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RESUMO

A busca por biotecnologias para produgdo de biogés a partir de fontes renovaveis tem sido cada
vez maior para garantir um futuro sustentavel e reducdo dos gases do efeito estufa. Os gases
metano e hidrogénio, gerados microbiologicamente durante a digestdo anaerobia, podem ser
utilizados como biocombustiveis e na geracdo de energia elétrica e térmica. Uma alternativa
para alcancar esse objetivo de interesse global € o uso de bagacgo de cana-de-aglcar de segunda
geracdo e esgoto sanitario na digestdo. Entretanto, para obter maiores rendimentos nessa
producdo é importante compreender 0s micro-organismos no meio e suas fungdes metabolicas.
Dessa forma, € necessario selecionar o melhor indculo produtor de biogases e definir o
consorcio microbiano responsavel por tal producéo. Neste estudo, foi comparado trés diferentes
consadrcios microbianos de indculos aplicados em amostras de esgoto sanitario retirado de um
biorreator de fluxo ascendente de leito de lodo anaerébico (UASB). Além disso também foi feita
a comparacao das funcGes metabdlicas de cada micro-organismo identificado, atribuindo assim
o0 papel microbiano no desempenho da producdo de metano. Neste trabalho também foi avaliado
a eficiéncia do tratamento térmico do in6culo, visando a eliminagdo de arqueias metanogénicas,
para posterior produgdo de hidrogénio; e discutiu-se como esse tratamento afetou o consércio
microbiano nesse inoculo. Assim sendo os inoculos estudados foram nomeados como: UASB,
contendo 100% de lodo proveniente de um tratamento anaerébio de esgoto sanitario;
UASB+FM, contendo 50% de lodo do esgoto sanitario e 50% de esterco bovino; UASB+R,
contendo 50% de lodo do esgoto sanitario e 50% de ramen bovino. Resultados prévios
revelaram que o biorreator com maior producdo de metano foi aquele inoculado com esterco
bovino, UASB+FM. De acordo com a identificacdo microbiana, esse melhor desempenho deu-
se devido a sintrofia entre as espécies microbianas Clostridium disporicum, Methanobacterium
kanagiense, = Pseudomonas  stutzeri, = Anaerobaculum  mobile,  Anaerobaculum
hydrogenifromans, Alcaligenes faecalis, Bacillus acidicola, Soehngenia saccharolytica e
membros ndo identificados do género Peptoclostridium. Dentro desse consércio microbiano se
destaca os géneros exclusivos desse biorreator: Pseudomonas, que é detoxificante e aumentou
consideravelmente sua abundancia no final da producdo de metano; e Bacillus, com sua
atividade degradadora de amido e celulose, que apesar da relativa baixa abundancia, também
aumentou consideravelmente no final do ensaio. Outro destaque se da a espécie Alcaligenes
faecalis, capaz de remover biogas metano do meio e esta em menor abundancia nessa amostra.

Os micro-organismos que  estavam ausentes ou pouco abundantes nos inoculos foram:



Aminobacterium, Asaccharospora, Bosea, Ensifer, Gemmobacter, Leucobacter, Leuconostoc,
Methanoculleus, Mycobacterium, Oscillatoria, Paracoccus, Peptoclostridium,
Pleomorphomonas, Pseudoclavibacter, Rhodoblastus, Rummeliibacillus, Sarcina, Shinella,
Succiniclasticum, Treponema, Turicibacter e Weissela. Sendo assim, o consorcio do inoculo
composto por lodo anaerébio e esterco bovino proporcionou a melhor decomposicdo da
biomassa lignoceluldsica, potencial na degradacéo de inibidores e na geracdo de substratos para
producdo biogas metano. O tratamento térmico realizado no in6culo UASB+FM para producéo
de hidrogénio foi eficiente na remocéo de arqueias como também de espécies que estavam
abundantes no meio antes do tratamento: Anaerobaculum, Peptoclostridium, Pseudomonas e
Soehngenia. Dentre os géneros detectados ap6s o tratamento foram: Burkholderia (mais
abundante), Rummeliibacillus, Sphingobium, Sphingomonas, Brevundimonas,
Ruminofilibacter e Clostridium. Somente o género Clostridium foi detectado antes e depois do
tratamento, os outros foram detectados somente apds o tratamento térmico. Os potenciais
géneros produtores de hidrogénio e detoxificantes nesse consorcio sdao Burkholderia,
Brevundimonas e Clostridium.

PALAVRAS-CHAVE: digestao anaerdbia— bagaco de cana-de-agUcar-esterco bovino — rimen

bovino-esgoto sanitario- consorcio microbiano— biogas metano- metanogénese



ABSTRACT

The search for biotechnologies for biogas production from renewable sources has been
growing in order to guarantee a sustainable future and to reduce greenhouse gases. Methane
and hydrogen gases generated microbiologically during anaerobic digestion can be used as
biofuels and in the generation of electrical and thermal energy. An alternative to achieve this
goal of global interest is the use of second-generation sugarcane bagasse and sanitary sewage
in the digestion. However, to obtain better yields on this production, it is important to
understand microorganisms in the media and their metabolic functions. Thus, it is necessary to
select the greatest biogas producer inoculum and to define the microbial consortium responsible
for such production. In this study, it was compared three different microbial consortia from
different inoculants added to sanitary sewage taken from an anaerobic sludge bed upflow
bioreactor (UASB). In addition, the metabolic function effect of each identified microorganism
was compared, assigning the microbial role on the methane production performance. In this
work, it was also evaluated the efficiency of the thermal treatment on the inoculum aiming the
elimination of methanogenic archaea for subsequent production of hydrogen; it was discussed
how this treatment affected the microbial consortium from this bioreactor. Therefore, the
samples were labeled as: UASB, containing 100% of sludge from an anaerobic treatment of
sanitary sewage; UASB + FM, containing 50% of sludge of sanitary sewage and 50% cattle
manure; UASB + BR, containing 50% sludge of sanitary sewage and 50% bovine rumen.
Previous results revealed that the bioreactor with the highest methane production was the one
enriched with bovine manure, UASB + FM. According to the microbial identification, such
performance was due to the syntrophy between the microbial species Clostridium disporicum,
Methanobacterium  kanagiense, = Pseudomonas  stutzeri, Anaerobaculum  mobile,
Anaerobaculum hydrogenifromans, Alcaligenes faecalis, Bacillus acidicola, Soehngenia
saccharolytica, and members non-identified from the genera Peptoclostridium. Within this
microbial consortium, the following exclusive genera from this bioreactor stood out:
Pseudomonas, which is detoxifying and increases its abundance at the end of methane
production; and Bacillus with its starch and cellulose degrading activity, which despite the
relative low, also increased considerably at the end of the experiment. Another highlight is the
species Alcaligenes faecalis, capable of removing biogas methane from the medium and it is in
lower abundance in this sample. The microorganisms that were absent or not very abundant in

the inocula were Aminobacterium, Asaccharospora, Bosea, Ensifer, Gemmobacter,



Leucobacter, Leuconostoc, Methanoculleus, Mycobacterium, Oscillatoria, Paracoccus,
Peptoclostridium, Pleomorphomonas, Pseudoclavibacter, Rhodoblastus, Rummeliibacillus,
Sarcina, Shinella, Succiniclasticum, Treponema, Turicibacter, and Weissela. Therefore, the
inoculum consortia composed by anaerobic sludge and bovine manure provided the best
decomposition of lignocellulosic biomass, potential for the degradation of inhibitors and the
use of substrates generated for the production of methane biogas. The thermal treatment carried
out in the inoculum UASB+FM for hydrogen production was efficient in removing archaea as
well as species that were abundant in the environment before the treatment: Anaerobaculum,
Peptoclostridium, Pseudomonas, and Soehngenia. Among the genera detected after treatment
were: Burkholderia (most abundant), Rummeliibacillus, Sphingobium, Sphingomonas,
Brevundimonas, Ruminofilibacter, and Clostridium. Only Clostridium genus was detected
before and after treatment, the others were detected after. The potential hydrogen producers and

detoxifying genera in this consortium were Burkholderia, Brevundimonas and Clostridium.

KEYWORDS: anaerobic digestion — sugarcane bagasse- bovine manure - bovine rumen-

sanitary sewage biogas methane- methanogenesis- microbial consortia
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1.0 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A dependéncia do uso de combustiveis fosseis gera riscos globais devido ao aumento
dos niveis de gas carbénico na atmosfera, intensificando o aquecimento global. O debate sobre
0 aquecimento global e o previsivel esgotamento de reservas fosseis levaram a iniciativa para
o0 desenvolvimento de producédo de energias renovaveis (Miltner et al., 2010; Mainardi et al.,
2020).

Com isso a busca por tecnologias para a producdo de energia renovaveis e sustentaveis
tem crescido nas ultimas décadas. No acordo assinado em Paris na COP21 em dezembro de
2015 foi determinado um objetivo global de limitar o aumento da média da temperatura global
na superficie do planeta para abaixo de 2°C acima dos niveis industriais. De acordo com o
relatdrio realizado pelo Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas da ONU (IPCC)
para manter o aumento da temperatura abaixo de 2°C com a probabilidade 66%, a quantidade
de gés carbonico equivalente emitida ndo deve passar de 1000 gigatoneladas entre 2011 e 2100.
De 2011 a 2019, cerca de 200 gigatoneladas ja foram emitidos (Oliveira et al., 2019). A
producdo de matéria prima para uma bioeconomia global tera de ser parte da gestdo da paisagem
e deve contribuir para manter os objetivos de desenvolvimento sustentavel estabelecidos pela
Assembleia Geral da Unido Europeia feita em 2015 juntamente com o acordo de Paris
(Junginger et al., 2019). Tais objetivos constam em garantir acesso a energia moderna,

acessivel, confidvel e sustentavel para todos (United Nations, 2021).

A geracdo de bioprodutos estd aumentando e o mercado de biocombustiveis,
bioguimicos, bioenergia e outros produtos derivados da biomassa pode ser notado. O uso
otimizado da biomassa para produzir eletricidade, calor, combustiveis de transporte e materiais
ird mudar juntamente com o aumento de acdes em energias renovaveis. Consequentemente, é
fundamental para a indlstria desenvolver e demonstrar um sistema integrado para
biocombustiveis, bioprodutos e bioenergia que possa responder com agilidade ao mercado
enguanto fornece beneficios sociais, ambientais e econdmicos (Junginger et al., 2019).

Uma biotecnologia promissora para converter essa realidade é a digestdo anaerdbia
(Ziganshin,2016). Nessa digestdo, micro-organismos quebram e transformam substratos
organicos complexos oriundos de residuos e efluentes sanitario e/ou industriais (fontes de
energia renovaveis) em biogases (como metano e hidrogénio), substituindo assim o0s
combustiveis fosseis de forma ecologicamente correta, 100% renovavel e efetiva. Ela é

amplamente utilizada no tratamento de residuos agropecuarios, industriais e sanitarios.
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Entretanto, existem desafios a serem superados tais como a compreensdo das fungdes
metabdlicas dos micro-organismos na digestdo de forma que se obtenha maior rendimento de
biogases (Mainardi et al., 2020).

Os biogases metano e hidrogénio produzidos na digestao anaerdbia podem ser utilizados
para gerar calor e eletricidade para casa e industrias e também como biocombustiveis para
automaveis. A substituicdo destes gera mudanca na infraestrutura energética e nas tecnologias
de producéo e utilizacdo. Mas essa troca serd somente valida se os biogases forem produzidos
de forma sustentavel, ou seja, baseado na transformacdo de matérias primas renovaveis e
energias renovaveis e com tecnologias de conversdo eficientes de acordo com a escala
apropriada (Miltner et al., 2010; Monlau et al., 2013).

O Brasil é um dos maiores produtores agricolas e possui uma vasta producdo de
plantacdes de cana-de-agucar, que € principal matéria prima para producao de etanol e que
paralelamente gera uma vasta quantidade de bagaco de cana (Oliveira et al., 2019). Pelo fato
de possuir larga producdo de cana de aglcar, muitos esforcos tém sido feitos para trazer um
potencial econdbmico para esse tipo de biomassa que € uma fonte de energia renovavel de forma
a manter o uso sustentavel em biorrefinarias (Junior, 2017; Junginger et al., 2019). Além disso,
existe a possibilidade do uso dessa biomassa para gerar bioeletricidade para ser utilizada na
mesma planta de energia da biorrefinarias (Carpio e Souza, 2019). Logo a biomassa vai
continuar tendo seu papel importante como matéria prima para geracao de energia renovavel
(Junginger et al., 2019). Porém o pré-tratamento da biomassa lignocelulésica é uma das fases
mais importantes e caras nas biorrefinarias de bioetanol. Para o uso do bagaco de cana é
necessario um pré-tratamento alcalino de alto e biolégico de longa duracdo. Esses fatores
limitam as aplicacGes do bioetanol 2G (Junqueira et al.,2017; Jensen et al, 2018; Carpio e
Souza, 2019).

O uso do bagaco de cana gerado na producédo de etanol de 1G, leva a producgédo de um
bagaco de 2G, que ainda pode ser processado durante uma digestdo anaerobica produzindo
biogases metano e hidrogénio. Essa digestdo anaerobia pode ser inoculada com micro-
organismos contidos num meio onde € detectada a produgéo dos biogases metano e hidrogénio.
A partir dai que indculos como esgoto sanitario, esterco e rimen bovino entram como potenciais
fontes de enriquecimento microbiano para producdo de biometano e biohidrogénio
(Lima,2018).
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A capacidade de degradacdo da lignocelulose por micro-organismos presentes nos
indculos propicia a disponibilidade de agUcares para serem utilizados como substratos para as
etapas necessarias para producdo de biogas. O uso de esgoto sanitario fortalece 0 meio
disponibilizando nutrientes como proteinas, acidos nucleicos, ureia, aménia, nitrato, nitrito, e
fontes de carbono (agucares redutores e ndo redutores) (Brar et al., 2020). . Os nutrientes e
micro-organismos do esgoto podem ser retirados e selecionados para uso em outros tratamentos
como a digestdo anaerdbica aumentando a producdo de hidrogénio (Prakash et al., 2018;
LaMartina et al., 2021). Alguns géneros de bactérias comumente encontradas no esgoto
sanitario Acinetobacter, Arcobacter, Cloacibacterium, Flavobacterium, Lactococcus
(LaMartina et al., 2021).

O ramen bovino é amplamente conhecido por conter micro-organismos com enzimas
capazes de degradar a lignocelulose, proteinas, dextrinas, amido e de utilizar glicerol, lactato e
hidrogénio. rodutos finais da fermentacéo tais como acetato, formiato, propionato e butirato séo
comumente acumulados no rimen e posteriormente utilizados pelo animal como fonte de
energia. Os gases gerados no rimem, hidrogénio, diéxido de carbono e metano, sao eliminados
para 0 meio externo. Alguns micro-organismos responsaveis por essas transformacdes da
matéria organica no rimen sdo os géneros Clostridium, Bacteroides, Methanosarcina,

Methanobrevibacter, Ruminococcus, Streptococcus e Succinimonas (Russel et al., 1981).

O esterco bovino possui similaridades com o rimen bovino no que tange a capacidade
de degradar a lignocelulose e possuir arquéias produtoras de metano. Ele também é composto
por materiais lignocelulésicos e tem como produtos de fermentacdo os acidos acéticos, butiricos
e propidnico (Li et al., 2020). Alguns géneros que ja foram encontrados em esterco bovino
foram  Methanosarcina, = Methanobacterium,  Methanosaeta, = Methanobrevibacter,
Ruminofilibacter, Sedimentibacter (Dong et al., 2019).

Para identificar e posterioriormente compreender as atividades metabdlicas de cada
micro-organismo existente no meio de cultivo da digestdo anaerdbia, faz-se o uso da
metagendmica. A metagenémica faz a extracdo, quantificacdo e sequenciamento de DNA dos
micro-organismos presentes em uma amostra. Essa técnica foi utilizada nesse trabalho para
identificar e comparar as arqueias e bactérias estavam presentes nas amostras enriquecidas com
diferentes inoculos e verificar a eficiéncia do tratamento térmico na eliminacdo de arquéias
consumidoras de hidrogénio. Uma vez identificados, o estudo e analise das principais funcdes

metabolicas dos micro-organismos se torna possivel. Logo, o uso da metagenémica possibilita
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compreender quais 0os micro-organismos influenciam nas principais conversoes em produtos

biotecnoldgicos de interesse, como o biometano e biohidrogénio.

