cabe destacar que
esses materiais, ndo sdo facilmente assimilados pelas bactérias e arqueas, podendo
assim, interferir nos processos biodegradativos e na produgéo de biogas.

Segundo Firmo (2013), quanto mais biodegradavel é o residuo, maior € o teor
de sdlidos volateis. Ribeiro et al. (2016) obtiveram reducao de solidos volateis no
monitoramento de um biorreator com RSU, em torno de 95% para o nivel superior,
61% para o nivel intermediario e 60% para o nivel inferior. Palmisano e Barlaz
(1996) reportaram valores de redugao de sdlidos volateis na faixa de 35 a 60%. Kelly
(2002) registrou uma reducgao nos solidos volateis de 58% para RSU depositados
em Células de aterros com 730 dias de monitoramento. Esse mesmo autor, ainda
afirma que, amostras de residuos com concentragdes de solidos volateis menores
que 20%, ja podem ser consideradas estabilizadas, o que implica em baixos teores
de matéria organica.

A redugdo nos sdlidos volateis indica que a degradagdo no interior da Célula
experimental ocorreu, uma vez que, a matéria organica estava sendo consumida
pelas comunidades microbianas. Cabe destacar que, embora o teor de sdlidos
volateis tenha diminuido, eles apresentaram grande variabilidade ao longo do tempo,
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contudo, esse comportamento nao interferiu no desenvolvimento dos
microrganismos e na producgao de biogas.

5.4.5 Quantificacado de aerdbios totais

A Figura 30 ilustra a quantificagdo dos aerdbios totais na Célula experimental
em relagdo ao tempo de aterramento dos RSU. Observa-se que as bactérias
aerdbias estiveram presentes ao longo de todo o periodo de monitoramento, em
concentragbes que variaram de 10° a 10® Unidades Formadoras de Colbnias
(UFC/mL), sendo um indicativo da presenca de microrganismos facultativos, que
sobrevivem tanto na presenga como na auséncia do oxigénio molecular.

Diferentemente do que se esperava em um ambiente que simula um aterro
sanitario, em que a maior parte dos processos de degradagéao ocorre em condigbes
anaerobias, a Célula experimental de RSU apresentou caracteristicas diferenciadas
com a presenca de bactérias aerébias, em todos os niveis (superior, intermediario e
inferior). Esse comportamento pode estar atribuido a altura da massa de RSU e a
entrada de ar pelos pontos laterais de coleta de RSU da Célula experimental, que
nao permitem um ambiente com condigdes totalmente controladas de anaerobiose.

Figura 30 — Aerdbios totais em relacao ao tempo de aterramento dos RSU.
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aerdbios facultativos, representantes caracteristicos das fases de hidrolise,
acidogénese e acetogénese, entre eles, uma espécie ndo cultivavel do género
Pseudomonas, outra do género Enterobater e a Klebsiella pneumoniae, todas
pertencentes ao filo Proteobacteria. Nesse sentido, a presenga de aerdbios totais é
importante para o processo biodegradativo, visto que, esses microrganismos irdao
fornecer substratos que serdo metabolizados pelas arqueas metanogénicas.

De acordo com Madigan et al. (2010) o género Pseudomonas, por exemplo,
apresenta necessidades nutricionais bastante simples, crescendo
quimiorganotroficamente em pH neutro e temperaturas na faixa mesofilica, o que foi
verificado na maior parte do monitoramento da Célula experimental, onde as
alterac6es foram relativamente pequenas para os dois indicadores.

Resultados semelhantes ao desssa pesquisa, foram obtidos por Aires (2013)
e Silva et al. (2015) que encontraram bactérias aerdobias em todas as camadas da
Célula experimental, mesmo naquelas mais profundas, onde teoricamente deveria
haver menor quantidade de oxigénio. Monteiro et al. (2006) relataram a presenga de
bactérias aerobias totais nos RSU de Células cobertas ha 5 anos no Aterro da
Muribeca, em Recife-PE, associando este fato a entrada de oxigénio pelos sistemas
de cobertura e drenagem de gases.

Para Aires et al. (2018) microrganismos aerdbios sofrem menor influéncia de
fatores externos, quando comparados aos anaerobios, visto que, sdo menos
sensiveis a mudangas ambientais, fato que permite pequenas variagbes na
contagem de suas col6nias ao longo do tempo.

O monitoramento das concentragcdes de gases na Célula experimental
mostrou que, embora outros gases estejam presentes neste ambiente,
concentragbes de oxigénio foram observadas ao longo do tempo de aterramento,
contudo, em concentragcdes menores que 4% até 570 dias, apos esse periodo, as
concentragbes de O, chegaram a 9% (Figura 31). Dentre os fatores intervenientes
para esse fato ter ocorrido, pode-se citar as aberturas existentes nas laterais da
Célula para coleta das amostras de residuos, as fissuras na camada de cobertura de
solo compactado e a percolagdo de aguas pluviais que trazem consigo oxigénio

dissolvido em sua composicao.

5.5 Concentragoes de biogas
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Com o monitoramento dos gases produzidos durante o processo
biodegradativo pode-se verificar a estabilidade dos residuos organicos, analisar as
fases de degradagdo dos residuos sdlidos e indicar o potencial de poluigao
ambiental. As concentragbes dos gases resultantes da decomposi¢cao da matéria
organica no interior da Célula experimental de RSU sao ilustradas na Figura 31, em
termos dos gases metano (CH,), diéxido de carbono (CO5) e oxigénio (O,).

As concentragbes dos gases monitorados no dreno da Célula experimental
variaram de 0% a 19,8 % para CH4;, com média de 6,5%, para o CO, as
concentragdes oscilaram de 5,6% a 35%, com média de 22,2% e para o oxigénio as
concentragdes variaram de 0% a 9,1%, com média de 3%.

Figura 31 - Concentragdo volumétrica (%) de CH4, CO, e O,.
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De acordo com a Figura 31, no inicio do monitoramento foi observado um
percentual elevado de CO,, devido ao processo de retroalimentagdo que aumentou
a disponibilidade de nutrientes e a umidade na Célula experimental, favorecendo a
degradacao da massa de RSU pela atividade microbiana. Por volta do dia 140, o
valor médio do pH dos RSU na Célula experimental era de 7,5 e a temperatura em
torno de 28,2 °C, indicando o final da fase de transigdo do processo de degradagao.
Nessa fase, intensificou-se a producéo de CO,, por ser gerado como um subproduto
da fermentagéo da matéria organica.

Com relagao as concentragées de O, na Célula experimental, pode-se dizer
gue permaneceram na maioria do periodo de monitoramento, em baixos percentuais

(< 5%). No dia 224, verificou-se que o aumento da concentracdo de O
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correspondeu a uma redugdo de CHy, indicando o efeito inibitério do oxigénio na
atividade metanogénica.

Elevadas concentragdes de O, podem ser prejudiciais ao sistema, contudo,
pequenas concentracbes podem ser benéficas, desde que, ndo afetem o
metabolismo dos microrganismos anaerobios estritos (AIRES et al., 2017).

Foi observado que as concentragdes de CO, prevaleceram sobre as de CHy
e, embora o processo de retroalimentagcdo tenha melhorado o desempenho da
Célula experimental, ndo houve a predominancia da fase metanogénica. Para
Tchobanoglous et al. (1993), em aterros sanitarios, esta fase apresenta
concentragdes médias de 40% para o CO, e 55% para o CHs.

Mesmo tendo sido identificadas condi¢gdes favoraveis de umidade,
temperatura, pH e sodlidos volateis na Célula experimental, ndo houve elevada
producao de biogas, tal fato pode estar associado a heterogeneidade dos residuos,
a fatores ambientais que as arqueas metanogénicas exigem para seu
desenvolvimento, uma vez que, esses microrganismos sdo anaerobios estritos, ou
ainda, as dimensbes da Célula experimental e as condigbes meteorologicas de
Campina Grande-PB.

Vale ressaltar que, a partir de 607 dias, as concentragcbes de metano e
diéxido de carbono foram reduzidas, enquanto que as de oxigénio aumentaram o
gue pode ser um indicativo da bioestabilizagdo dos residuos sdlidos urbanos.

As concentragdes de metano mensuradas durante o monitoramento da Célula
experimental de RSU estdo associadas a caracterizacdo das arqueas
metanogénicas, dos géneros Methanosarcina e Methanosaeta, indicando que a
producdo de metano foi, predominantemente, pela atividade acetoclastica e néo
hidrogenotrofica.

Entretanto, para verificar a participagéo de arqueas hidrogenotrdéficas, sugere-
se que testes sejam realizados com primers especificos para as classes
Methanococcales, Methanomicrobiales, Methanocellales e Methanopyrales, que nao
foram utilizados neste estudo, visto que, essas classes ndo sdo abundantes na
biodegradagédo de RSU para formagéao do biogas.

Aa Figura 32 ilustra a concentragdo volumétrica (ppm) de monodxido de
carbono (CO) e sulfeto de hidrogénio (H2S) em funcédo do tempo de aterramento dos
RSU na Célula experimental.

As concentragdes variaram entre 0 e 39 ppm para CO, com média de 6,5 ppm
e de 0 a 31,4 ppm para o H,S, com média de 2,8 ppm. Observou-se que as
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concentragdes de CO foram superiores as de H,S na maior parte do monitoramento,

com excecgao de alguns picos de H,S nos dias 18, 93 e 467.

Figura 32 — Concentragao volumétrica (ppm) de CO e H,S.
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caracteristicas toxicas. Este gas participa do ciclo global do carbono e esta envolvido
em vias assimilatorias e dissimilatérias de numerosos microrganismos, incluindo
membros do dominio Bacteria e Archaea.

Na produgdo de biogas, o monodxido de carbono pode atuar como substrato
para diferentes metabolismos anaerdbios fermentativos, produzindo compostos
organicos como acetato, etanol, 2,3-butanodiol e butirato na acidogénese e
acetogénese (DIENDER et al., 2015; DURRE; EIKMANNS, 2015).