Sendo assim, ao realizar a digestdo anaerdbia do bagaco de cana-de-agUcar sem a etapa
de pré-tratamento e utilizando da metagendmica para determinar os principais micro-
organismos que sdo mais eficientes na producao de biogases possibilitard um bioprocesso mais
barato (remocdo da etapa mais cara do processo) e sustentavel aléem de reduzir a emisséo de
gases do efeito estufa na atmosfera.
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2.0 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biorrefinarias

A biorrefinaria baseada na cana-de-actcar (Saccharum spp.) como matéria-prima pode
integrar no mesmo espaco fisico, de processos para obter biocombustiveis (etanol), compostos
quimicos (de agucar ou etanol), eletricidade e calor (Junior, 2017). O uso da cana-de-agucar
como matéria prima é desejavel devido ao seu potencial para fornecer os seguintes compostos
e materiais: agUcares: sacarose (caldo), glicose (derivada da conversdo da celulose e sacarose),
e xilose (derivada da hemicelulose); etanol: da fermentacdo da sacarose; polimeros naturais ou
macromoléculas: celulose, hemicelulose e lignina presentes no bagaco e palha (biomassa
lignoceluldsica) que podem ser convertidas em fontes de hexose, pentose e fenol
respectivamente; vinhaca ou agua residual rica em matéria organica; outros compostos como

alcoois e didxido de carbono de alta pureza para uso para alimentos e quimicos (Janior, 2017).

O desenvolvimento de bioetanol de segunda geracdo(2G) especialmente combinado
com industrias de bioetanol de primeira geracdo, é uma opcao atraente pois ela pode utilizar
equipamentos e sistemas de fornecimento de energia como biorreatores para fermentacdo e
colunas de destilacdo. O fato do bagaco de cana ja estar disponivel no local, o custo da logistica
diminui. Além disso, uma vez que somente cerca de um ter¢o do bagaco disponivel é exigido
para produzir a energia necessaria para o processo de bioetanol de primeira geracdo, a
integracdo do processo de segunda geracdo é estimado aumentar 40% do total da produc¢éo de
etanol. A producdo integrada de bioetanol 1G e 2G é mais vantajosa e economicamente mais

viavel do gque a producdo individual de bioetanol 1G (Jensen et al, 2018; Carpio e Souza, 2019).

O uso da biomassa lignocelul6sica inteira, ou seja, 0 bagaco, palha e os topos podem
significativamente aumenta a producao de bioetanol de 2G quando comparados ao uso somente
do bagaco. Considerando que ndo ha colheita da cana-de-aglcar nos meses com chuva, as
plantas de bioetanol de 1G normalmente operam durante cerca de 8 a 10 meses por ano,
Entretanto tecnologias que permitem o estoque do bagago s&o uma forma atraente de integrar
biorrefinarias de 1G e 2G. A utilizacdo de outras planta¢cdes durante 0s meses sem operacao €
uma alternativa porém exige maiores logisticas e adaptagdo de processos no caso da producédo
de bioetanol derivado de milho (Jensen et al, 2018).

De acordo com Kucharska et al (2018), a biorrefinaria € a juncdo estratégica da
producdo de biocombustiveis juntamente com a geragdo de energia e producdo de quimicos

valiosos a partir de materiais lignoceluldsicos. Aproximadamente 48% dessa biomassa vem do
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processamento de materiais lignoceluldsicos. Os pré-tratamentos por serem de alto custo, séo
focados ndo somente no aprimoramento da produgdo de biocombustiveis mas também na
producdo e posterior separacdo dos Uteis bioprodutos gerados. O fracionamento da biomassa

em seus subcomponentes continua sendo a maior dificuldade (Kucharska et al., 2018)

O pré-tratamento é uma das fases mais importantes e caras nas biorrefinarias de
bioetanol derivado de lignocelulose. Para o0 uso do bagago de cana é necessario um pré-
tratamento alcalino ou &cido de alto custo e bioldgico de longa duracdo. Esses fatores limitam
as aplicacdes do bioetanol 2G (Junqueira et al., 2017; Jensen et al., 2018; Carpio e Souza,
2019).

O processamento hidrotérmico tem sido considerado um pré-tratamento ecologicamente
correto e de custo efetivo pois ndo exige a adi¢do e recuperacdo de compostos quimicos; tem
equipamentos com problemas de corroséo limitados; e tem operagdo simples e econémica. O
bagaco de cana-de-acucar tem um contetdo de matéria seca de cerca de 50% do valor ideal para
0 pré-tratamento hidrotérmico. Logo o estoque de biomassa seca ndo seria necessario e
vantajoso, como 0 processo de secagem ndo s6 aumentaria 0s custos mas também aumentar a
recalcitrancia da biomassa. Por outro lado, devido a humidade natural do bagaco durante o
estoque pode estragar devido a deterioragdo por micro-organismos e reduzir a disponibilidades
dos acucares necessarios a fermentacdo que gera os produtos de interesse como o bioetanol
(Jensen et al., 2018).

2.1.1 Perspectiva brasileira e mundial

No Brasil a producdo de etanol de primeira geragdo (1G) iniciou devido a criagdo do
programa PROALCOOL em 1970. Atualmente € um processo de grande escala bem
estabelecido com reducdes no custo de producdo ao longo dos anos devido ao ganho nos

campos industriais e de agricultura e ao aumento na escala producéo (Junqueira et al., 2017).

De acordo com o comprometimento feito pelo Brasil dentro da sua Contribuigédo das
Intengbes Determinadas Nacionalmente (INDC) a COP21 ocorrida em Paris em 2015 para
reduzir a emissdo dos gases do efeito estufa esta 0 aumento das agdes de biocombustiveis
sustentaveis na matriz energética brasileira (Junqueira et al., 2017).

O Brasil possui vantagens climaticas e grande quantidade de terras disponiveis para

cultivar cana de acgucar. 1sso leva a ser um dos maiores produtores da agricultura do mundo, o
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segundo maior produtor de etanol e juntamente com os EUA, possuir o menor custo de
producdo de etanol (Oliveira et al., 2021). A cana-de-aglcar no Brasil é praticamente a Unica
fonte de matéria prima para agucar (sacarose) e seus derivados ja nos EUA, a maioria da fonte
de acucar é milho (Janior, 2017).

Tendo em vista que o milho é fonte de alimentagdo béasica, a competicdo entre a
producdo de bioetanol e da producdo de alimento por essas mesmas fonte pode elevar o seu
preco, causando uma certa escassez ndo s6 nos EUA mas também nos paises que o exportam,
Ja no Brasil ndo gera essa ameaca a alimentacdo mundial pois o uso dele € dividido entre a
producdo de acucar e de etanol de primeira geragdo (1G). Entretanto ha limitagcGes no uso de
terras. Felizmente isso pode ser resolvido ao utilizar o bagaco lignoceluldsico da cana-de-agUcar
para produzir etanol de segunda geracdo (2G) aumentando a producédo de etanol total das
biorrefinarias sem afetar o uso das terras (Carpio e Souza, 2019).

O etanol 2G nos EUA é regido por politicas e incentivos como o Padrdo de Combustivel
Renovéavel (RFS) onde é estimulado o consumo. J& no Brasil o incentivo fica mais direcionado
para pesquisa e desenvolvimento para conversao da biomassa e para a construcdo de plantas de
etanol 2G dentro da iniciativa PAISS (suporte de inovacgdo tecnoldgica industrial nos setores
quimicos e de bioenergia) (Junqueira et al., 2017; FINEP, 2021).

O desenvolvimento econdmico de sistemas diferentes de biomassa é parte da agenda de
Pesquisa e Desenvolvimento e Inovacao de paises desenvolvido e em desenvolvimento como
Alemanha, Franca, EUA, Brasil e Coréia do Sul dentre outros, mobilizando grandes
quantidades de esforcos e fontes publicas e privadas e almejando o uso otimizado de biomassa.
E uma tendéncia que procura adicionar valor nas cadeias produtivas e para reduzir o impacto
ambiental negativo (Junior, 2017).

A Europa estabeleceu em dezembro de 2017 um registro de gas renovavel chamado
ERGaR (European Renewable Gas Registry), que funciona baseado na cooperagdo com
registros dos biogases nacionais. Até 2019 esse registro cobria 10 paises europeus e traz
conjuntamente a especialidade de estabelecer uma documentacdo confiavel, transparente
independente para transferéncia internacional e balan¢o de massa de gases renovaveis injetados
dentro da rede Europeia de gas natural. Biometano é considerado gas natural e pode ser
distribuido para o consumidor via a rede ja existente de gas natural, na qual é disponivel em
muitos paises. O numero de plantas de biometano tem aumentado significativamente, sendo
que a Europa esta na lideranga, com 459 plantas e produzindo 1,2 bilhGes de metros cubicos

anualmente.com um aumento por um fator de 17 s6 entre os anos de 2011 até 2019. A maioria
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das plantas foram construidas na Alemanha, Reino Unido e Suécia. Até 2019 o comércio de
biometano utilizando a rede de gas natural tem sido realizada somente em pequenas quantidades
e entre paises vizinho na Europa como Alemanha e Suica , Holada e Suécia. (Junginger et al.,
2019).

De acordo com o cenério feito por Oliveira et al (2021) utilizando um modelo de
avaliagdo integrado baseado no sistema brasileiro de uso do solo e energia, em 2050 o
surgimento de biorrefinarias baseadas em biomassa e bioenergia reduzira as taxas de produgéo
e combustdo de petréleo refinado, levando a concomitante reducdo dos gases do efeito estufa.
Esse modelo indica a biomassa como principal portadora de energia para reduzir os gases do
efeito estufa no sistema de energia global. O resultado desse modelo também concluiu por meio
do modelo que em 2050, produtos petroquimicos de base biolégica corresponderédo por 33% do
total da producdo petroquimica em um cenario rigoroso de atenuacao de didxido de carbono.
Além disso, em 2040 mobilidade pela eletricidade levaria ao reaproveitamento do etanol para

a producao de materiais compensando a perda de mercado de combustivel.

2.1.2 Producao de biogas metano e hidrogénio

Os gases metano e hidrogénio sdo utilizados normalmente para a geragdo de calor,
eletricidade e transporte de combustivel (Wainaina et al., 2020). Ambos sdo fontes de energias
que atendem a 10% do objetivo de combustivel renovavel da Unido Européia para transporte
doméstico (Byrne et al., 2018).

Pesquisas para a producdo de ambos 0s gases € motivada para uso para geracao de
eletricidade e sintese quimica, como a producdo de amonia e hidrogenacdo de gorduras. Outras
vantagens da digestdo anaerobia que produz esses gases é que o biodigestatos sdo amplamente
utilizados com biofertilizantes na agricultura (Byrne et al., 2018).

O biogas metano pode ser produzido a partir de residuo organico e pode ser convertido em
outros combustiveis utilizando processos com baixo impacto ambiental (Byrne et al., 2018). A
concentracdo do metano atmosférico, um gas potente do efeito estufa, tem aumentando
fortemente desde a era pré industrial. Foi estimado que 10 a 20% de toda matéria organica
reativa enterrada nos sedimentos é convertida a metano. Para oceanos, isso € estimado a ser 85
a 300 teragramas de metano por ano. Lagos e reservas sao fontes de metano e séo consideradas
importantes para o orgcamento global de metano. A producdo de metano e lagos rasos podem

aumentar devido ao aumento das temperaturas do ar e da &gua por causa do aguecimento global.
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Emissdes de metano séo fortemente limitadas por oxidacdes tanto aerdbicas quanto anaerdbicas
(Grinsven et al., 2020).

Hidrogénio é um substrato elementar em varios processos quimicos e petroquimicos
como a sintese de anilina a partir de nitrobenzeno, a producéo de gas sintético, hidrogenacao
de olefinas, sintese de amdnia, etano, metanol, plasticos, circuitos integrados e fibras 6ticas. O
potencial energético do hidrogénio é maior do que qualquer outra fonte de energia quimica ou
biolégica e € considerado promissor pois sua combustdo produz zero emissao de carbono
(Byrne et al., 2018; Kucharska et al., 2018). A producdo de hidrogénio pode ser feita por
reforma de vapor de metano, deslocamento de gas de &gua, gaseificacdo de carvdo e coque e
reforma de hidrocarbonetos originados do petroleo bruto por gas de agua. A eletrolise da dgua
é outro método de geracao de hidrogénio. No entanto, isso requer um alto consumo de energia
elétrica(Kucharska et al., 2018). Entretanto, a producdo de hidrogénio por eletrolise pode ser
considerada uma tecnologia renovavel se a eletricidade é usada para a operagdo do eletrolisador
(Miltner et al., 2010).

Tecnologias de producao de hidrogénio a partir da biomassa estdo em desenvolvimento,
consequentemente somente algumas plantas e dados de operacao estdo disponiveis atualmente.
Logo existe uma dificuldade na identificacdo de tecnologias promissoras como também das
vantagens e desvantagens de cada tecnologia. Portanto, é importante pesquisar liquidos
derivados de biomassa e métodos de conversao de biomassa microbiana que possam ser usados
em escala industrial (Kucharska et al., 2018; Miltner et al., 2010). A simulacdo de processo
fornece a possibilidade de construir perfis de plantas tedricos baseados nos dados do processo
real que poderia ser retirado de experimento de escala laboratorial. Além disso os resultados
dessa simulacdo traz a avaliacdo das diferentes tecnologias e identificacdo de obstaculos e
potenciais (Miltner et al., 2010).

2.2 Digestao Anaerobia
Digestdo anaerdbica é amplamente utilizada para tratamento de residuos liquidos para a
producéo de biogas renovavel, principalmente metano. E aplicavel a varios materiais organicos
a 35-60 graus Celsius (Suzuki et al., 2015). Esse processo tem sido revelado como tecnologia
verde eficiente em tratar esgoto, esterco animal, residuos da agricultura e de alimentos (Chen
et al., 2008; Zang et al., 2013; Mainardis et al., 2020).
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Eles séo produzidos pela a atividade de um consércio microbiano complexo abrangendo
diferentes grupos funcionais de bactérias e arqueias que convertem compostos organicos de alto
peso molecular em metano. Essa conversdo da matéria organica a biogas inclui 4 estagios:
hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Koupaie et al., 2019).

A comunidade bacteriana converte 0s compostos organica a acidos organicos, alcoois,
hidrogénio e didxido de carbono, enquanto alguns micro-organismos metanogénicos do
dominio Archaea produzem metano utilizando rotas acetoclasticas, hidrogenotréficas e
metilotroficos. A relacdo sintrofica entre bactérias que oxidam acidos organicos e alcoois e
arqueias metanogénicas é essencial para o processo de digestdo anaerdbia (Ziganshin et al.,
2016; Koupaie et al., 2019).

Dentre varios micro-organismos envolvidos na producgdo de biogés, as metanogénicas sdo
muito sensiveis a fatores ambientais, como amoénia, sulfeto e concentracdes de A&cidos
organicos, levando a deficiéncias no processo. Portanto uma compreensdo detalhada do
consorcio de micro-organismos nos reatores de biogas é de fundamental importancia para

desenvolver e melhorar os processos de digestéo anaerdbica (Ziganshin et al., 2016).

A aplicacdo do pré-tratamento apropriado antes da digestdo anaerdbica ou a criagdo de uma
mistura complementar de substrato pode aumentar significativamente a eficiéncia da
fermentacdo e consequentemente o rendimento do biogas metano. As plantas de digestdo
anaerdbia para producdo de biometano podem ser feita de grande e pequena escala caso 0s
substratos tiverem potencial de metano adequado que é normalmente avaliado pelo potencial
bioquimico de metano (BMP) (Mainardis et al., 2020).

Digestores aerdbicos de alta taxa tem alta capacidade de carga e baixa producdo de lodo.
Além disso, separam a retencdo da biomassa da retencdo liquida reduzindo assim o volume

exigido do reator (Mainardis et al., 2020).

2.2.1 Reator Anaerdbio de fluxo ascendente de manta de lodo (UASB)
Criado nos anos 1970 na Holanda, o reator de manta de lodo anaerdbico de fluxo
ascendente ou UASB ¢é o mais amplamente utilizado no mundo (Figura 1). Sua aplicacdo
aumentou rapidamente devido a sua performance excelente em diferentes correntes de efluentes
biodegradaveis. A principal caracteristica deste reator € o lodo granular que retém a biomassa

altamente ativa com configuracfes excelentes no reator, mostrando um indice de volume de
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lodo muito baixo e consequentemente uma melhor separacdo do efluente (Tawfik et al., 2010;
Mainardis et al., 2020).