De acordo com a Resolucao n° 03 do Conselho Nacional do Meio Ambiente -
CONAMA (1990), que trata do padrao de qualidade do ar, os limites das
concentragdes de CO nao devem ultrapassar valores de 9 e 35 ppm para um tempo
de exposicao de 8 e 1h, respectivamente, mais de uma vez por ano. Quando as
concentragbes de CO estdo na faixa de 9 a 15 ppm durante um periodo de 8h, a
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental - CETESB (2006) indica que o
ar possui qualidade inadequada e, quando estiverem acima de 400 ppm s&o
consideradas potencialmente mortais.
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A concentragao maxima de CO na Célula experimental, constatada apenas no
dia 743, foi 39 ppm e excedeu os padrdes de qualidade do ar definidos pela
CETESB (2006) e pelo CONAMA (1990). Entretanto, como os RSU na Célula
experimental encontram-se aterrados, com uma camada de cobertura de solo
compactado e, o0s ensaios realizados no ambiente externo nao detectaram
concentragbes elevadas desse gas na atmosfera, os riscos associados ao tempo
exposi¢ao sdo minimizados.

Entre as propriedades do CO, deve-se atentar aos limites de explosividade,
pois, quando esta presente no ar em concentragdes que variam de 12,5% (125000
ppm) a 74 % (740000 ppm), este gas torna-se explosivo, o que pode acarretar em
uma série de desastres ambientais, além de representar risco a saude publica.

Existem poucas informagdes sobre o mondxido de carbono relacionado ao
processo biodegradativo de RSU. Em varias amostras de gases coletadas no aterro
Delta, na cidade de Campinas (SP), ndo foi detectada a presenca de CO (ENSINAS,
2003). No aterro da Muribeca (PE), leituras indicaram concentragdes de 10 a 28 ppm
(MACIEL, 2009). No aterro sanitario de Campina Grande (PB), foram mensuradas
concentragdes de 16 a 428 ppm (GGA/UFCG, 2017).

Vale ressaltar que, a medicdo do CO em equipamentos portateis tipo Drager
esta susceptivel a erros, devido as dificuldades de mensuragcdo desse gas, que €
reativo e, na maioria das vezes, encontrado em baixas concentragées (ppm). Porém,
diversos autores como Juca et al. (2001), Alcantara (2007) e Aires et al. (2016)
realizaram o monitoramento de gases em aterros sanitarios e Células experimentais
com esse equipamento e tiveram bons resultados.

O sulfeto de hidrogénio € um gas de odor forte, toxico, que pode causar sérios
danos a saude humana e dos animais, que tem como principal fonte a
decomposicdo anaerdbia de excrementos. Mesmo tendo uma baixa composicédo no
biogas, cuja concentragao tipica € de 0 a 70 ppm, acredita-se que o H,S participe da
metanogénese (AIRES et al., 2016).

A formagao de H,S a partir da biodegradacao de RSU resulta, principalmente,
da conversao biolégica de sulfato por bactérias redutoras de sulfato (BRS), que séo
consideradas anaerdbias obrigatérias. No entanto, alguns estudos mostraram que
esse processo também pode ocorrer na presenga de O, (LONG et al., 2016; DING et
al., 2012; PANZA; BELGIORNO, 2010).

A concentragdo de H,S na Célula experimental teve como valor maximo

detectado 31,4 ppm, indicando a rapida biodegradagdo dos RSU, ocasionada pela
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hidrolise, que correspondeu as medicdes iniciais (93 dias). Apds esse periodo, foram
mensuradas apenas, concentragdes de H,S abaixo de 2,7 ppm (Figura 32).

De acordo com Alcantara (2007), nos lisimetros preenchidos com RSU,
localizados no aterro da Muribeca, em Pernambuco, foram verificadas
concentragbes de 150 a 448 ppm. No Aterro Metropolitano de Salvador-BA as
concentragdes variaram de 6 a 14 ppm. Nos aterros Vila Albertina, Santo Amaro e
Bandeirantes, localizados em Sao Paulo, as concentragées maximas obtidas de H,S
foram de 39, 29 e 30 ppm, respectivamente (ENSINAS, 2003). No aterro sanitario de
Campina Grande-PB, as concentragdes oscilaram de 18 a 949 ppm (GGA/UFCG,
2017).

De acordo com Long et al. (2016), que estudaram o controle das emissdes de
H.S em seis aterros sanitarios simulados, por vias semi-aerdbias e anaerdbias, os
géneros de bactérias que metabolizam enxofre foram: Desulfobulbus, Desulfofustis,
Desulfomicrobium, Desulfovibrio, Desulfotomaculum, Bacillus, Halothiobacillus,
Ochrobactrum, Paracoccus, Pseudomonas e Rhodococcus. Os cinco primeiros
géneros sdo afiliados a bactérias redutoras de sulfato (BRS) e os que predominaram
foram Desulfotomaculum e Desulfovibrio em condigées semi-aerdbias, enquanto que
sob condigGes anaerdbias, as bactérias oxidantes de enxofre predominantes foram
Rhodococcus, Paracoccus, Ochrobactrum e Pseudomonas. Nesse contexto, na
Célula experimental de RSU foram caracterizados os géneros Bacillus e
Pseudomonas que estédo associados a fase de hidrdlise.