Esse reator tem capacidade de tratar varios tipos de residuos e efluentes industriais com
alta concentracdo da demanda quimica de oxigénio (DQO) e alta taxa bioquimica de demanda
de oxigénio (DBO) por demanda quimica de oxigénio (DBO/DQO) em até mesmo em
temperaturas ambiente operacionais. Alguns exemplos s&o efluentes de cervejarias, vinhaca de
cana-de-acucar, de fébricas de papel, de laticinios, de esgotos sanitarios (Mainardis et al.,
2020).

4L - >
| Biogas s
. = Ssparador trifisico

B =
e Efluente
Granulos
é= lodo x B
de gas
Deflatoras
-~
Manta
da lodo
Influents

Distribuidor

Figura 1: Desenho esquematico de um reator UASB (adaptado de Mainardi et al., 2020).

O mecanismo de funcionamento de um reator UASB ocorre inicialmente com o efluente
liquido entrando na base do reator e em seguida sendo direcionada ao topo por meio de uma
manta de lodo granular misturando eficientemente o efluente liquido e a biomassa gerando
assim uma rapida decomposicdo anaerobica. Depois com o fluxo vertical do efluente liquido
através manta lodo granular repetidas vezes faz com que a manta se expanda a0 mesmo tempo
gue os micro-organismos contidos no lodo remova os poluentes contidos no efluente liquido.
Vale ressaltar que a qualidade do biofilme e a intimidade manta-efluente liquido sdo um dos
fatores responsaveis s pela eficiéncia deste reator.Com o tempo ocorre a producdo de biogas
dentro do reator que aumenta o contato entre o lodo e o efluente liquido. E um separador
trifasico (gas-liquido-so6lido) localizado no topo do reator extrai o biogas e o separa do efluente

liquido e das particulas do lodo residual.
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A proporcao geométrica e operacional tipica de um reator UASB € de razdo de altura
para diametro de 0,2 a 0,5 metros com velocidade de fluxo ascendente de 0,5 a 1 metro por hora

e inoculacdo de 10 a 30 por cento do volume total do reator (Mainardis et al., 2020).

2.2.2 Inoculos

In6culos sdo as principais fontes de micro-organismos que fazem todo o processo de
transformacédo da lignocelulose em &cidos, alcoois e gases de interesse industrial (metano e
hidrogénio) no processo de digestdo anaerdbica. Logo, a escolha do tipo indculo deve ser
direcionada para fontes que contenham micro-organismos capazes de produzir ndo sé
diretamente hidrogénio e metano mas também os que fazem as transformacao necessarias para
chegar nos biogases com produtos finais (hidrolise, acidogénese e acetogénese). Tendo em vista
isso, a sintrofia de micro-organismos presentes em um ou mais indculos é essencial para que

determinar o melhor rendimento de produgao de biometano e biohidrogénio (Brar et al., 2020).

Além disso, a composicao e variedade de indculos propicia ndo sé os tipos de micro-
organismos para a digestdo anaerobia, mas também a nutricdo dos mesmos facilitando o

autotrofismo (Brar et al., 2020).

2.2.2.1 Ramen Bovino
Os micro-organismos presentes no rimen possuem enzimas especializadas para sua
degradacdo da biomassa lignoceluldsica. Por este fato o rimen tem sido utilizado como in6culo
para digestdo anaerdbica (Ozbayram et al., 2018).

A principal fungdo da microbiota do rimen ¢ a hidrélise e fermentagdo dos polimeros
de plantas, resultando na formacdo de &cidos graxos de cadeia curta e gas carbénico e
hidrogénio. Os &acidos graxos sdo consumidos pelos ruminantes, e as arqueias metanogénicas
usam o gas carbdnico e hidrogénio para produzir metano. A degradacdo dos compostos
celulésicos ocorre no intestino grosso e no colon anterior dos ruminantes. O digestato passa
pelo intestino grosso onde é absorve agua e 0s restos excretados. Logo a comunidade
microbiana do esterco esta diretamente ligada com a microbioma do intestino grosso e algumas
partes do trato gastrointestinal do ruminante. O metano é principalmente produzido no rimen

e apenas cerca 11% é formado na parte baixa do sistema digestivo (Ozbayram et al., 2018).

A microbiota do ramen inclui principalmente micro-organismos metanogénicos que

utilizam hidrogénio e gas carbbnico para produzir metano. As familias Prevotellaceae e
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Fibrobacteraceae sdo degradadores de celulose (Ozbayram et al., 2018). Algumas espécies
celuloliticas e hemiceluloliticas presentes no rumen séo Butyrivibrio fibrisolvens e Prevotella
ruminicola, Ruminococcus albus; os géneros Butyrivibrio , Prevotella e Pseudobutyrivibrio
(Baba et al., 2019).

2.2.2.2 Esterco bovino

Uma fonte rica e diversa de micro-organismos para producdo de metano é o esterco
bovino que se adapta a mudancas operacionais (Schumacher et al., 2019; Kim et al., 2014).

Uma das principais caracteristicas do esterco bovino séo o alto conteido de humidade e
cinzas; mais de 50% de componentes lignoceluldsico devido a alimentacdo do animal; metais
alcalinos que tem potencial de tampéo; e os micro-organismos fermentativos e metanogénicos
(Lietal., 2021).

O uso de esterco bovino aumenta a disponibilidade de carbono organico no meio e
facilita a producéo de metano. Algumas familias metanogénicas encontradas em esterco bovino
sdo Methanobacteriaceae, Methanomicrobiaceae, Methanocellaceae e Methanosarcinaceae
(Kim et al., 2014). E em sintrofia com as metanogénicas também encontram-se as bactérias
hidroliticas ou fermentadoras Ruminococcaceae , Bacteroidaceae e Clostridiales (Ozbayram et
al., 2018). Por exemplo, a bioaumentacdo feita com Clostridium thermocellum em uma
biomassa lignoceluldsica levou ao aumento do rendimento de metano em 39% (Arelli et
al.,2021).

2.2.2.3 Lodo proveniente do tratamento bioldgico de esgoto sanitario

O uso de esgoto sanitario fortalece o meio disponibilizando nutrientes como proteinas,
acidos nucleicos, ureia, amonia, nitrato, nitrito, e fontes de carbono (aglcares redutores e nao
redutores). Tudo isso possibilita o autotrofismo (Brar et al., 2020).

Esgoto sanitario ou urbano é composto por diversas fontes agua de chuva, esgoto
industrial e residencial. Os nutrientes e micro-organismos do esgoto podem ser retirados e
selecionados para uso em outros tratamentos como a digestdo anaerébica (LaMartina et al.,
2021). No caso da digestdo anaerdbia, uma variedade de esgotos tem sido utilizados como
substratos para aumentar a producéo de hidrogénio (Prakash et al., 2018). A biorremediagéo
também ¢é estimulada por meio do uso de esgoto sanitario como indculo e fonte nutritiva para

digestdo anaerdbia (Brar et al., 2020).

Alguns géneros de bactérias comumente encontradas no esgoto sanitario Acinetobacter,

Arcobacter, Cloacibacterium, Flavobacterium, Lactococcus (LaMartina et al., 2021).
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2.2.3 Composicao do Bagaco de Cana

A lignocelulose é o componente béasico de plantas e é explorado por varios tipos de
industrias como farmacéutica, de alimentos e cosmética. Alguns exemplos de materiais
lignocelulosicos além do bagaco de cana sdo: gramas, arvores, troncos e flores; residuos de
indUstrias de serraria e papel; palha de cereais e de milho; espiga do milho; caule de batata;
partes de beterraba ; e residuos da prensagem de o0leos de girassois e de canola (Kucharska et
al., 2018; Soni et al., 2018).

O bagaco de cana tanto de primeira geracdo e segunda geracdo (1G e 2G) é composto
por biomassa lignoceluldsica, ou seja, por lignocelulose, que tem a seguinte composicao média
de massa: celulose 41,7% do peso total; hemicelulose 34% do peso total; lignina 12.6% do peso
total (Koupaie et al., 2019; Junior, 2017).
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Figura 2: Estrutura da lignocelulose (adaptado de Abo et al., 2019).

A tabela a seguir mostra os principais componentes na biomassa lignocelulésica de
alguns materiais.

Tabela 1: Composicdo lignocelulodsica de alguns tipos de biomassa (adaptado de Koupaie et
al., 2019).

Fonte Tipo de Celulose (%) Hemicelulose(%) Lignina (%)
biomassa
Municipal Jornal 40-55 25-40 18-30
Papel 85-99 0 0-15
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Agricultura Bagacode 38,2 27,1 20,2

cana
Esterco 20 1,6-4,7 1,3-3,3
bovino
Espiga de 45 35 15
milho
Palha de arroz 32 24 13-18
Cana-de- 25 17 12
acucar
Palha de trigo 29-35 26-32 16-21
Floresta Grama 25-40 35-50 10-30
Folhas 15-20 80-85 0
Tronco de 45-50 25-35 25-35
madeira

2.2.3.1 Celulose
A celulose esta na parede celular primérias da maioria das plantas, variando em sua
composicao nas mesmas, por exemplo, 90% da composicdo do algodao e 60% na madeira. Por

isso € amplamente conhecida nas inddstrias téxteis e de papel (Wang e Tang,2019).

Do ponto de vista estrutural, a celulose € um biopolimero de estrutura cristalina ndo
ramificado composta por mondémeros de glicose conectados por ligacdes p-1,4-glicosidicas. E
também um polissacarideo linear que é insoldvel em &gua e hidrofilico. Para sua quebra é
necessaria a acdo das enzimas: endoglucanase, que hidrolisa as liga¢fes internas B-1,4-
glicosidicas; exoglucanase que hidrolisa as ligacGes externas, removendo os dimeros e
mondmeros do final da cadeia de glicose; e glicosidase que hidrolisa os dimeros de glicose
(Kucharska et al., 2018; Soni et al., 2018).

A degradacdo da celulose é considerada dificil devido a alta estabilidade e revestimento
polissacarideo  das microfibras de celulose. Em ambientes fisiol6gicos ndo ocorre sua
degradacéo por falta de enzimas apropriadas para romper a ligacdo beta acetal. Entretanto, a
hidrolise enziméatica pode ser assistida por solugbes de acidos concentrados em alta
temperatura, sua estrutura quiral se modifica e libera unidades de glicose (Kucharska et al.,
2018, Soni et al.,2018).

Além das plantas, a celulose também pode ser encontrada em micro-organismos como
fungos, bactérias e algas (Wang e Tang, 2019; Soni et al., 2018). Sendo Acetobacter xylinum a

primeira bactéria ser reportada a produzir celulose em 1886. Atualmente, dentro desse mesmo
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género, sabe-se das espécies Acetobacter hansenii e Acetobacter pasteurianus que devido a sua
alta produtividade de celulose j& sdo utilizadas comercialmente. Outros géneros conhecidos por
produzir celulose sdo: Azotobacter, Rhizobium, Agrobacterium, Pseudomonas, Salmonella,

Alcaligenes e Sarcina ventriculi (Wang e Tang, 2019).

2.2.3.2 Hemicelulose
Hemicelulose € um heteropolimero ramificado composto por hexoses: D-galactose, L-
galactose, D-manose e L frutose; pentoses: L- ramnose.arabinose e xilose; acido D-glucuronico;

bacgucares acetilados.

A composicao da hemicelulose depende do tipo de planta, lugar de cultivo e estacéo.
Por exemplo, a xilana € a principal composi¢cdo da hemicelulose na palha ou grama que se
dissolvem a partir do pH 10 enquanto em arvores de coniferos e em arvores de avenca é
composta principalmente por glucomanano que se dissolvem pH alcalinos (Kucharska et al,
2018).

Sua hidrdlise quimica é mais facil do que a da celulose por ser a fracdo mais susceptivel
da lignocelulose e consequentemente mais sensivel a processos quimicos e térmicos. E
estimado que se eliminar 50% da hemicelulose da biomassa aumenta a degradacéo da celulose,
porém aumenta a formacéao de compostos biotoxicos como furfural e seus derivados (Kucharska
et al, 2018).

A despolimerizacdo da hemicelulose por processos quimicos rende xilose com a maior
fracdo e arabinose, manose, galactose e glicose como fracdes menores contando com 0s

potenciais inibidores microbianos.

Os inibidores microbianos sdo divididos em trés grupos: acidos organicos (acético,
férmico e levulinico); derivados de furano (furfural e 5-hidroximetilfurfural ou 5-HMF);

compostos fendlicos.

Tais inibidores afetam a fisiologia celular diminuindo a viabilidade, o rendimento e
produtividade de bioetanol. Os micro-organismos etanologénicos tem a habilidade de degradar
alguns desses inibidores porém a toxicidade do hidrolisado é definida pela juncéo de efeitos de
compostos (Chandel et al., 2011).
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2.2.3.3 Lignina
Lignina é um heteropolimero insolGvel em agua e sem forma. E composto por &lcoois

fenolicos: trans-p-cumarilico; trans-p-coniferilico; trans-p-sinafilico.

Também é um componente da parede celular e sua funcédo bioldgica principal é formar

uma estrutura impermeavel que protege a planta do ataque de microbios.

Normalmente a fermentacéo e hidrélise da celulose, lignina e ligacdo celulose-lignina
sdo mais dificeis de ocorrer por serem insoluveis em agua. A eliminacdo da lignina do meio
favorece a digestdo da biomassa. J& a presenca da lignina inibe a hidrdlise da biomassa devido
a toxicidade dos derivados da lignina e adsor¢do nédo especifica das enzimas hidroliticas dentro
da estrutura da lignocelulose. A deslignificacdo da biomassa quimicamente gera um aumento
da area da fibra de lignocelulose e esse inchaco deixa as fibras expostas as enzimas celuloliticas
(Kucharska et al., 2018; Yang et al., 2019; Chandel et al., 2011).

2.2.3.4 Pré-tratamento da lignocelulose
A lignina e a cristalinidade da celulose s&o consideradas a maior razdo da recalcitrancia
nas rotas de conversdo bioquimicas necessarias para a conversdo da biomassa em
biocombustiveis e bioprodutos. Logo, pré-tratamentos fisicos, quimicos e biolégicos tém sido
utilizados para aumentar o rendimento da atividade enzimética para fermentar os aglcares
liberados da biomassa (Kucharska et al., 2018; Yang et al., 2019; Chandel et al., 2011).
Dependendo do tamanho e forma fisica da estrutura da biomassa lignoceluldsica sera necessario

passar por pré-tratamentos mecanicos (Kucharska et al., 2018).

Alguns desses pré-tratamentos sdo: uso de acidos diluidos; expansdo de vapor em agua;
expansdo de fibra com amdnia (AFEX), que possibilita quase completa conversdo enzimatica
da celulose em glicose; enzimas lignoliticas; hidréxido de sédio ou ureia ou &cido fosférico
(85%), que solubiliza a celulose e melhora o rendimento da sacarificacdo;liquidos ibnicos como
cloreto de 1-butil-3-metillimidazolio ou solventes de celulose, como n-Oxido de n-
metilmorfolina, solubilizam a celulose a temperaturas relativamente baixas sem induzir uma
ampla modificacéo dissolvendo a lignina e reduzindo a cristalinidade da celulose (Yang et al.,
2019).
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2.2.4 Atividades metabdlicas na Digestdo Anaerdbia
2.2.4.1 Hidrolise

A hidrdlise é a primeira etapa da digestdo onde a a¢do conjunta de bactérias e arqueias
degradam proteinas, carboidratos, lipidios e matérias recalcitrantes como alcanos, convertendo-
0s em aminoacidos, oligossacarideos e acidos graxos de cadeia longa (Suzuki et al., 2015;
Embree et al., 2015).

A hidrolise é considerada um passo limitante durante a digestdo anaerdbica devido ao
alto conteudo de materiais lignoceluldsicos. Por isso muitos estudos tem focado no
desenvolvimento de métodos de pré-tratamentos e estratégias de inoculagdo para melhorar a
eficiéncia da hidrolise e consequentemente das etapas subsequentes: acidogénese, acetogénese

e metanogénese (Ozbayram et al., 2018).

A bactéria utilizada atualmente no processo de hidrolise para degradar celulose e
hemicelulose nas industrias de producéo de etanol é a Zymomonas mobilis (Abo et al., 2019).

E comum o filo Firmicutes ser o mais dominante em um reator anaerébico no estagio
de hidrolise. Eles podem produzir varias enzimas hidroliticas extracelulares como celulase e
proteases que degradam a matéria organica. Protease (Qian et al., 2019).