Vale ressaltar que, a redugao bioldgica de sulfato no processo biodegradativo
de RSU €, em geral, considerada como indesejavel, uma vez que, o sulfato oxida
material organico que deixa de ser transformado em metano, formando o gas
sulfidrico, que é corrosivo e confere odor muito desagradavel ao biogas, além de
poder ser toxico para arqueas metanogénicas.

Segundo a Norma Regulamentadora 15 (NR-15), o limite maximo permitido
de toleréncia da exposicédo de seres humanos ao H,S é de 8 ppm ou 12 mg/m?, até
48 horas por semana (BRASIL, 1977; BRASIL, 1978).

Durante o monitoramento do H,S, observou-se que o comportamento desse
gas, ultrapassou em poucas medigbes o valor maximo permitido, podendo
representar risco a saude publica, caso ndo houvesse a camada de solo
compactado na Célula experimental, para minimizar os efeitos nocivos de exposi¢céo
a esse gas. Vale ressaltar que, da mesma forma que o CO, as medigdes com o
equipamento Drager ndo detectaram concentragdes elevadas de H,S na atmosfera.
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Dentre os fatores que afetam a migracdo do CO e do H,S em aterros
sanitarios estéo, o tipo de cobertura utilizada, a velocidade e a dire¢ao do vento, a
umidade e a temperatura dos residuos. De acordo com Gouveia e Prado (2010),
viver em localidades proximas a aterros de residuos solidos significa estar exposto
aos produtos toxicos ali presentes. Dados da World Health Organization (WHO,
2000), afirmam que qualquer exposi¢ao potencial a contaminantes existentes em
depositos de residuos solidos, deve estar confinada a um raio de 1 km em via aérea
e 2 km considerando-se a agua como rota de exposic¢ao.

5.5.1 Ensaios realizados na camada de cobertura de solo compactado

Emissées fugitivas de CH4 e CO,, na camada cobertura de solo compactado
em aterros sanitarios, tém sido investigadas com maior intensidade, devido ao
potencial de aquecimento global que esses gases possuem. De acordo com
Solomon et al. (2007), o CH4 € um dos gases de efeito estufa mais poderoso, com
um potencial de aquecimento em torno de 20 vezes maior que o de CO,. Desta
forma, concentragbes elevadas desses gases, oriundos do processo de
biodegradagdo de RSU, em camadas de cobertura de aterros sanitarios e Células
experimentais, devem ser controladas e/ou mitigadas.

A Figura 33 ilustra o comportamento das concentragdes de CHi, CO, e O,
pelo método placa de fluxo, na camada de cobertura de solo compactado da Célula
experimental de RSU. Observou-se que as concentragbes de CH4 no inicio do
monitoramento foram menores que 4,4% e, apos 140 dias, foram praticamente
nulas. Tal fato pode sugerir que o solo estava retendo CH, de forma satisfatéria.
Contudo, durante o monitoramento foram detectadas inumeras fissuras na camada
de cobertura de solo compactado proximas a placa, o que pode ter possibilitado o
escape de biogas para a atmosfera por caminhos preferenciais.

Por outro lado, as concentragbes de CO,, atingiram valores préximos a 30%
na fase inicial do monitoramento e, apds 85 dias, as concentragbes desse gas
reduziram drasticamente, a medida que elevaram as concentra¢des de O,. Com 140
dias de monitoramento o O, alcangou concentragbes tipicas desse gas na
atmosfera, podendo ser um indicativo de entrada de ar na placa de fluxo.

De modo geral, as concentragées do biogas que passaram pela camada de
cobertura de solo compactado, diferem das concentragdes de biogas produzidas no

interior da Célula experimental. Essa diferenca pode estar associada as diversas
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reacoes quimicas e bioquimicas, que acontecem ao longo do fluxo ascendente do
biogas em diregcdo a camada de cobertura de solo. Dentre essas reagées, destaca-
se o processo de oxidagdo biolégica do metano por bactérias metanotroficas
presentes no solo (TEIXEIRA et al., 2009).

Figura 33 — Concentragées de CH,4, CO, e O, na camada de solo compactado.
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Devido a problemas técnicos e operacionais durante o0 monitoramento, tais
como, o aparecimento de fissuras no solo da camada de cobertura e imperfeigdes
mecanicas na estrutura da placa de fluxo, os dados de concentragdo do biogas da
camada de cobertura, ndo puderam ter continuidade, sendo interrompidas as
medigdes apos 335 dias de monitoramento.

Camadas de cobertura de solo compactado tém por objetivo minimizar o
contato entre os residuos aterrados e o meio externo. Os sistemas de cobertura sao
constituintes fundamentais dos aterros sanitarios e auxiliam na reducao da geragao
de lixiviado, na atragdo de vetores, na dispersdo de gases e odores e, evitam o
vazamento dos gases gerados na degradagdo da matéria organica para a
atmosfera, além de favorecer a realizagdo do processo biodegradativo e,
consequentemente, a produgéo de biogas (ANTUNES et al., 2018).