Téllez e Salles (2018) observaram que o consércio contendo Stenotrophomonas
maltophilia, Paenibacillus sp., Microbacterium sp., Chryseobacterium taiwanense e
Brevundimonas sp. tiveram uma hidrolise mais efetiva como comunidade. Além disso
relataram que Paracoccus sp. tem atividade na despolimerizacdo e modificacdo da lignina;
Burkholderia sp. secreta enzimas especificas para degradar celulose, hemicelulose, lignina e
xilose da parede celular de plantas; e que Burkholderia sp. possui genes codificadores de para
catalases e peroxidases que integram o complexo enzimatico capaz de degradar lignina.

Um exemplo de reacdo de hidrolise da celulose é apresentado na figura 2.nApds a fase

da hidrdlise na digestdo anaerdbica, inicia-se a etapa acidogénica.
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Figura 3: Hidrdlise da celulose por acdo sinérgica de enzimas (adaptado de Vilela

(2013) por Menegatto, 2019).
2.2.4.2 Acidogénese

A acidogénese é o processo de conversdo dos compostos gerados na hidrélise em &cidos
volateis organicos (Eq.1,2,3,4 e 5) (Suzuki et al., 2015; Wainaina et al., 2020). Nessa etapa
também ocorre a formacao de gases hidrogénio e carbonico (Eg.1) (Monlau et al., 2013; Lima,
2018).

Alguns exemplos citados por Wainaina et al. (2020) s&o: oS géneros
Thermoanaerobacter, Acetomicrobium, Clostridium que podem produzir &cido acético; 0s
géneros Acetobacter, Gluconobacter, Pseudomonas, Clostridium, Sarcina podem produzir
acido butirico ; outras espécies produtoras de &cido butirico sdo Clostridium barkeri, C.
thermobutyricum, Butyribacterium sp, Fusobacterium nucleatum, Butyrivibrio fibrisolvens, e
Eubacterium limosum, Clostridium tyrobutyricum;  &cido propidnico pelos géneros
Propionibacterium, incluindo as espécies P. freudenreichii, P. acidipropionici, P. thoenii, P.
shermanii e P. jensenii; producdo de acido latico pelos géneros Clostridium, Dysgonomonas, e
Streptococcus.

Formacao de gas hidrogénio e carbonico:

CO + H20 — CO2 + H2 (Eq.1)
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Formacéo de acido acético:
C6H1206 + 6H20—6CO2 + 12H2 (Eq.2) (Osman et al., 2020)
C6H1206 +2H20—2CH3COOH + 2C0O2 + 4H2 (Eq.3) (Osman et al., 2020)

Formacao de acido propibnico:

C6H1206—CH3COOH + CH3CH2COOH + CO2 + H2 (Eq.4) (Osman et al., 2020)
Formagéo de acido butirico:

C6H1206 + 6H20—2CH3CH2CH2COOH + 2C02 + 2H2 (Eq.5) (Osman et al.,
2020).

Em sequéncia, os subprodutos da acidogénese sdo levados para a fase da acetogénese.

2.2.4.3 Acetogénese

Na acetogénese as bactérias convertem os acidos gerados durante acidogénese sdo
convertidos a acetato, gas carbdnico e hidrogénio (Eqg.2,3 e 6) (Suzuki et al., 2015; Wainaina
et al., 2020).
No estudo feito por Suzuki et al. (2015), observou-se que a maior classe de Firmicutes foi
Clostridia (Ruminococcaceae e Veillonellaceae) que utilizaram mono e dissacarideos para
produzir aetato, etanol, hidrogénio e didxido de carbono. Zhu et al. (2018) tambeém foi
observado o género Clostridium utilizando glicose para produzir acetona e butanol detalhando
as espécies Clostridium acetobutylicum, Clostridium beijerinckii, Clostridium bovifaecis sp.
Elizondo et al. (2018) observou que a espécie Pleomorphomonas carboxyditropha produz
hidrogénio e gas carbdnico a partir de monoxido de carbono. Wainaina et al. (2020) relatou
algumas bactérias produtoras de hidrogénio como Bacillus coagulans, Clostridium
pasteurianum, Clostridium amygdalinum, Clostridium thermocellum , Clostridium butyricum,
Clostridium  saccharobutylicum,  Enterobacter aerogenes Enterobacter cloacae,
Caldicellulosiruptor  saccharolyticus, Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum,

Caldicellulosiruptor saccharolyticus e Caldanaerobacter subterraneus.
2CO +2H2 — CH3COOH (Eq.6) (Dang et al., 2021)

Ap0s a producado de hidrogénio, acetato e gas carbdnico, ocorre a metanogénese.

2.2.4.4 Metanogénese
A metanogénese ou como o proprio nome diz, é a formac&o de biogas metano. E a etapa

final da digestdo anaerdbica onde a formagdo de metano é feita a partir do acetato, gas
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carbonico, hidrogénio por arqueias (Ziganshin et al., 2016; Suzuki et al., 2015; Kim et al.,
2014).

A fermentacdo de metano é feita por comunidades complexas e filogeneticamente diversas
de micro-organismos (Arqueia e Bacteria) com fungdes metabdlicas diferentes (Suzuki et al,
2015). Além disso, metanogénicos do filo Euryarchaeota dentro do dominio da Archaea sao
importantes no ciclo de carbono global pois mineralizam residuos de plantacfes e a matéria
organica do solo sob condicGes anaerdbicas. Sao liberadas grandes quantidades de metano na
atmosfera como produto final do metabolismo das arqueias (Kim et al., 2014).

Existem dois subgrupos de arqueias dentro dessa fase: as arqueias acetoclésticas e as
arqueias hidrogenotroficas.

-Arqueias acetoclasticas: produzem biogas metano a partir do acetato pela quebra e
conversdo do grupo metil a metano e do grupo carbonil em gas carboénico (Eq.7);

CH3COOH — CH4 + CO2 (Eq.7) (Abreu, 2007)

-Arqueias hidrogenotréficas: produzem biogas metano pela reducdo do gés carbonico
com elétrons derivados do hidrogénio a partir de hidrogénio ou formato (Eq.8) (Brasen et al.,
2014; Krzmarzick et al., 2018). Methanomassiliicoccales ¢ uma ordem de metanogénica
hidrogenotréfico que produz biogés a partir da reducdo de metanol com hidrogénio como
doador de elétrons e ja foi encontrada em diversos ambientes anaerdbicos (Ziganshin et al.,
2016). Nesse grupo também incluem Methanobrevibacter e Methanosphaera (Baba et al.,
2019).

4H2 + CO2 — CH4 + 2H20 (Eq.8) (Rusmanis et al., 2019; Abreu, 2007)

Diferentes metanogénicas hidrogenotréficas pode formar associa¢fes proximas com
bactérias sintroficas acetatato-oxidantes como Clostridium ultunense, Syntrophaceticus
schinkii, e Tepidanaerobacter acetatoxydans em temperaturas elevadas ou com altas

concentracdes de amdnia (Ziganshin et al., 2016).

Em um estudo feito por Kim et al. (2014), foram encontradas em esterco bovino as
familias  produtoras de  metano  Methanobacteriaceae, = Methanomicrobiaceae,
Methanocellaceae e Methanosarcinaceae enguanto que no suino foram encontradas as familias
Methanobacteriaceae e Methanosaetaceae. Outros géneros produtores de metano citados por

Wainaina et al. (2020) sdo Methanobacterium, Methanospirillum e Methanosarcina.

2.2.5 Inibidores da viabilidade microbiana
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A toxicidade de um meio de cultivo depende dos tipos de inibidores e sua concentracéo,
tipo de micro-organismo fermentativos, do modo de cultivo, das condic¢des de cultivo como
valores de pH e temperatura (Chandel et al., 2011; Chen et al., 2008).

O componente toxico pode cessar o crescimento do micro-organismo afetando a taxa de
captacdo de acucar ao mesmo tempo que diminui a formacgdo de produto. Esses inibidores
afetam a fisiologia celular atrapalhando a funcdo das membranas, fazendo com que o
crescimento microbiano seja prolongado se estendendo o tempo de incubacdo com baixa
producdo de metabdlitos (Chandel et al., 2011).

Algumas das principais variaveis e inibidores que influenciam na da atividade
microbiana num processo de fermentacéo sdo amonia, temperatura, pH e alguns substratos, que

no caso deste trabalho os hidrolisados lignocelul6sicos séo o foco (Chen et al., 2008).

2.2.5.1 Aménia
A formacdo de metano é desestabilizada por altas concentra¢es de amonia acumulada
durante o processo de digestdo anaerobica Essa inibicdo causa uma mudanca na populagédo
microbiana cessando o crescimento bacteriano indicado pela reducgéo da taxa de producdo de
biogas metano e acimulo de acidos organicos (Chen et al. , 2008; Suzuki et al., 2015).

O ion aménio (NH4") e amonia livre (NH3) séo as duas formas principais de nitrogénio
de amonia inorganica em solucdo aquosa. Por ser permeavel a membrana a amonia livre é a
principal causa da inibicdo. A molécula hidrofébica da amonia se difunde passivamente dentro
da célula causando um desequilibrio de prétons e/ou deficiéncia de potassio (Chen et al., 2008).
Os micro-organismos metanogénicos séo 0s que mais sofrem com esse tipo de inibi¢ao
sendo menos tolerantes e mais provaveis de cessar seu crescimento na presenca de altas

concentracdes de amdnia (Chen et al., 2008).

2.2.5.2 Temperatura
E de fundamental importancia manter a temperatura propicia para 0s micro-organismos
produtores de hidrogénio e biogas metano, pois ela afeta o seu crescimento, as atividades das
enzimas e consequentemente a hidrolise dos substratos disponiveis no meio. A condicéo
mesofilica de 35°C é considerada a mais eficiente e favoravel economicamente do que altas
temperaturas e mais favoravel para a producgéo de acidos graxos volateis alcangando maiores
rendimentos (Chen et al., 2008). Porém quando se leva em conta a composi¢do dos acidos

produzidos a temperatura 6tima é diferente. Por exemplo, em um estudo feito por Zhou et al.
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(2018) durante a fermentacéo de efluente de alimentos, acetato e propianato s&o mais presentes
gerados a 35°C e 45°C enquanto que quando se elevava a temperatura para 55°C butirato

dominava 81% do meio de cultura.

2.2.5.3 pH

E importante manter o pH propicio para os micro-organismos produtores de hidrogénio
e biogas metano. De acordo com Si et al. (2019), o pH 6timo para maioria das bactérias
hidrogenotroéficas esté na faixa de 4 a 6 enquanto que o pH neutro ou igual a 7 seria o ideal para
a producdo de biogas metano. Isso pode ser fortalecido pelo estudo feito por Schumacher et al.
(2019) utilizando esterco bovino para a producdo de biogas metano. Nesse estudo as maiores
producdes de biogas metano foram alcancadas com o pH préximo de 7.

O pH é um fator critico que também controla a producdo de acidos graxos volateis
durante a acidogénese. O pH do sistema afeta na atividade dos micro-organismos porque a
maioria das enzimas ndo podem tolerar ambientes acidos (pH menor que 3) ou alcalinos (pH
maior que 12). Logo o pH ideal deve favorecer ambas as etapas da hidrélise e acidogénese
(Zhou et al. ,2018).

2.2.5.4 Hidrolisados lignocelulésicos
Importante enriquecer o meio de forma a estimular o crescimento dos micro-organismos
produtores de hidrogénio e biogas metano. Entretanto a presenca de alguns subprodutos gerados
em “altas concentra¢des” durante o processo de fermentagdo inibem esse crescimento
microbiano. Consequentemente ocorre a reducdo e/ou até mesmo interrupcdo da producdo de
biogases (Kucharska et al., 2018; Monlau et al., 2013 e Chandel et al., 2011).

Hidrolisados lignoceluldsicos podem inibir o crescimento bacteriano desestabilizando a
membrana das células e atrapalhando o mecanismo de transporte de entrada e saida de
compostos da célula. A degradacdo termoquimica da hemicelulose por exemplo, libera em sua
maior parte mondémeros de aglcar como Xxilose, manose, acido acético galactose e glicose
juntamente com um namero de toxicos inibidores para o micro-organismo fermentador. Alguns
hidrolisados inibidores incluem furanos (furfural e 5-hidroximeti-I furfural); fendlicos; &cidos
fracos (acido acético, levulinico, férmico, etc.); extratos da matéria prima (resinas acidas,acidos
tanico e terpeno); ions de metais pesados (ferro, cromo, niquel e cobre) (Kucharska et al., 2018;
Monlau et al., 2013; Chandel et al., 2011).
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Segundo Chandel et al. (2011), a adaptacdo dos micro-organismos aos hidrolisados da
lignocelulose que deve ser aprimorado. Para isso o pré-tratamento bioldgico dos materiais
lignocelulosicos antes de fazer a hidrolise serviria como detoxificacéo dos inibidores gerados
por hidrolisados de lignina. Tal pré-tratamento tornaria 0s micro-organismos resistentes aos
inibidores. Ainda esta pra ser determinado ou apresentado uma cepa bacteriana em que possa
fazer a desintoxicacdo dos hidrolisados lignocelulésicos sem afetar os acucares e outros
nutrientes para o crescimento microbiano e consequentemente a geracdo do produto
biotecnologico almejado, como etanol e biogases.

A adaptacdo de micro-organismos como as leveduras Pichia stipitis, Candida shehatae
e Pachysolen tanophillus tem sido estudada para superar essa inibicdo e melhorar a fermentagéo

e xilose na presenca de hidrolisados lignocelulésicos (Chandel et al., 2011).

Outras formas estudadas de detoxificacdo sdo as resinas de troca idnica, carvao ativado,
detoxificacdo enzimatica utilizando lacase, tratamento alcalino e adubagem com hidroxido de
calcio estdo entre as estratégias de detoxificacdo nas quais tem sido apresentadas para superar
os inibidores degradadores de parede celular dos micro-organismos (Chandel et al., 2011).

Inibidores derivados da lignina incluem aldeidos, fenolicos e poliaromaticos. Suas
toxicidades sdo ditas proporcionais ao seus pesos moleculares. Quanto menor o peso molecular
dos compostos como os fendlicos maior é a letalidade para os micro-organismos. Os fendlicos
sdo toxicos mais ainda do que os furanos e &cidos fracos na inibi¢do do crescimento microbiano.
Eles causam uma particdo e um distdrbio nas membranas afetando a habilidade delas de
funcionarem como barreiras seletivas e matrizes de enzima atrapalhando o crescimento celular
e a assimilacdo dos acgucares. Dentre os inibidores de ligninas estdo vanilina, siringaldeido,
acido 4-hidroxibenzoico, catecol, acetosiringona e 1-hidroxibenzotriazol que causa uma
particdo e perda da integridade biol6gica das membranas nos micro-organismos diminuindo o

crescimento celular e a assimilacdo de acucar (Chandel et al., 2011).

2.3 Metagendmica
O termo metagendmica foi usado primeiramente em uma microbiota de um solo e pela
primeira vez reportada em 2008 em uma analise de uma planta alema de biogas de grande escala
tratando efluente de fazenda em uma digestdo anaerébica. A partir dai, muito estudos
examinaram a digestao anaerobica sob a perspectiva taxondmica e funcional, permitindo assim

a reconstrucdo de genomas e rotas metabolicas importantes para compreensdo das interagoes

38



bioldgicas e otimizacdo os bioprocessos. Diferentemente do primeiro relatério em 2008, que
foi baseado em reatores de escala real, a maioria desses estudos tem sido feita em reatores de
escala laboratorial (Christoff et al., 2019).

Na digestdo anaerobica, a metagendmica explora e permite identificar quais bactérias e
arqueias presentes no meio analisados sdo responsaveis pelas principais conversfes em
produtos biotecnoldgicos de interesse, como o biometano e biohidrogénio. Dessa forma ao
identificar e quantificar as arqueias e bactérias de uma digestdo anaerdbica facilitard a
compreensdo das funcdes de cada micro-organismo durante a producéo de biogases e assim
melhor estabelecer um bioprocesso mais seletivo, direcionado e com maior rendimento na
producdo de biogases (Christoff et al., 2019; Delforno et al., 2017; Delforno et al., 2016).

A larga aplicacdo da digestdo anaerobica so é possivel devido a ocorréncia das interacoes
complexas entre micro-organismos diversos pertencentes aos dominios Bacteria e Archaea.
Entretanto a compreensdo sobre 0s principais micro-organismos coadjuvantes nas condi¢oes
anaerobicas do lodo ainda € limitada. Isso leva ao uso da metagenémica como uma forma rica
de explorar e conhecer tais micro-organismos e assim possibilitar aplicacdes biotecnoldgicas
promissoras para a producdo de biogases (Vendruscolo et al., 2020; Christoff et al., 2019;
Delforno et al., 2017; Delforno et al., 2016).