Nesse contexto, foram realizados alguns ensaios geotécnicos de umidade,
massa especifica dos graos, compactacdo e permeabilidade, para avaliagdo da
camada de cobertura de solo compactado da Célula experimental de RSU, estando
os resultados apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11- Caracterizagdo geotécnica do solo.

Indicadores geotécnicos Resultados
Teor de umidade h =3,474%
Massa especifica dos graos 0 = 26,36 kN/m?
Compactacgao Wetima = 13% Osmax = 19,42 KN/m?
Permeabilidade K =4,73x10° m/s

Fonte: Elaborado pela autora (2016).

Os resultados obtidos nos ensaios geotécnicos do solo apresentaram boas
caracteristicas de impermeabilidade da camada de cobertura de solo compactado da
Célula experimental. A NBR 13896 (ABNT, 1997) considera um coeficiente de
permeabilidade inferior a 10® m.s™'. Segundo Mariano et al. (2007); Ferreira; Mahler
(2006), o coeficiente de permeabilidade adequado para utilizacdo de solos como
camada de cobertura em aterros deve se situar na faixa de 10° a 10®° m/s. A
constante de permeabilidade a agua, determinada pelo ensaio realizado por meio do
permeametro de carga variavel vertical foi de K= 4,73x10® m/s. Desta forma, pode-
se inferir que o solo apresentou baixa permeabilidade, podendo ser usado como
material para camada de cobertura e base da Célula experimental de RSU.

5.6 Analises estatisticas
5.6.1 Estatistica descritiva

A Tabela 12 apresenta os valores maximo, minimo, média, desvio padréo e
coeficiente de variagédo dos indicadores monitorados na Célula experimental. A partir
da analise de dispersdo dos dados, percebe-se a ocorréncia de uma alta
variabilidade nos valores encontrados, indicada pelo coeficiente de variacao.

Segundo Fonseca; Martins (1996) um coeficiente menor ou igual a 15%
corresponde a uma baixa dispersdo. Se o coeficiente de variagao estiver entre 15 e
30% havera uma média disperséao e, se maior que 30% uma alta dispersao.

De acordo com os dados da Tabela 12, foi observado que apenas o0s
indicadores temperatura interna e externa e pH apresentaram coeficiente de
variagao inferior a 15%, que indica a alta homogeneidade dos dados. Com média
dispersao foram identificados os indicadores umidade e sdlidos volateis. Todos os
demais indicadores monitorados na Célula experimental apresentaram dispersao

alta, indicando elevada variabilidade dos dados. Essa discrepancia pode estar
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associada a heterogeneidade dos RSU, pois sua composi¢cdo variavel nao
proporciona a obtencao de dados homogéneos, bem como as condi¢gées ambientais
externas ao qual a Célula experimental esta submetida.

Tabela 12 — Minimo, maximo, média, desvio padrao e coeficiente de variagao dos
indicadores monitorados na Célula experimental.
DIAS  Tambiente Tinterna Aerébios pH Umidade S6l. Volit CO, CH, 0O, CO H,S

0 36 195 2,63EH06 56 451 451 5,6 0 0 34 8
39 311 308 6,20E+06 69 472 527 3536 037 004 433 167
80 249 25 552E+06 66 532 485 2567 043 33 8 2467
108 26,7 25 414E+08 7,7 652 66,6 245 11 243 45 25
137 27,2 282 146EH06 7.5 74,7 634 2783 913 0,77 5 25
172 34 305 611E+06 66 685 60,3 35 185 095 7 0
206 26,8 32 1146407 66 549 577 3425 152 085 375 0
233 31,2 338 T783E+06 75 424 36,4 30 63 15 44 0
248 318 28 819E+0B8 7.2 471 48,8 32,2 106 0,98 4 0
298 296 31,9 151EH07 82 552 57,3 26 16 1 3 0
319 29,1 31,7 147TEH0T 74 551 54,3 235 111 107 35 0
340 285 3,2 204E+06 76 533 494 274 173 086 62 26
as2 27 288 1,03e+H07 8 80,7 60,1 27 193 085 225 0
424 258 28,7 1,60E+07 84 60,0 60,0 262 141 0384 26 06
452 32,2 277 241EH07 83 545 544 2413 127 07 0 2
473 26,7 288 115E+07 82 307 30,2 234 98 076 36 18
508 27,2 272 204EH07 79 289 32,2 215 49 11 3 2
508 30,5 284 568E+H06 8 s 33,2 175 04 5 2 2,707
704 29,2 282 1,78e+07 75 200 214 1083 0 753 97 0
830 285 282 213E+07 81 524 55,0 1"Ms 0 817 0 0
Maximo 32,2 338 241EH07 84 7469 66,62 3536 193 917 34 2467
Minimo 249 19,5 1,46E+06 56 20,01 21,41 5,6 0 0 0 0
Média 28,85 28,73 1,06E+07 7,5 50,08 4835 24,47 836 199 554 256

Desv. padrao 219 3,06 6,62E+0680,71 1347 1217 7,81 687 240 693 540
Coef. Var (%) 7,57 10,67 6,23E+01 9,44 2601 24,67 31,90 82,10 120,80 125,01 211,33

A baixa dispersao observada na analise dos resultados de temperatura e pH,
demonstraram uma circunstancia esperada, em fungdo das pequenas variagdes
constatadas durante o monitoramento. A temperatura ambiente apresentou o menor
coeficiente de variagéo (7,5%), mantendo-se esse indicador, na faixa mesofilica
tanto no ambiente interno, quanto no externo a Célula experimental.

No caso do pH, o baixo coeficiente de variagdo (9,44%) das medigbes
oscilaram proximo ao pH 7,0, o qual representa resultados positivos e significativos
para a comunidade microbiana, uma vez que, o pH é um dos fatores mais
importantes para o entendimento das dindmicas e alteragdes ocorridas no interior da
Célula experimental.

Os solidos volateis apresentaram valores diferenciados de amplitude e dados
com média dispersdo, com tendéncia a reducéo, visto que, a medida que o tempo
passa, esse indicador converge para percentuais menores, em fungdo do consumo

da matéria organica, principalmente, pelas bactérias e arqueas metanogénicas.
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A umidade associada a fatores climaticos e a degradagéo da fragéo organica
dos RSU, apresentaram média dispersao, entretanto, os percentuais monitorados
mostraram-se dentro da faixa adequada para desenvolvimento das comunidades
microbianas, favorecendo o processo de biodegradagao e a produgao de biogas.

As bactérias aerdébias mostraram coeficiente de variagcao elevado de 62%,
nao apresentando comportamento tendencial, visto que, foram observadas
quantificagées dessas bactérias durante todo o monitoramento.

De maneira geral, todos os gases monitorados (CH4, CO2, Oz, CO e H,S)
apresentaram coeficientes de variagdo maior que 30%. Tal fato esta associado as
diferentes fases de biodegradagcdo dos RSU, que acarretaram em concentragdes
diferenciadas durante o processo; as diferentes idades de disposicdo dos RSU na
Célula experimental; a composicdo fisica dos residuos aterrados e ao
comportamento dos indicadores fisico-quimicos ao longo do monitoramento.

Diante dos resultados obtidos, pode-se afirmar que € possivel ocorrer o
estabelecimento de mais de uma fase biodegradativa ao mesmo tempo, gerando
diferengas entre as concentragbes maximas e minimas de cada componente do
biogas. Assim, a Célula experimental de RSU reflete o comportamento de um aterro
sanitario em escala real, em que as condi¢gdes sdo conhecidas, entretanto, ndo sao
totalmente controladas.

5.6.2 Matriz correlagéo

A anadlise da correlagdo amostral estuda o comportamento conjunto de duas
variaveis distintas, ao medir o grau de associagao entre elas. De acordo com Hair Jr.
et al. (2009) os coeficientes de correlagdo podem variar de -1,0 a 1,0. Na pratica,
quanto mais proximo de 1,0 (independentemente do sinal) maior € o grau de
dependéncia estatistica entre as variaveis (SILVA, 2016).

De acordo com Dancey; Reidy (2006) correlagdes entre 0,10 e 0,30 podem
ser consideradas fracas; entre 0,40 e 0,60 podem ser consideradas moderadas; e
valores entre 0,70 e 1,0 podem ser interpretados como fortes. Neste trabalho, serdo
consideradas e discutidas apenas correlagdes significativas moderadas e fortes, ou
seja, aquelas que apresentaram valores + 0,40.

A significancia estatistica do coeficiente de correlagdo € determinada por sua
comparagao com o coeficiente critico. Na Tabela 13 estdo apresentados os dados
da matriz de correlagao.
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De maneira geral, a Tabela 13 apresenta diversos indicadores que se
correlacionaram, atingindo correlagdes fortes de 0,96. Foi observado que o tempo é
um fator importante, que se relacionou forte e moderadamente com a maioria dos
indicadores. Com o passar dos dias de monitoramento da Célula experimental,
ocorreu o aumento do pH, dos aerodbios totais e das concentragdes de O..

Entretanto, correlagées negativas também foram observadas, entre o tempo e
os indicadores umidade, solidos volateis, CO, e CO, visto que, com o passar dos
dias a matéria organica vai sendo degradada e, consequentemente, esses

indicadores tendem a serem reduzidos.

Tabela 13 - Matriz de correlagdo.