Normalmente para desenvolver a metagenémica deve-se definir e coletar a amostra
desejada; criar ou utilizar um kit de coleta da amostra ja criado para esse tipo de amostra, de
forma que possa ser coletado por exemplo com um swab e estoca-lo em um tubo com uma
solucdo estabilizadora que conserve a amostra até uma data proxima a analise laboratorial. Um
exemplo de kit de coleta € Probiome (Cristoff et al., 2019), utilizado para coletar amostras
fecais com swab e que pode ser estocado a temperatura ambiente com solugéo estabilizante
que pode ser entregue para analise em até 30 dias apds a coleta. Ap6s o laboratdrio recolher a
amostras ocorre 0s seguintes passos: extracdo do DNA e sequenciamento do amplicon
16SrRNA para acessar a composicdo bacteriana da amostra por meio de bioinformatica
(Christoff et al., 2019).

Algumas metodologias de sequenciamento fornecem resultados mais rapidos e de alta
resolucdo revolucionando o ramo da microbiologia. Micro-organismos que ainda ndo podem
ser cultivados até entdo podem agora ser profundamente caracterizados utilizando técnicas

moleculares baseadas nas sequéncias de DNA. Muitas industrias se beneficiam dessa
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ferramenta precisa para caracterizar por exemplo micro-organismos patogénicos no ramo de
alimentos, clinicas e farmacéuticas (Christoff et al., 2019).

Alguns estudos como o realizado por Vendruscolo et al. (2020), a abordagem
metagendmica foi utilizada para analisar a comunidade microbiana de dois biodigestores que
diferem na capacidade de producéo, arquitetura e alimentacdo. Nesse estudo foi feita a leitura
de mais de um milhdo de leituras da regido V4 do gene 16rRNA , onde o filo principal
identificado foi Firmicutes e Bacteroidetes em ambos os digestores. Porém a maior
biodiversidade e maior producdo de metano foi encontrada no reator UASB alimentado com
esterco bovino do que no segundo reator de tanque agitado continuo (CSTR) alimentado com
esterco de porco. Foi observado também nesse estudo que a estrutura da comunidade
microbiana nos biodigestores mudam sazonalmente dependem do estagio de crescimento do
animal.

De forma geral a metagendmica ocorre nos seguintes passos coleta e processamento de
amostras; extracdo de DNA; sequenciamento e preparacdo da biblioteca de DNA,; analise de
bioinformatica; comparacédo de dados e andlise de diversidade (Arelli et al., 2021; Christoff et
al., 2019; Vendruscolo et al., 2020; Delforno et al., 2017; Delforno et al., 2016).

Atualmente o gene 16S rRNA é o marcador mais estudado e compreendido uma vez que
tem boa resolucdo filogenética entre bactérias e uma das maiores bases de dados de sequéncia
de DNA. Uma grande vantagem do sequenciamento do gene 16S rRNA ¢ a possibilidade da
leitura extensa bacteriana de amostras ambientais sem a necessidade do isolamento do micro-
organismo. Esse gene contém nove regides hipervariaveis (V1-V9) que podem ser utilizadas
para estudos taxondémicos. A exatiddo da identificacdo é diretamente dependente de diversos
fatores em relacédo a preparacédo da biblioteca, do sequenciamento do DNA e da anélise de dados
(Arelli et al., 2021; Christoff et al., 2017; Delforno et al.,2016).

40



3. OBJETIVOS
3.1 Geral
Comparar a composicao e atividade metabdlica dos micro-organismos identificados por
metagendmica de amostras de ensaios metanogénicos realizados reatores UASB acrescido de
diferentes inoculos e bagaco-de-cana de agUcar bruto, avaliando também a eliminacdo de

argueias na amostra com maior produgdo de metano apos tratamento térmico.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Identificar, comparar e fazer analise funcional dos micro-organismos dos
in6culos ou amostras retiradas inicialmente do ensaio de producdo de metano,
sendo essas inoc UASB, indculo do lodo anaerobio de reator UASB; inoc
UASB+R, in6culo do lodo anaerdbio acrescido de rumen bovino; e inoc
UASB+FM indculo do lodo anaerdbio acrescido de esterco bovino.

3.2.2 ldentificar, comparar e fazer andlise funcional das amostras retiradas no
final dos ensaios metanogénicos de cada reator (quando a producdo de metano
cessou), sendo essas meth UASB, meth UASB+R e meth UASB+FM.

3.2.3 Identificar, comparar e fazer andlise funcional da amostra com maior
producdo de metano tratada termicamente (inoc H2 UASB+FM) com a nédo
tratada termicamente (inoc UASB+FM), visando observar a eliminacdo das

argueias consumidoras de biogas hidrogénio.
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4. METODOLOGIA

A metagenomica foi realizada com as amostras geradas durante o ensaio metanogénico
realizado por Lima et al. (2020), cuja metodologia esta descrita a seguir.

O bagaco de cana-de-acucar foi coletado na empresa sucroalcooleira Bioenergética
Aroeira®, localizada no Estado de Minas Gerais, em meados de 2014 (safra 2014/2015). O
esgoto sanitério contido nos reatores UASB é instalado no Centro de Pesquisa e Treinamento
em Saneamento — CePTS — UFMG/COPASA, localizado na estacdo Arrudas, Belo Horizonte,
MG. O rumen e esterco bovino foram retirados de animais fistulados e fornecidos pelo
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. O departamento forneceu
também a autorizacédo para trabalhar com tais micro-organismos (Nimero do comité de ética:
42/2016) . Para avaliar a maximizacdo de producdo de biogas metano foram preparados e
avaliados trés indculos anaerobios de fontes diferentes:

i) UASB: constituido por micro-organismos coletados de um reator anaerobio
(UASB) alimentado com esgoto sanitario;
i) UASB+R: constituido por 50% da mesma mistura contida no reator UASB e 50%
do ramen bovino.
iii) UASB+FM: constituido de 50% do mesmo inéculo do reator UASB com a adicéo
de 50% de estrume bovino fresco.
Os ensaios de producdo de biogas metano foram realizados em frascos de vidro (Vi =
100 mL) vedados com tampa de borracha, utilizando apenas 60% do volume para a fase liquida
(40 mL head space) e 5g de bagaco de cana-de agucar bruto. Esses frascos foram incubados a
35 °C + 0,3 °C e 150 rpm em shaker (Thoth®, modelo 6440) pelo tempo necessério ao
encerramento da producdo de biogas.A producdo de biogas foi monitorada diariamente por
meio da afericdo da sua pressdao e composicao, registrando o volume acumulado de hidrogénio
e/ou de metano. Para tal foi analisada a pressio dos frascos (Manometer®, modelo PM-
9100HA) e quantificados as porcentagens de volume (% v/v) de metano presente no biogas por
meio do cromatografo de fase gasosa (CG) (Shimadzu®, modelo 2014/TCD). A tabela 2

apresenta os valores da producdo de biogds metano realizado por Lima et al. (2020).

Tabela 2: Producdo acumulada de metano (NLCHa/kgsy) obtida na digestdo anaerdbia do
bagaco bruto sem pré-tratamento, com os trés indculos UASB (s6 esgoto), UASB+R(esgoto e

riamen bovino) e UASB+FM(esgoto e esterco bovino) em ensaio realizado por Lima et al (2020)
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Tipo de CHa4
In6culo (NLcHa/kgsv)
UASB 85,6 (£ 2,8)
UASB+R  100,0 (+ 3,6)
UASB+FM 1433 (+ 4,9)

O tratamento térmico para eliminacdo de arqueias foi realizado no indculo que produziu
mais metano. Para isso tal inoculo foi previamente aquecido em autoclave (100 °C por 2 h)
mantendo o pH do meio levemente cido (pH ~ 5,5 £ 0,2).

4.1 Metagendmica

Foram recolhidas 1 mL de cada amostras retiradas para metagendmicas foram:

1) Do inicio do ensaio, ou seja, dos indculos de cada reator sendo essas nomeadas:
inoc UASB, inoc UASB+R e inoc UASB+FM de cada inoculo,

i) No final do ensaio, quando cessou a producdo de metano em cada reator, sendo
essas nomeadas: meth UASB, meth UASB+R e meth UASB+FM.

Cada uma dessas amostras foram centrifugadas, removeu-se o sobrenadante e seus pellet
congelados e enviados para o laborat6rio Neoprospecta Microbiome Technologies que realizou
o0s procedimentos de extracdo, quantificacdo e sequenciamento com a metodologia descrita

sequir.

4.1.1 Extragéo e quantificagdo de DNA
A extracdo de DNA foi realizada utilizando-se a técnica de beads magnéticas, com um

protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).

O DNA foi quantificado utilizando-se o fluorimetro Qubit, com o kit dSDNA BR Assay
Kit (Invitrogen, EUA). Apos quantificagdo o DNA foi diluido a 0,5ng/pl.

4.1.2 Sequenciamento de alto desempenho da regido V3/V4 do gene 16S

rRNA (bactérias):
A identificacdo de bactérias foi realizada utilizando-se o0 sequenciamento de alto
desempenho das regides V3/V4 do gene 16S rRNA. O preparo das bibliotecas seguiu um
protocolo proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil). Foi realizada a

amplificacdo com primers para regido V3-V4 do gene rRNA 16S, 341F
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(CCTACGGGRSGCAGCAG, doi: 10.1371/journal.pone.0007401) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT, doi: 10.1038/ismej.2012.8). As bibliotecas foram
sequenciadas utilizando-se o equipamento MiSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA) e 0
kit V2, com 300 ciclos e sequenciamento single-end. As sequéncias foram analisadas por meio
de um pipeline proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).
Resumidamente, todas as sequéncias de DNA resultantes do sequenciamento passaram,
individualmente, por um filtro de qualidade, utilizando como base o somatério das
probabilidades de erro de suas bases, permitindo no maximo 1% de erro acumulado.
Posteriormente, foram removidas as sequéncias de DNA correspondentes aos adaptadores da
tecnologia Illumina. As sequéncias que passaram pelos procedimentos iniciais e que tiveram
100% de identidade foram agrupadas em filotipos/clusters e foram utilizadas para identificacéo
taxonémica, por comparacdo com banco de dados de sequéncias acuradas de 16S rRNA

(NeoRef, Neoprospecta Microbiome Technologies, Brasil).

4.2 Anélise e comparacédo de dados
Os grupos taxondmicos foram agrupados, ordenados alfabeticamente e classificados de
acordo com sua abundancia percentual utilizando a ferramenta Excel. Os micro-organismos

com abundancia menor que 1% foram agrupados no grupo “Outros”.

Em seguida fez se a pesquisa, estudo e andlise das funcbes metabdlicas dos grupos
taxonémicos, focando-se nos géneros e posteriormente nas espécies encontradas nas amostras
utilizando as ferramentas de vias metabolicas presentes no site KEGG (Kanehisa et al,2021) e
por meio de leitura de artigos disponiveis no site NCBI (National Center for Biotechnology

Information).

Comparou-se a abundancia dos grupos comuns entre as amostras e 0s exclusivos de cada
amostra de forma a identificar os micro-organismos mais importantes na maior producéo de
metano. Foi realizado o0 mesmo passo para a amostra tratada termicamente acrescentado a

observacao da eliminacéo das arqueias.

O grupo “Outros” foi posteriormente apresentado e suas presencas € abundancias

relativas comparadas e discutidas se foram relevantes na maior produgdo de metano.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Comparagdo da comunidade microbiana dos in6culos e o efeito da sua

composicdo na producdo de metano

De acordo com Lima et al (2020), entre os trés indculos estudados no presente trabalho,
a fortifica¢do do indculo anaerdébio com estrume fresco bovino (inoc UASB+FM) acarretou em
maior producdo de metano (143,3 NLcna/kgsy,), como pode ser observado na tabela2. Esse
enriquecimento proporcionou um aumento de 67% na producéo de metano quando comparada
com a producdo em que apenas o inoculo anaerébio de reator UASB foi adicionado
(85,6 NLcHa/kgsv). J& 0 indculo anaerdbio fortificado com micro-organismos do rimen bovino
(inoc UASB +BR) proporcionou um aumento de 17 % na biometanizacdo do bagaco de cana
bruto, produzindo 100,0 NLcha/Kgsvy.

A fim de comparar a diversidade microbiana dos trés indculos estudados, foi utilizada a
técnica de NGS (new-generation sequencing) para identificagdo taxondmica das bactérias e
arqueias. O total de sequéncias encontradas em todos os reatores dos ensaio foram 31028. Dos
trés inoculos utilizados, o inoculo anaerébio UASB, sem fortificagdo com rdmen ou esterco
bovino (inoc UASB), apresentou maior quantidade de sequéncias detectadas, totalizando 8619
sequéncias ou 27,78% do total da taxonomia encontrada. O indculo anaerdbio fortificado com
esterco bovino (inoc UASB+FM) contou com 4027 sequéncias ou 12,98% do total da
taxonomia encontrada. A menor percentagem relativa de géneros encontrados dentre todas as
amostras corresponde ao indculo anaerobio fortificado com rimen bovino (inoc UASB+R) com

12,66% do total da taxonomia encontrada ou 3928 sequéncias detectadas.

Logo pode se observar que a maximizacdo da producdo de metano ndo esta atrelada a
maior quantidade de sequéncias encontradas no reator, mas provavelmente pelas atividades
metabdlicas dos micro-organismos presentes no indculo enriquecido com estrume bovino que

ndo estavam presentes nos outros indculos.

Observando o heatmap na figura 15 (no apéndice) e a figura 4 que comparam a
abundancia de géneros identificados nos trés tipos de inoculos, nota-se que 0s géneros
Clostridium e Methanobacterium foram os mais abundantes dos dominios Bacteria e Archaea,

respectivamente, em todos os inoculos,
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A maior porcentagem de abundéncia do género Clostridium foi identificada no inéculo
anaerobio sem enriquecimento (inoc UASB) totalizando 87% da comunidade microbiana no
reator, enquanto no indculo anaerobio enriquecido com esterco bovino (inoc UASB+ FM) essa
porcentagem foi de 22%. A menor proporcao detectada de Clostridium foi no indculo anaerébio
fortificado com ramen, um total de 19,06% (inoc UASB+R). Ja o inéculo com maior
abundancia do género metanogénico Methanobacterium foi também o in6culo anaerdébio sem
fortificacdo (inoc UASB), com 25,98% da comunidade microbiana, seguido pelo indculo
enriquecido com esterco bovino (inoc UASB+ FM), 18,02% e por fim o inéculo anaerébio com
adicdo de ramen, com 16,77% (inoc UASB+R). Outros géneros que estavam abundantes nos
trés indculos porém em porcentagem menor que 5,5% foram: Bosea, Paracoccus,
Pleomorphomonas, Sarcina e Shinella. Desta forma, a presenca destes géneros em todos 0s
indculos sugere que 0s mesmos sejam oriundos do indculo anaerébio proveniente de reator
UASB.

Os géneros com abundancia maior que 5% identificados somente no indculo anaerdébio
enriquecido com esterco (inoc UASB+FM) foram Anaerobaculum (13,98%), Peptoclostridium
(7,90%) e Pseudomonas (5,26%). Assim, considerando que este indculo promoveu uma maior
producdo de metano, é possivel que a atividade desses géneros no acesso aos agucares
lignocelulésicos e na geracdo dos substratos para a metanogénese seja a razdo pelo melhor
desempenho. Ja o género Methanoculleus foi o Gnico género encontrado somente no inoculo
enriquecido com ramen bovino (inoc UASB+R), abrangendo 11,10% da comunidade
microbiana identificada. Neste caso trata-se de um género metanogénico cujo papel no

consorcio foi contribuir para a producdo de metano.

Levando em consideracdo os géneros (figura 4) e espécies (figura 16 no apéndice)
encontradas nos inoculos, pdde-se fazer um levantamento das atividades metabdlicas relativas
presentes em cada indculo e provavelmente ocorrentes nas primeiras semanas do ensaio de
producdo de metano. As caracteristicas metabolicas das bactérias e arqueias identificadas foi
investigada, de acordo com banco de dados de sequéncias acuradas de 16S, e foram agrupadas
considerando as etapas metabdlicas da digestdo anaerdbia, a saber metabolismo hidrolitico,
acidogénico, acetogénico e metanogénico. Estes resultados estdo apresentados na Figura 5.
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47



50
45
40
35
30
25
20
15 18,92 8,60

10 4,65
2,70 2,70 2,33

Inoc UASB +FM Inoc UASB+R Inoc UASB

2,86 2,86
_

(65

o

m Hidrolitica m Acidogénica
Acetogénica Metanogénica Acetoclastica
® Metanogénica Hidrogenotrofica

Figura 5: Grafico comparativo das atividades metabolicas dos géneros contidos indculos dos

ensaios metanogénicos.