DIAS Tambiente Tinterna Aerobios pH Umidade Sol. Volat CO2 CHs 02 CO H:S
DIAS 1,00
T ambiente | -0,06 1,00
Tinterna 0,16 0,07 1,00
Aerobios 0,69 0,00 0,16 1,00
pH 0,67 -0,22 0,36 0,54 1,00
Umidade -0,48 0,16 0,08 029 008 1,00
Sol. Volat | -0,44 0,15 0,06 018 -0,05 0,96 1,00
CO:z -047 -0,03 0,62 025 -001 046 044 1,00
CHs -0,08 0,04 0,53 006 022 047 043 0,56 1,00
(0}] 0,70 -0,09 0,08 033 022 035 0,32 057 0,53 1,00
co 043 0,23 -0,67 041 -074 -012 016 -0,49 -0,30 -0,16 1,00
H2S 0.36 034 0,52 031 041 002 005 014 038 004 034 100

Analisando a Tabela 13, pode inferir que pequenas variagdes de temperatura
no interior da Célula experimental favoreceram as concentragées de CH4 e CO,. Foi
verificada uma correlagdo moderada entre esses fatores, o que pode ser justificado
pelo fato das arqueas metanogénicas exigirem, para seu desenvolvimento na
producdo de biogas, condigbes de temperatura mesofilica, o que foi observado no
monitoramento da Célula experimental. Por outro lado, também foram verificadas
correlagées moderadas negativas, podendo-se inferir que, principalmente, no inicio
do monitoramento, quando as temperaturas internas estavam mais baixas, as
concentragdes de CO e H,S estavam mais elevadas.

O pH também apresentou correlagdo moderada positiva com os aerdbios
totais e negativa com as concentragdes de CO e H,S, indicando que um consorcio
sintrofico de microrganismos esta presente na massa de RSU e, dependendo da
comunidade microbiana e da composigao dos residuos, o0 processo biodegradativo
pode ser realizado em faixas acidas, neutras e basicas por bactérias e arqueas
(SOLLI et al., 2014 ).
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O teor de sdlidos volateis e a umidade se relacionaram fortemente e, também
apresentaram correlagbes moderadas e positivas com as concentracdes de CO; e
CH,4. Para Schirmer et al. (2015), residuos com alto conteudo de matéria organica,
possuem maior potencial de producdo de gases. A medida que as populacdes
microbianas realizam a biodegradagédo dos RSU, intensifica-se a liberagdo de agua
e, desta forma, maiores proporgées de umidade sdo correlacionadas as taxas de
biodegradagao dos residuos.

A fase metanogénica é caracterizada como a etapa final do processo de
biodegradagao dos RSU, em que os principais produtos sdo CO; e CH4. Nesse
contexto, uma correlagdo moderada positiva foi obtida entre esses gases, que
compdem a maior parcela do biogas.

Correlagbes moderadas negativas foram observadas entre CO, e CH4 € os
demais gases (O,, CO e H,S) que foram monitorados, 0 que ja era esperado, uma
vez que, os microrganismos envolvidos degradacdo da materia organica sao,
preferencialmente, anaerdbios estritos e necessitam de condigbes 6timas para seu
metabolismo. Apesar de serem considerados gases tragos na proporgao do biogas o
O3, CO e H,S em elevadas concentragdes, podem inibir a metanogénese.

5.6.3 Analise de Componentes Principais (ACP)

A Andlise de Componentes Principais (ACP) ilustrada na Figura 34 tem o
objetivo de explicar a estrutura da variancia de um conjunto de variaveis, por meio
de componentes artificiais formadas por combinagbes lineares das variaveis
originais. Um conjunto pequeno de componentes (as principais) deve explicar a
maior parte da variancia do conjunto amostral.

Analisando a Figura 34, foi verificado que a primeira componente explica
31,33% da variabilidade dos dados, enquanto que a segunda explica 29,22%. Desta
forma, as duas primeiras componentes principais explicaram 60,55% da variagéo
total dos dados, mostrando que o mapa percetual bidimensional apresentado esta
adequado para avaliar as relagées entre as variaveis, uma vez que, se busca uma
explicagdo maior que 50% nas duas primeiras componentes.

De acordo com a Figura 34, os numeros de 1 a 20 correspondem as amostras
de RSU, no periodo de 0 a 830 dias, que totalizaram 20 amostras durante o
monitoramento. A maioria das amostras analisadas se agruparam préximas umas

das outras, com excec¢do das amostras 1, 3, 18, 19 e 20, que estao relativamente
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dispersas, indicando que essas amostras, iniciais e finais do monitoramento,

explicaram uma menor parte das variagbes espaciais que ocorreram no interior da
Célula de residuos.

Figura 34 — ACP das variaveis monitoradas na Célula experimental de RSU.

6.0

- 7#’_!_7_J_7_7_ﬁ e ——
B 4 —
e g e
/ 3.04
eH / T interna

<l 1de @ CH4
. i DIAS_ “Aerdbios sy M 10 ol g
£ / - "',m b/ LT *75l Volit \

! p: 2
2 / *7 =\ [ = — i
2 - | T T = o2 P - = - = . ’ ;
3 6.0 \ 4.5 30 "8 -15 B ambiente L 5 3.0 4 60
-] L 1\ /
E_ \ 19 \ R /
g -1.5 "gl
3 H2S
co
3.0
b
- _
T —— 7_7//
“‘——___‘- 4 F"/ —
-6.0+
"1

Component 1 (31,33%)

Os vetores da componente principal 1, agruparam as variaveis temperatura
interna, CH4, CO,, soélidos volateis e umidade. Indicando que as amostras
numeradas de 6 a 14 sdo referentes ao periodo de monitoramento de 172 a 424
dias. Nesse periodo especifico, as variaveis da componente principal 1, explicaram a
maior parte das variagdes espaciais na Célula experimental da RSU.

Os resultados da anadlise estatistica multivariada demonstraram alguns
indicadores muito distintos como CO e H,S, que apresentaram relagdo negativa com
O,, dias, pH e aerbbios, no entanto, esses indicadores foram associados
positivamente entre si, na componente principal 2, com as amostras 15, 16 € 17 que
correspondem ao periodo de monitoramento referente aos dias 452, 473 e 508.

De modo geral, as analises estatisticas serviram de subsidio para elucidar o
comportamento das variaveis monitoradas na Célula experimental, explicando o
processo biodegradativo dos residuos sdlidos urbanos ao longo do tempo de

aterramento e, consequentemente, a producdo de biogas por meio da atividade
microbiana.
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6 CONCLUSOES

» A composicgéo fisica dos RSU de Campina Grande-PB, mostrou-se favoravel a
producdo de biogas e a heterogeneidade dos residuos contribuiu de forma direta
para as comunidades de bactérias e arqueas na Célula experimental.

« As diferentes metodologias utilizadas para extragdo de DNA (Kit e CTAB)
apresentaram distintas integridades, rendimentos e purezas, no entanto, o método
CTAB obteve maior rendimento, indicando que esse método € viavel e de baixo
custo para extragdes de DNA em amostras de RSU.

= A caracterizagao bacteriana possibilitou encontrar membros em nivel de género e
especie, alguns ainda n&o cultivaveis, como: Uncultured Pseudomonas sp,
Uncultured bacterium, Enterobacter sp., Klebsiella pneumoniae, Uncultured
Bacillus sp., sugerindo que nos RSU existem representantes ainda desconhecidos
e/ou nao isolados, que participaram dos processos de hidrolise, acidogénese e
acetogénese.

= Foram detectadas as arqueas Methanosarcina flavescens, Methanosarcina mazei,
Methanosarcina spelaei e Methanosaeta concilii, que s&o metanogénicas
acetoclasticas, sugerindo que a sintese de metano na biodegradagao dos RSU de
Campina Grande-PB seja realizada, principalmente, por microrganismos que
metabolizam acetato.

« A sequéncia amplificada com o primer especifico para Methanosarcinaceae,
apresentou elevada identidade com as sequéncias do gene RNAr 16S de
Methanosarcina spelaei, desta forma, as sequéncias de nucleotideos estédo
depositadas no banco de dados do GenBank/NCBI, fornecendo subsidios para
outras pesquisas relacionadas, tendo como numero de acesso MH793496.

» Os indicadores fisico-quimicos monitorados na Célula experimental, foram
propicios a biodegradacdo dos RSU e a producdo de biogas, tendo sido
constatadas temperaturas mesofilicas, pH neutro, sdlidos volateis e umidade
elevadas, que sao condicbes importantes para o desenvolvimento do
metabolismo das comunidades microbianas caracterizadas.

= A presenca de bactérias aerdbias totais na Célula experimental esta associada a
representantes quimiorganotréficos ou aerdbios facultativos, caracteristicos das
fases de hidrdlise, acidogénese e acetogénese, além da contribuicdo de fatores
externos como aberturas laterais para coleta das amostras de RSU, fissuras na

camada de cobertura de solo compactado e percolagéo de aguas pluviais.
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A producdo de biogas foi estimulada com a retroalimentacdo da Célula
experimental, que apds o preenchimento com novos residuos, obteve um
percentual de 46,5% de material putrescivel, entretanto, o metano atingiu
concentragbes maximas em torno de 20%.

As concentragdes de CO;, prevaleceram sobre as de CHy4, durante todo o periodo
de monitoramento, indicando o efeito inibitorio que o oxigénio pode ocasionar na
atividade das arqueas metanogénicas.

Maiores concentragbes de O, e CO foram encontradas apds 607 dias de
monitoramento da Célula experimental, sugerindo que valores elevados desses
gases sejam associados ao final da fase metanogénica e/ou a RSU parcialmente
estabilizados.

O solo utilizado na Célula experimental de RSU apresentou baixa permeabilidade
4,73x10® m/s, sendo eficiente quanto & impermeabilizacdo das camadas de base
e cobertura, evitando emissdes fugitivas para atmosfera, de gases que
contribuem para o efeito estufa, como é o caso do biogas.

As analises estatisticas comprovaram o comportamento multivariado dos
indicadores monitorados na Célula experimental, resultante da atividade
microbiana associada a produgao de biogas e aos processos biodegradativos dos
RSU ao longo do tempo de aterramento.

Os resultados deste estudo podem contribuir para futuros projetos e operagéo de
aterros sanitarios, visto que, foi observado um comportamento semelhante,
apesar das condi¢oes peculiares da geometria imposta as diferentes escalas (real
e experimental).

As interagcbes microbianas na Célula experimental de RSU forneceram
informacgdes privilegiadas a respeito das vias de sintese do metano, podendo
servir de subsidios para aceleracdo do processo biodegradativo, quando o
objetivo for a utilizagdo do biogas para fins energéticos.
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