De uma forma geral observa-se que a fortificacdo do in6culo anaerobio UASB com
micro-organismos ruminais e com micro-organismos do esterco promoveu um ligeiro aumento
(em torno de 10%) de micro-organismos com atividade hidrolitica. Considerando que a
liberacdo de acgUcares fermentesciveis da palha de cana de acglcar depende desta atividade, o
aumento observado pode ter contribuido para a producdo dos substratos metanogénicos,

consequentemente, aumentando a producdo de metano.

O género Clostridium que apresentou maior abundancia em todos os indculos, possui
atividades hidrolitica, acidogénica, acetogénica (tabela 3, apéndice); capacidade de produzir
esporos, podendo sobreviver assim a tratamentos térmicos (Dirre, 2014 e Shen et al., 2019);
capacidade de produzir hidrogénio (Bao et al ,2012; Diirre,2014 ;Yang et al,2019). A espécie
Clostridium disporicum encontrada nos indculos (figura 16 no apéndice) sem enriguecimento
(inoc UASB) e enriquecido com estrume bovino (inoc UASB + FM), além de ter atividade
sacarolitica, tambem degrada glicoproteinas grandes como a mucina, encontrada no intestino
humano (Raimondi et al.,2021). Ja a espécie Clostridium perfringens encontrada somente no
indculo enriquecido com rumen (inoc UASB + BR) é conhecida por produzir enterotoxinas
(Dirre, 2014). Enquanto a espécie Clostridium ruminantium foi encontrada nos trés inéculos.
Arelli et al. (2021) cita que com a adi¢do da bactérias Clostridium thermocellum na biomassa
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lignocelul6sica aumentou o rendimento de biogas metano em 39% e em estudo feito com palha
de trigo, a bioaumentacdo com a bactéria Clostridium cellulolyticum producdo de biogas
aumentou em 13%. A partir disso, pode-se dizer que o género Clostridium € importante no

processo de digestdo anaerobia para producéo de biogas.

Methanobacterium, o segundo género mais abundante nos trés indculos apos o
Clostridium teve Methanobacterium kanagiense como unica espécie identificada (Figura 16 no
apéndice). Methanobacterium kanagiense sé utiliza hidrogénio e gas carb6nico (Kitamura et
al., 2011) para producao de biogas metano.

Observando-se as atividades metabdlicas relativas de cada indculo apresentadas na
figura 5, o indculo alimentado com rdmen bovino (inoc UASB+R) possui ligeiramente uma
maior atividade metanogénica hidrogenotrofica dentre os outros dois indculos. 1sso se deve ao
fato desse indculo possuir dois géneros que necessitam de hidrogénio e didxido de carbono para
producdo de metano: os géneros Methanobacterium e Methanoculleus. A espécie encontrada
de Methanoculleus foi Methanoculleus bourgensis (figura 16 no apéndice) que produz metano
a partir 1-2 propanol, de hidrogénio e gas carbonico, porém ndo produz a partir de acetato
(Manzoor et al., 2016). Logo ambas espécies produtoras de metano encontradas no indculo
enriquecido com rumen bovino (inoc UASB+R) ndo utilizam acetato para tal.

Em uma co-digestao feita por Leite et al. (2015) com filtro de torta e bagaco de cana-
de-agUcar, revelou a presenca dos géneros metanogénicos Methanosarcina (acetoclastica e
hidrogenotréfica); Methanosaeta (acetoclastica); Methanoculleus, Methanoregula e
Methanobacterium. (hidrogenotroficos) .

Dentre os géneros encontrados somente no indculo que obteve maior producdo de
metano, inoc UASB +FM, observa-se que o género Anaerobaculum teve somente a espécie
Anaerobaculum mobile identificada (figura 16 no apéndice). Essa espécie é capaz de fermentar
glicose, glicerol e acidos organicos (piruvato, tartarato, malato) a acetato, gas hidrogénio e gas
carbénico (Mavromatis et al., 2013). Lembrando que tais substratos sdo utilizados por
Methanobacterium kanagiense para producéo de biogas metano.

O género Peptoclostridium nédo teve espécie identificada. Um exemplo de espécie € a
Peptoclostridium acidaminophilum, conhecida por fermentar aminoacidos transformando os
em acetato e gas carb6nico mas ndo possui a capacidade de degradar carboidratos (Mei et al.,
2020 e Kim et al., 2020).
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Observando-se natabela 3, o género Pseudomonas possui somente atividades hidrolitica
e acidogénica. A especie encontrada no indculo enriquecido com esterco bovino, Pseudomonas
stutzeri (figura 16 no apéndice) metaboliza compostos aromaticos, proteinas, acidos graxos,
hidrocarbonetos alifaticos, tiossulfato e metais pesados (Lalucat et al., 2006; Pathak et al.,
2021), faz a fixagdo de nitrogénio e desnitrificagdo (Vermeiren et al., 1999; Lalucat et al., 2006)
e utilizar gés hidrogénio como doador de elétrons (Xiao et al., 2016). Essa espécie entdo pode
reduzir a quantidade de substratos inibidores do crescimento microbiano e estimular assim a
atividade metanogénica da bactéria Methanobacterium bourgensis. Como os outros indculos
ndo continham essa espécie, pode-se dizer que Pseudomonas stutzeri é o grande diferencial do
indculo enriquecido com estrume, dando o suporte para a remocao de compostos inibidores das

atividades metabdlicas microbianas necessarias a producdo de metano.

De forma geral, observando-se a figura 5, nota-se que a hidrélise e a producéo de &cidos
foram as atividades mais predominantes nos indculos dos ensaios metanogénicos. A
acetogénese fica em terceiro lugar dentre as atividades metabdlicas apresentadas. As atividades
metanogénicas ocupam a menor porcentagem, sendo as metanogénicas hidrogenotréficas um
pouco maior que as acetoclasticas. 1sso pode ser compreendido tendo em vista que a producédo
de metano é dependente dos produtos como o hidrogénio, dioxido de carbono e acetato,
oriundos das atividades precedentes a fase metanogénica (hidrolitica, acidogénica e

acetogénica).

5.2 Comparagéo da comunidade microbiana ao final dos ensaios de produgéo
de metano com os diferentes inoculos.

Dentre as amostras dos ensaios metanogénicos coletadas ao final da producéo de biogas,

a do reator UASB fortificado com rdmen bovino (meth UASB + BR) continha a maior
quantidade de sequéncias de géneros identificados (3818 sequéncias ou 17,04% do total da
taxonomia detectada). Em seguida foi a amostra que foi enriquecida com estrume bovino fresco
—meth UASB+FM - (2119 sequéncias ou 9,46% do total da taxonomia detectada) e por tltimo
a amostra final que ndo fortificacdo de indculo — meth UASB (862 ou 3,85% do total da

taxonomia encontrada).

Observando-se o heatmap na figura 17 e a abundancia relativa apresentada graficamente
na figura 6 pode-se tirar as seguintes conclusdes descritas a seguir. O género Alcaligenes é o

género em comum mais abundante em todos os indculos, sendo que a amostra retirada do reator
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cujo indculo anaerdbio ndo foi fortificado (meth UASB) continha a maior abundancia desse
género com 45,59%, seguido por 31,85% em abundancia da amostra enriquecida com rimen
bovino (meth UASB + BR) e por final a amostra enriquecido com esterco bovino (meth UASB
+ FM) com 28,13%.

Outro género em comum nas trés amostras finais porém em abundéncia percentual
menor que o Alcaligenes, foi o Anaerobaculum. Tal género tinha abundancia de 16,62% no
reator enriquecido com estrume bovino (meth UASB +FM), 3,13% na amostra final do reator
sem enriquecimento (meth UASB) e apenas 1,47% para o enriquecido com rimen bovino (meth
UASB + BR).

Como mostrado no heatmap na figura 17 os géneros abaixo do limite de deteccdo nas
trés amostras finais do ensaio metanogénico foram: Aminobacterium, Asaccharospora, Bosea,
Ensifer, Gemmobacter, Leucobacter, Leuconostoc, Methanoculleus, Mycobacterium,
Oscillatoria, Paracoccus, Peptoclostridium, Pleomorphomonas, Pseudoclavibacter,
Rhodoblastus, Rummeliibacillus, Sarcina, Shinella, Succiniclasticum, Treponema, Turicibacter

e Weissela .

Vale ressaltar que o género Ruminofilibacter foi encontrado em elevada abundancia nos
ensaios inoculados com lodo anaerdbio UASB (58,72%) e com lodo anaerébio e rimem (meth
UASB+R, 29,35%) enquanto estava abaixo do limite de detec¢do na amostra que obteve maior
producdo de metano, cujo indculo anaerébio foi enriquecido com esterco bovino (meth UASB
+ FM).

O unico género identificado somente na amostra final do reator enriquecido com rdmen
bovino (meh UASB + R) foi Cryptanaerobacter com 1,02% em abundéancia. A amostra final

do reator sem enriquecimento (inoc UASB) ndo continha nenhum género exclusivo.

Apesar da baixa abundéncia, o género produtor de metano Methanobacterium esta
presente na amostra final do reator que obteve maior producdo de metano (UASB+FM), com
apenas 1,08% e também com porcentagem maior, no reator sem enriguecimento com 3,13%
(heatmap na figura 17). Logo a explicacdo da maior producdo de biogas metano se encontrara
na identificacdo dos géneros que estiveram presentes unicamente no reator UASB+FM, que
conjuntamente com géneros em comum com outros reatores, proporcionaram a melhor sintrofia

para a producgéo do biogéas metano.
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Observando-se entdo o heatmap na figura 17, dentre as trés amostras finais, 0s géneros
somente identificados na amostra final do reator enriquecido com esterco bovino (meth
UASB+FM) foram: Pseudomonas (31,81%), Bacillus (8,82%), e Soehngenia (2,69%).

Comparando os heatmaps das figuras 15 e 17 (ambos no apéndice), dentre os trés
géneros citados anteriormente, somente 0s géneros Bacillus e Pseudomonas foram bactérias

exclusivas do biorreator UASB+FM (esterco bovino).

Também por meio da comparacdo desses heatmaps, observa-se o aumento da
abundancia do género Pseudomonas de 5,26% para 31,81%. Tendo em vista que as espécies
do género Pseudomonas possuem capacidade detoxificante (Lalucat et al., 2006; Pathak et al.,
2021; Areli et al., 2021), pode-se dizer que sua exclusiva e maior abundancia no final da

digestdo no biorreator UASB+FM bovino foi determinante na maior producdo de metano.

Da mesma maneira que nos inoculos, observando-se a figura 6, a hidrolise e a producdo de
acidos sdo mais predominantes nas amostras finais dando sequéncia a acetogénese. Por Gltimo
as atividades metanogénicas hidrogenotroficas ainda permaneceram um pouco maior que as

acetoclasticas indicando a dependéncia da producéo de biogas metano das atividades anteriores
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Figura 7: Gréafico comparativo das atividades metabdlicas das amostras finais dos ensaios

metanogénicos.

Todos o0s géneros tiveram espécies identificadas com excecdo dos géneros
Peptoclostridium e Petrimonas.

O género Alcaligenes possui funcdes hidrolitica, acidogénica e acetogénica (Kanehisa
et al., 2021). A espécie identificada nas trés amostras finais do ensaio metanogénico foi
Alcaligenes faecalis (figura 18 no apéndice), espécie conhecida por metabolizar metais pesados
como arsénio, micropoluentes como o produto farmacéutico ibuprofeno, corantes como
alaranjado de metila (Zarrin et al., 2018) e até mesmo ocratoxina A produzida por fungos
(Zhang et al., 2017). Também possui acdo nitrificante e faz a remogdo de amodnia por
desnitrificacdo (Felestrino et al., 2020; Kesik et al., 2006; Nishio et al., 1998).

Alguns estudos tem relatado que género Alcaligenes tem mostrado que a capacidade de
auxiliar a remocéo de biogas metano: na producéo do bioplastico polihidroxialcanoato (PHA)
utilizando preferencialmente biogas metano fonte de carbono e amoénia como fonte de
nitrogénio (Puyol et al., 2017; Pefia et al.,2014); reducdo da emissdo biogas metano em 35%
em condigdes aerobicas em um reator de batelada sequencial contendo residuo solido lixiviado
municipal quando comparado a um anaerdbico sem sua presenca (Nuansawan et al., 2020); seu

uso em uma fermentacdo anaerdbia de efluente municipal para aumentar a capacidade de
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reducdo de biogas metano dentro de um consércio microbiano de bactérias amoénio e metano
oxidantes (Pan et al.,2019).

Assim pode-se sugerir que pelo fato da capacidade de Alcaligenes faecalis remover
biogas metano do meio, o reator que teve maior abundancia dessa espécie provavelmente obtera
menor quantidade desse biogas detectada. Isso pode ser comprovado ao observar a producao de
metano e a abundancias respectivas de cada um. Observando novamente a tabela 2, o reator
UASB, que teve a menor producdo de biogas metano (85,6 NLcha/kgsv) foi 0 que continha a
maior abundancia dessa espécie (45,59%); o UASB+R que teve a segunda maior abundancia
(31,85%) produziu 100,0 NLcH4/kgsv; € 0 reator UASB +FM que teve a maior produgédo de
metano (143,3 NLcna/kgsv) foi 0 que tinha a menor abundancia de Alcaligenes faecalis
(28,13%).

Dentre as espécies do género Anaerobaculum, duas espécies foram identifcadas ao final
do ensaio metanogénico inoculado com lodo UASB+FM: Anaerobaculum mobile e
Anaerobaculum hydrogenyformans (figura 18 no apéndice). A primeira, como descrito
anteriormente, capaz de fermentar glicose, glicerol e &cidos organicos (piruvato, tartarato,
malato) a acetato, gas hidrogénio e gas carbdnico enquanto a segunda espécie presente nessa
amostra, também forma acetato, gas hidrogénio e gas carbdnico a partir de glicose (Mavromatis
etal., 2013).

J& 0 género Pseudomonas possui somente atividades hidrolitica e acidogénica (tabelas
4). Pseudomonas stutzeri, a espécie encontrada nos reatores, € capaz metabolizar compostos
aromaticos, proteinas, acidos graxos, hidrocarbonetos alifaticos, tiossulfato, metais pesados
(Lalucat et al., 2006; Pathak et al., 2021), fazer a fixacdo de nitrogénio e desnitrificacdo
(Vermeiren et al., 1999; Lalucat et al., 2006) e utilizar gas hidrogénio como doador de elétrons
(Xiao et al., 2016). Isso indica que essas atividades metabolicas feitas por Pseudomonas sao
importantes nas atividades metabdlicas iniciais e finais deste reator resistindo as transformacdes
bioquimicas deste reator. Na digestdo anaerdbia contendo bagaco de cana-de agucar, as espécies
de Pseudomonas sdo micro-organismos que além de degradar a biomassa lignocelulésica
solubilizar a celulose, sdo capazes de tolerar ambientes com toxinas, variagfes de pH e
temperatura (Arelli et al.,2021).

Ja o género Ruminofilibacter possui atividades hidroliticas e acidogénicas tendo

espécies com atividades celulolitica (Dong et al., 2019) hemiceluloliticas (Wang et al., 2020) e
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xilanoliticas (Baba et al., 2019). A espécie encontrada nas amostras finais foi Ruminofilibacter
xylanolyticum (figura 18 no apéndice) cuja atividade principal € a degradacao da xilana presente
no bagaco de cana (Lin et al., 2016; Baba et al., 2019). Essas atividades contribuem para
aumentar a producdo de substratos gerados pela degradacdo do bagaco de cana e elevar a

producdo de metano por géneros metanogénicos (Ince et al., 2019) como Methanobacterium.

O género Soehngenia possui atividades hidrolitica, acidogénica e acetogénica (tabela 4).
A espécie encontrada somente na amostra final do reator com lodo anaerdbio enriquecido com
estrume bovino (UASB+FM) foi Soehngenia saccharolytica (figura 18 no apéndice) que utiliza
como substratos glicose, frutose, sacarose, xilose, arabinose, manose, ribose, maltose,
celobiose, galactose, lactose, celulose, xilana, malato , amido,cisteina ,serina e caseina. Alguns
produtos da sua fermentacédo séo etanol, gas carb6nico, acetato, propionato, butirato e valerato
(Parshina et al., 2003).
Apresentado na tabela 3, o género Bacillus possui as atividades hidrolitica, acidogénica
e acetogénica. A espécie encontrada somente no reator UASB+FM foi Bacillus acidicola
(figura 18 no apéndice) que é conhecido pela producédo da enzima a-amilase (Mehta et al., 2016;
Sharma et al., 2013) e hidrolisar celulose (Yang et al., 2019).

Observando e comparando os heatmaps presentes nas figuras 15 e 17, houve aumento
dos géneros detoxificantes no reator UASB+FM, que produziu mais metano: Pseudomonas (de
5,26% para 31,11%) e Alcaligenes (de 0% para 28,13%) tiveram aumento na sua abundancia
apesar do género detoxificantes Clostridium ter sofrido uma redugdo em sua abundancia (de
22% para 4,10%).

Pode-se concluir que melhor desempenho do indculo anaerébio UASB acrescido de
esterco bovino deu-se devido a sintrofia entre as espécies microbianas Clostridium disporicum,
Methanobacterium  kanagiense, = Pseudomonas  stutzeri, Anaerobaculum  mobile,
Anaerobaculum hydrogenifromans, Alcaligenes faecalis, Bacillus acidicola, Soehngenia
saccharolytica e membros nédo identificados do género Peptoclostridium. Dentro desse
consorcio microbiano se destaca 0s géneros: Pseudomonas, por ser detoxificante e existir
exclusivamente sO neste inoculo e aumentar consideravelmente sua abundéncia no final da
producdo de metano; Alcaligenes que também é detoxificante e aumentou consideravelmente
sua abundancia no final do ensaio; Bacillus com sua atividade degradadora de amido e celulose,

que apesar da relativa baixa abundancia, também aumentou consideravelmente no final do
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ensaio. Logo em comparagdo com 0s outros indculos o consorcio do inéculo com esterco
bovino proporcionou a melhor decomposi¢do da biomassa lignocelulésica, melhor potencial na

degradacéo de inibidores e na utilizacdo dos substratos gerados para producdo biogas metano.

Nas figuras 8,9 e 10 séo apresentados fluxogramas explicativos resumindo as atividades
metabolicas dos géneros presente em cada amostra tanto no inicio e no final da producéao de

biogas metano, onde 0s géneros em negrito sdo os mais abundantes.
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Figura 8:Fluxograma explicativo das atividades metabolicas dos géneros presente no biorreator enriquecido com esterco bovino (UASB+FM). Os

HIDROGENOTROFICA | (ingc e final)

géneros em negrito sdo 0s mais abundantes (fonte autoral).
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Figura 9:Fluxograma explicativo das atividades metabolicas dos géneros presente no biorreator enriquecido com rimen bovino (UASB+R).

Os géneros em negrito séo os mais abundantes (fonte autoral).
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5.3 Comparagdo da comunidade microbiana dos géneros com abundancia
relativa menor que 1 % no ensaio metanogénico (“Outros”)

O grupo denominado “outros” citado no ensaio metanogénico sao 0s géneros que foram
identificados com abundancia relativa percentual menor que 1% e/ou tdo baixos que nos
calculos da abundancia relativa se igualaram a 0%. Cada grupo de “outros” para cada
amostra varia, como pode ser observado no heatmap na figura 26 no apéndice. Logo é
importante comparar e observar se cada grupo de “outros” € diferente entre os reatores de

forma a influenciar na producao de metano.

A quantidade de géneros identificados com suas respectivas abundancias define a
diversidade de micro-organismos em cada amostra. Comparando as quantidades de
géneros presentes nos indculos e amostras finais de cada reator apresentados nas figuras 4
e 5 (com abundancia relativa percentual maior que 1%) com os géneros com abundancia
relativa percentual menor que 1 % apresentados nos graficos de pizza nas figuras 20 a 25,
observa-se que o reator enriquecido com rdmen bovino, que teve menor producdo de
biogas metano, apresentou maior quantidade de géneros, ou seja, maior diversidade do que

0S outros reatores.

Uma maior diversidade também pode levar a uma menor producdo de biogas metano
em relacdo aos outros reatores, como foi observado nesse estudo com o reator UASB+R,
pois com mais variedade de micro-organismos, maior é a limitacdo e competicdo por
substratos no meio. Assim algumas atividades podem ser inibidas ou desviadas para
producdo de outros compostos sem ser 0 biogas metano (Greening et al., 2019). Outro
ponto a ser observando no que tange a maior diversidade microbiana é a saturacdo de
compostos toxicos normalmente gerados por micro-organismos presentes nas amostras ou
até mesmo a alteracdo da composicdo do meio de cultivo com células que morrem e
liberam seu conteudo intracelular no meio durante a fermentacdo (Chandel et al., 2011;
Chen et al., 2008).

Observando-se o heatmap presente na figura 26 no apéndice, ndo foram encontrados
géneros com abundancia relativa percentual igual a zero exclusivos da amostra inoc
UASB+FM. Entretanto foram encontrados os géneros com abundancia relativa igual a 0%
exclusivos na amostra final, meth UASB +FM: Desulfovibrio, Dialister, Ensifer,

Gemmobacter, Gordonia e Tetracoccus. Entretanto, tais géneros foram encontrados com
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abundancia relativa percentual baixa, com valores maiores que 0% e menores que 1 % nas
amostras dos outros reatores, incluindo a amostra inicial inoc UASB +FM e no reator que

obteve menor producdo de metano, 0 UASB+R.

Sendo assim a alteracéo ou diminuicdo da abundancia foi comum a todos os trés reatores
em abundancias relativas baixas em valores muito proximos. Os que se diferenciaram ja
foram discutidos nos tdépicos anteriores desse presente trabalho. Considerando que este
estudo € comparativo, pode-se sugerir que essa alteracdo nao foi decisiva para determinar
a maior produgdo metano. Logo a melhor anélise para determinar quais géneros foram os
determinantes na producdo de metano é observar quais tiveram aumento ou diminui¢do
na abundancia no reator de maior producdo de biogads (UASB +FM) paralelarmente a
alteracdes inversas, diminuicGes ou aumentos com grandes diferencas no valor em comum

com os outros reatores. Tal tipo de analise foi apresentado nos tépicos anteriores.

Uma sugestdo para proximos estudos pode-se realizar a digestdo anaerébia
metanogénica somente com 0s géneros do consorcio selecionado no pendltimo paragrafo

do tépico 5.2.

5.4 Comparacdo da comunidade microbiana do inéculos anaerobio
enriguecidos com esterco bovino, com e sem tratamento térmico, para
producéo de hidrogénio

Os resultados discutidos a seguir se referem somente a amostra ap6s o tratamento
térmico sem a realizacdo do ensaio de producéo de producdo de hidrogénio.

Foram detectadas no indculo anaerdbio fortificado com esterco bovino sem tratamento
térmico (inoc UASB+FM) 4027 sequéncias ou 12,98% do total da taxonomia encontrada nos
ensaios. Ja este mesmo indculo tratado termicamente para promover uma maior producdo de
hidrogénio (inoc H2 UASB + FM) revelou ter 7655 sequéncias correspondendo a 24,67% do
total da taxonomia encontrada. 1sso demonstra que o tratamento térmico realizado para remover
micro-organismos consumidores de hidrogénio ndo reduziu a quantidade de sequéncias de
géneros da amostra e propiciou um aumento na quantidade de dos géneros que ndo foram
detectados na amostra sem tratamento térmico. Entretanto, observando o heatmap na figura 19
e a figura 11, as arqueias do género Methanobacterium, que possuem elevada abundancia e
utilizam gés hidrogénio para produzir metano foram eliminadas. 1sso mostra que o tratamento

térmico feito para otimizar a producédo de biogas hidrogénio foi eficiente.
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Observa-se no grafico da figura 11 e também no heatmap apresentado na figura 19 no
apéndice que a variedade dos géneros no inoculo diminuiu com o tratamento térmico.
Entretanto, como anteriormente citado, a quantidade de sequéncias identificadas aumentou
demonstrando que a quantidade dos poucos géneros presentes na amostra tratada termicamente

era relativamente elevada.
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Figura 11: Abundancia relativa percentual dos géneros identificados nos indculos sem e com

tratamento térmico para producdo de biogas hidrogénio.

Também observa-se 0 heatmap presente na figura 19 (Apéndice), o Unico género que
sobreviveu ao tratamento térmico foi Clostridium, saindo de 22% em abundancia para 1,11%.
Isso pode ser explicado devido ao fato das bactérias desse género terem a capacidade de
produzir esporos em condic¢oes extremas (Durre, 2014; Shen et al., 2019).

Os géneros com abundancia elevada como Anaerobaculum, Peptoclostridium,
Pseudomonas e Soehngenia foram completamente eliminados com o tratamento térmico (figura
10).
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Como evidenciado no heatmap da figura 19 (Apéndice) e no grafico da figura 11 e
destaca-se o enriquecimento do género Burkholderia com alta percentagem de abundéncia

relativa com 76,21% de abundancia.

Além do Burkholderia o pré tratamento propiciou o crescimento dos géneros
Rummeliibacillus (7,11%), Sphingobium (5,97%), Sphingomonas (5,42%), Brevundimonas
(1,41%) e Ruminofilibacter (1,21%). Logo pode-se sugerir que reduzindo a competicdo entre
0s géneros, a eliminacdo de alguns na amostra por meio do tratamento térmico propiciou o
crescimento de outros.

Observa-se pela figura 12 que a atividade metanogénica foi completamente eliminada pelo
tratamento térmico. Consequentemente teve-se um aumento da atividade acidogénica,
responsavel ndo so pela producdo de &cidos mas também pela producdo de biogés hidrogénio.
As outras atividades, hidrolitica e acetogénica estdo presentes em ambos os inéculos com

semelhantes proporcdes.
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Figura 12: Gréfico comparativo das atividades metabolicas relativas presentes nos inoculos

sem e com tratamento térmico para o ensaio de hidrogénio.

Foram feitas as seguintes consideragdes com as espécies detectadas de cada género
citado anteriormente, apresentadas na figura 13.
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Os géneros produtores de hidrogénio encontrados no reator pré-tratado termicamente

séo: Clostridium (Bao et al., 2012; Durre, 2014; Yang et al., 2019) ,Brevundimonas (Su et al.,
2014; Wang et al., 2019) e Burkholderia (Roumagnac et al., 2012).
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Figura 13: Abundéncia relativa percentual das espécies identificadas nos in6culos sem e com

tratamento térmico para producdo de biogas hidrogénio.

Como citado anteriormente, bactérias do género Clostridium tém a capacidade de

produzir esporos, podendo sobreviver assim ao tratamento térmico além de produzir hidrogénio
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(Baoetal., 2012; Diirre,2014; Shen et al., 2019), além de também possuir atividades hidrolitica,

acidogénica, acetogénica (Kanehisa et al., 2021).

A espécie que predominou no inéculo tratado termicamente, Burkholderia fungorum
possui atividade hidrolitica, acidogénica e acetogénica (Kanehisa et al.,2021) podendo ser
encontrada em simbiose com fungos lignoliticos (Coenye et al., 2001), urina humana (Du et
al., 2021), esgotos industriais (Andreolli et al., 2011 e Andreolli et al., 2013) e em solos de
minas (A.J. Feng et al., 2017).Também tem a capacidade de resistir a ambiente &cidos e
metabolizar metais pesados toxicos a ndo toxicos ( X. X. Liu et al., 2019; Akita et al., 2019);
de degradar e utilizar como fonte de energia hidrocarbonetos aromaticos policiclicos derivados
da degradacéo da lignina em simbiose com fungos (Coenye et al., 2001), como dibenzotiofeno,
fenantreno, fluoreno, naftaleno e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Andreolli et al.,
2011 e Andreolli et al., 2013); e também de produzir hidrogénio (Roumagnac et al., 2012). No
caso do reator inoc H2 UASB+ FM, essa simbiose seria com micro-organismos que degradam
a lignina como o género Ruminofilibacter (Baba et al., 2019; Akita et al., 2019) e
Rummeliibacillus (Li et al., 2019). Vale a pena mencionar que tal caracteristica d& um potencial
biotecnoldgico no uso da bactéria Burkholderia fungorum para biorremediacdo (Andreolli et
al., 2011 Akita et al., 2019; Andreolli et al., 2013 X. X. Liu et al., 2019).

Ja foi relatado que os géneros Rummeliibacillus e Clostridium agem em sinergia para
producdo de biogas hidrogénio, aumentando a eficiéncia da utilizacdo de carboidratos do meio.
O primeiro género com sua acdo celulolitica e de degradacéo de amido proporciona a producéao
de carboidratos mais simples que s&o utilizados pelo segundo para produzir hidrogénio (Yang
et al., 2019). Além disso, Ruminofilibacter e Rummeliibacillus possuem atividades hidrolitica,
acidogénica, sendo este ultimo género tendo além dessas atividade acetogénica (Kanehisa et
al., 2021).

O género Sphingobium possui atividades hidroliticas e acidogénicas (tabela 4). A
espécie encontrada no reator, Sphingobium limneticum, degrada hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos e alifaticos, tolueno, meta e para-xileno (Park et al., 2019), naftaleno e bifenil (Feng
et al., 2020). Espécies desse género possuem capacidade de resistir a ambientes com metais

pesados e compostos tdxicos (Feng et al., 2020).

Espécies do género Sphingomonas, incluindo a encontrada na amostra tratada

termicamente, Sphingomonas melonis, possuem atividades hidroliticas e acidogénicas (tabela
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4). Além de degradar lignina e ligno-hemicelulose, este género também € capaz de degradar
metais pesados, compostos aromaticos como bifenil, furano clorado, estradiol, polietileno
glicol, diferentes tipos de herbicidas e pesticidas, o que faz deste género interessante para
biorremediacdo (Asaf et al., 2020).

Espécies do género Brevundimonas possui atividades hidroliticas e acidogénicas
(Kanehisa et al., 2021) e séo conhecidas pela alta eficiéncia na producao de hidrogénio (Su et
al., 2014; Wang et al., 2019). E essa eficiéncia pode ser aumentada quando esse género é co-
cultivado com géneros que degradam amido ou outras fontes de carbono que também produzem
hidrogénio como o Bacillus, aumentando a disponibilidade de substratos a serem convertidos a
hidrogénio (Bao et al., 2012; Wang et al., 2019). Brevundimonas vesicularis é conhecida por

ter potencial de biorremediacao de hidrocarbonetos poliaromaticos (Ryan et al., 2018).

A figura 14 apresenta um fluxograma resumindo as atividades metabdlicas dos géneros
presentes no indculo enriquecido com esterco bovino termicamente tratado para producdo de

biogas hidrogénio (inoc H2 UASB+FM), onde os géneros em negrito sdo 0s mais abundantes.
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Figural4d: Fluxograma explicativo das atividades metabdlicas dos géneros presente no indculo biorreator enriquecido com esterco bovino

termicamente tratado para producdo de biogés hidrogénio (inoc H2 UASB+FM). Os géneros em negrito sdo os mais abundantes (fonte autoral).
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6 CONCLUSAO
Considerando a comparacdo das comunidades microbianas dos diferentes indculos utilizados
para a producdo de metano a partir do bagaco de cana-de-agucar, conclui-se que o melhor
desempenho do indculo anaerdbio UASB acrescido de esterco bovino deu-se devido a sintrofia
entre as espécies microbianas Clostridium disporicum, Methanobacterium kanagiense,
Pseudomonas stutzeri, Anaerobaculum mobile, Anaerobaculum hydrogenifromans,
Alcaligenes faecalis, Bacillus acidicola, Soehngenia saccharolytica e membros néo
identificados do género Peptoclostridium. . Dentro desse consorcio microbiano se destaca 0s
géneros exclusivos desse biorreator: Pseudomonas que aumentou consideravelmente sua
abundancia no final da producdo de metano; e Bacillus, com sua atividade degradadora de
amido e celulose, que apesar da relativa baixa abundancia, também aumentou
consideravelmente no final do ensaio. Outro destaque se da a espécie Alcaligenes faecalis,
capaz de remover biogas metano do meio e estd em menor abundancia nessa amostra. Logo
suas atividades metabolicas proporcionaram a melhor decomposicdo da biomassa
lignocelulésica, acdo contra inibidores e uso dos substratos gerados para producdo biogas
metano. Os micro-organismos que estavam ausentes ou pouco abundantes nos inoculos foram:
Aminobacterium, Asaccharospora, Bosea, Ensifer, Gemmobacter, Leucobacter, Leuconostoc,
Methanoculleus, Mycobacterium, Oscillatoria, Paracoccus, Peptoclostridium,
Pleomorphomonas, Pseudoclavibacter, Rhodoblastus, Rummeliibacillus, Sarcina, Shinella,
Succiniclasticum, Treponema, Turicibacter e Weissela. O tratamento térmico realizado no
inéculo UASB-FM para producéo de hidrogénio foi eficiente na remocdo de arqueias como
também de espécies que estavam abundantes no meio antes do tratamento: Anaerobaculum,
Peptoclostridium, Pseudomonas e Soehngenia. Dentre os géneros detectados ap6s o tratamento
foram: Burkholderia (mais abundante), Rummeliibacillus, Sphingobium, Sphingomonas,
Brevundimonas, Ruminofilibacter e Clostridium. Somente o género Clostridium foi detectado
antes e depois do tratamento, os outros foram detectados somente apds. Os géneros produtores
de hidrogénio e detoxificantes nesse consorcio foram sdo e Burkholderia, Brevundimonas e

Clostridium.
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APENDICE

AMOSTRAS

INICIAIS DO ENSAIO

METANOGENICO

Género

Alcaligenes
Aminobacterium
Anaerobaculum
Asaccharospora
Bacillus

Bosea

Clostridium

Cryptanaerobacter

Ensifer
Gemmobacter
Leucobacter

Leuconostoc

Methanobacterium

Methanoculleus
Mycobacterium
Oscillatoria
Paracoccus

Peptoclostridium

Petrimonas

Pleomorphomonas
Pseudoclavibacter

Pseudomonas
Rhodoblastus

Ruminofilibacter
Rummeliibacillus

Sarcina

inoc inoc
UASB + UASB + inoc
FM R UASB

1,812764

2,830891

2,036255 2,393075 1,809955

2,342159 1,485091
1,858452 1,543102
1,323829 1,090614
1,247454 1,925977

1,502037

2,19283
1,125421
2,036255 2,113035 1,334262
7,896697

1,887261 4,531568 2,680125
2,673116
5,264465
1,167122
1,476578
1,476578

1,961758 2,113035 1,728739
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Shinella 1,763099 5,193483 3,399466
Soehngenia 4,494661 1,543102
Succiniclasticum 1,629328
Tepidanaerobacter 1,390613 1,247454
Treponema 1,117457

Turicibacter

1,043788 1,032602
1,960285

Weissella

13,37742

Figura 15: Heatmap comparando as abundancias relativas (maior que 1%) dos géneros

Outros

contidos nas amostras iniciais dos ensaios metanogénicos.
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m Alcaligenes faecalis
= Anaerobaculum hydrogeniformans
m Asaccharospora irregularis
® Bosea minatitlanensis
m Clostridium perfringens
m Cryptanaerobacter phenolicus
m Eubacterium tenue
Leucobacter komagatae
= Methanobacterium kanagiense
® Paracoccus limosus
m Pleomorphomonas koreensis
m Pseudoclavibacter caeni
= Ruminofilibacter xylanolyticum
Sarcina ventriculi
Shinella zoogloeoides
m Succiniclasticum ruminis
m Tepidanaerobacter syntrophicus
® Turicibacter sanguinis

= uncultured Oscillatoria sp.
Outros
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Inoc UASB

m Aminobacterium colombiense

® Anaerobaculum mobile

= Bacillus acidicola

m Clostridium disporicum

m Clostridium ruminantium

m Ensifer adhaerens

m Gemmobacter aquaticus

m Leuconostoc citreum
Methanoculleus bourgensis

m Petrimonas sulfuriphila

® Pleomorphomonas oryzae

m Pseudomonas stutzeri

= Rummeliibacillus pycnus

= Shinella kummerowiae
Soehngenia saccharolytica

m Tepidanaerobacter acetatoxydans

® Treponema zuelzerae

m uncultured Clostridium sp.

= Weissella confusa

Figura 16: Grafico comparativo da abundancia percentual (maior que 1%) das espécies

presentes nas amostras dos indculos dos ensaios metanogénicos.
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AMOSTRAS FINAIS DO ENSAIO METANOGENICO

meth
meth UASB + UASB + meth
Género FM R UASB
Alcaligenes

Aminobacterium
Anaerobaculum
Asaccharospora
Bacillus

Bosea

Clostridium
Cryptanaerobacter
Ensifer
Gemmobacter
Leucobacter
Leuconostoc
Methanobacterium
Methanoculleus
Mycobacterium
Oscillatoria
Paracoccus
Peptoclostridium
Petrimonas
Pleomorphomonas
Pseudoclavibacter
Pseudomonas
Rhodoblastus
Ruminofilibacter
Rummeliibacillus
Sarcina

Shinella
Soehngenia

1,466737 3,132251

8,824917414

4,105710241 6,49652

1,08541765 SHilkS7Z2Sil

1,038225578 1,160093

2,689948089
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Succiniclasticum
Tepidanaerobacter 1,415762152 1,276102
Treponema
Turicibacter
Weissella
Outros 4,388862671  6,940807 9,860789

Figura 17: Heatmap comparando as abundancias relativas dos géneros detectados nas

amostras finais dos ensaios metanogénicos. *Outros: abundancia menor que 1%.
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meth UASB + FM

m Alcaligenes faecalis

= Anaerobaculum hydrogeniformans

= Asaccharospora irregularis

® Bosea minatitlanensis

m Clostridium perfringens

m Cryptanaerobacter phenolicus

® Eubacterium tenue
Leucobacter komagatae

= Methanobacterium kanagiense

® Paracoccus limosus

® Pleomorphomonas koreensis

m Pseudoclavibacter caeni

= Ruminofilibacter xylanolyticum

Sarcina ventriculi
Shinella zoogloeoides
m Succiniclasticum ruminis

m Tepidanaerobacter syntrophicus

® Turicibacter sanguinis
= uncultured Oscillatoria sp.
Outros

meth UASB + R

meth UASB

® Aminobacterium colombiense

® Anaerobaculum mobile

= Bacillus acidicola

m Clostridium disporicum

m Clostridium ruminantium

m Ensifer adhaerens

m Gemmobacter aquaticus

® Leuconostoc citreum
Methanoculleus bourgensis

® Petrimonas sulfuriphila

m Pleomorphomonas oryzae

m Pseudomonas stutzeri

= Rummeliibacillus pycnus

= Shinella kummerowiae
Soehngenia saccharolytica

m Tepidanaerobacter acetatoxydans

® Treponema zuelzerae
m uncultured Clostridium sp.
= Weissella confusa

Figura 18: Abundancia relativa percentual (maior que 1%) das espécies identificadas nas

amostras finais dos ensaios metanogénicos.
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Amostras do Ensaio de Hidrogénio

Nome da amostra

Inoc UASB + FM

Inoc H2 UASB + FM

Aminobacterium 1,812763844
Anaerobaculum 13,98063074
Asaccharospora 2,830891482
Bosea 2,036255277

Brevundimonas

Burkholderia

1,410842587

Clostridium 22,00148994 1,110385369
Methanobacterium 16,78668984
Paracoccus 2,036255277
Peptoclostridium 7,896697293
Pleomorphomonas 1,887260988
Pseudomonas 5,264464862
Rhodoblastus 1,167121927

Ruminofilibacter

Rummeliibacillus

Sarcina 1,961758133
Shinella 1,763099081
Soehngenia 4,494661038
Sphingobium 5,969954278

Sphingomonas
Tepidanaerobacter
Treponema

Outros*

1,39061336
1,117457164
15,56990315

1,214892227
7,119529719

3,422599608

3,540169824

Figura 19: Heatmap comparando as abundancias relativas dos géneros detectados nos indculos

enriquecidos com estrume bovino sem (inoc UASB+FM) e com tratamento térmico para

producéo de hidrogénio (inoc H2 UAS+FM). *Outros: abundancia menor que 1%.
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Tabela 3: Presenca ou Auséncia das atividades dos Géneros encontrados nos indculos sem
enriquecimento (inoc UASB), enriquecidos com esterco fresco bovino sem tratamento térmico
(inoc UASB+FM), com ramen bovino (inoc UASB+R) e das respectivas amostras retiradas no
final dos ensaio metanogénicos (meth UASB, meth UASB+R, meth UASB+FM) (Kanehisa et
al., 2021).

Metanogénica Metanogénica

Género Hidrolitica Acidogénica Acetogénica Acetoclastica Hidrogenotroéfica
Alcaligenes sim sim sim nédo nédo
Aminobacterium  sim sim sim nao nao
Anaerobaculum sim sim sim nao néo
Asaccharospora  sim sim sim nao nao
Bacillus sim sim sim nao nao
Bosea sim sim sim nao nao
Clostridium sim sim sim néo néo
Cryptanaerobacter sim néo néo néo néo
Ensifer sim sim sim nao nao
Gemmaobacter sim sim nao nao nao
Leucobacter sim sim nao nao nao
Leuconostoc sim nédo nao nao nao
Methanobacterium sim nao nao sim sim
Methanoculleus sim sim nao nao sim
Mycobacterium sim nao sim nao nao
Oscillatoria nao sim nao nao nao
Paracoccus sim sim nao nao nao
Peptoclostridium  sim sim sim nédo nédo
Petrimonas sim sim sim nao nao
Pleomorphomonas sim nao néo nao nao
Pseudoclavibacter sim sim nao nao nao
Pseudomonas sim sim nao nao nao
Rhodoblastus sim sim nao nao nao
Ruminofilibacter  sim sim nao nao nao
Rummeliibacillus  sim sim sim nao nao
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Sarcina sim sim sim ndo Nao

Shinella sim sim sim néo Nao
Soehngenia sim sim sim nédo Néo
Succiniclasticum  ndo nao nao nao Nao
Tepidanaerobacter sim néo néo néo Né&o
Treponema sim néo néo néo Né&o
Turicibacter sim sim sim nao nao
Weissella sim nao nao nao nao

Tabela 4: Presenca ou auséncia das atividades dos géneros encontrados nos indculos
enriquecidos com esterco fresco bovino sem tratamento térmico (inoc UASB+FM) e com
tratamento térmico para reducdo de géneros consumidores de hidrogénio (inoc H2 UASB+FM)
(Kanehisa et al., 2021).

Metanogénica Metanogénica

Género Hidrolitica Acidogénica Acetogénica Acetoclasticas Hidrogenotrofica
Aminobacterium  sim sim sim néo néo
Anaerobaculum sim sim sim nao nao
Asaccharospora  sim sim sim nédo nédo
Bosea sim sim sim nao nao
Brevundimonas sim sim nao nao nao
Burkholderia sim sim sim nao nao
Clostridium sim sim sim nao nao
Methanobacterium sim ndo nao sim sim
Paracoccus sim sim nao nao nao
Peptoclostridium  sim sim sim nédo nédo
Pleomorphomonas sim nédo néo nédo néo
Pseudomonas sim sim nao nao nao
Rhodoblastus sim sim nao nao nao
Ruminofilibacter  sim sim nao nao nao
Rummeliibacillus  sim sim sim nao nao
Sarcina sim sim sim nao nao
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Shinella
Soehngenia
Sphingobium
Sphingomonas
Tepidanaerobacter

Treponema

sim
sim
sim
sim
sim

sim

sim
sim
sim
sim
nédo

nao

néo

néo

nao

nao

nao

nao

93



Rhodopseudomonas; 0,39 Sporanaerobacter; 0,08
Rhodoblastus; 0,55 Rosebunai; 0.07
Rhodobacter; 0,09

Succinispira; 0,26

Syntrophobacter; 0,77

Tepidanaerobacter; 0,10 Actinotalea; 0,02

Tetracoccus; 0,28 ﬁge,;?wg';{gbg%” 0,03
Tetrasphaera; 0,07 Aminobacter; 0,05
—_ Thauera; 0,20 ﬁrrré'ggarg?gra 50 850 !

_ Aureimonas;-0,03—— Bacillus; 0,01

Rhizobium; 0,16
Pseudoxanthomonas; 0,31
Pseudochrobactrum; 0,37

Petrimonas; 0,16

Peptoclostridium; 0,17

Ottowia; Bifidobacterium: 0,03 Beijerinckia; 0,02
0,06 Oligotropha; 0,08 Butyrivibrio; 0,01

Clavibacter; 0,05
Cloacibacillus; 0,03

< Xanthobacter; 0,09 Cloacibacterium; 0,05
Dechloromonas; 0,02 Dietzia: 0,01
Faecalibacterium;ooools
_ Fusicatenibacter; 0,01

llumatobacter; 0,01
= 0
l\}l'aeégﬁmaétefmdes 0,01

eh))f |mz%r|bact85 00202

Millisia; 0,02~ 3,02

Ochrobactrum; 0,27
Mycoplana; 0,16
Microbacterium; 0,19

Methanosaeta; 0,15
Methanobrevibacter; 0,08

Mesorhizobiu /Lys.ob{er;

Mobilicoccus; 0,01

m; 0,07 0,06 ‘ ﬁ5§ o) 3& Pannonlbacter 0,01
Lachnoclostridium; 0,17 . —Aeromicrobium; 0,09 Phenylobac'(erlun:3 0,0 é
Kaistia; 0,12 \ Afipia; ruegen
Intestinibacter; 0,24 Agreiar0,08 014 Rhodococcus 0,05

Rhodoplanes; 0,02
Ruegeria; 0, 03
Ruminococcus; 0,02
Salinibacterium; 0,05

§|n°{hlz?%lﬂn 0,01
Smaragdlcoccus 0,02
Sphingopyxis; 0,05

Hyphomicrobium; 0,10 _— Agrobacterium; 0,45

Alcaligenes; 0,06
Amaricoccus; 0,23
Aminobacterium; 0,29

]

Starkeya; 0,02
Anaeroarcus; 0,16 Terrlsgorobacter 0,02
Treponema; 0,01

Eubacterium; 0,39

Enterobacter; 0,14
Dialister; 0,06

Anaerobaculum; 0,41
Devosia; 0,17

Bacteroides; 0,21

Corynebacterium; 0,27 Citrobacter; 0,06

Desulfovibrio; 0,14 Coprothermobacter; 0,29
Bradyrhizobium; 0,13

Chryseoglobus; 0,10 Chlorobium: 0,15

Inoc UASB

Figura 20: Géneros com abundéancia percentual abaixo de 1% identificados na amostra inoc UASB. A barra representa géneros com abundancia
relativa percentual a abaixo de 0,05%.
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Turicibacter; 0,58

‘ Weissella; 0,35

Sarcina; 0,35 \ /
Qutra; 2,90
Paracoccus; 0,70
Mycobacterium; 0,35
Ensifer; 04
Aminobacterium; 0,58

Coprothermobacter;
meth UASB 0.46

Agrobacterium; 0,23
Cryptanaerobacter; 0,12
Desulfovibrio; 0,23

Dialister; 0,12
Gordonia; 0,12

Intestinibacter; 0,23

Kaistia; 0,12

Methanoculleus; 0,23

Parabacteroides; 0,12
Peptoclostridium; 0,12

Pleomorphomonas; 0,23

Pseudochrobactrum; 0,12
Pseudoxanthomonas; 0,12
Rhizobium; 0,12
Rhodoblastus; 0,12
Rhodoplanes; 0,12
Rhodopseudomonas; 0,12
Soehngenia; 0,12
Syntrophobacter; 0,12
Tetracoccus; 0,12

Figura 21: Géneros com abundéancia percentual abaixo de 1% identificados na amostra meth UASB. A barra representa géneros com abundancia

relativa percentual a abaixo de 0,3%.
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Ochrobactrum; 0,27 Pseudochrobactrum; 0,12

/ /_ Pseudoxanthomonas; 0,17

Rhodopseudomonas; 0,70

_\ Petrimonas; 0,47
Mycobacterium; 0,37

BN
Methanobrevibacter; 0,72
Leucobacter; 0,65
Kaistia; 0,35
Intestinibacter; 0,25

4

Desulfovibrio; 0,25 /‘
Coprothermobacter; 0,50 | \

Bradyrhizobium; 0,45

Succiniclasticu

Amaricoccus;
\_Aminivibrio; 0,1

\_Bacillus; 0,20

Bacteroides; 0,20

inoc UASB + FM Blastochloris; 0,27

Figura 22: Géneros com abundancia percentual abaixo de 1% identificados na amostra inoc UASB+FM. A barra

abundancia relativa percentual a abaixo de 0,1%.

Alcaligenes; 0,02
Aminomonas; 0,07
Aquamicrobium; 0,02
Arcobacter; 0,05
Chryseoglobus; 0,02
Corynebacterium; 0,02
Devosia; 0,02

Dialister; 0,02
Diaminobutyricimonas; 0,05
Enterobacter; 0,02

Eubacterium; 0,07
Lachnoclostridium; 0,02
Leifsonia; 0,07

Mesorhizobium; 0,07

Methanoculleus; 0,05
Methanosaeta; 0,05

Methylocystis; 0,10

Microbacterium; 0,07
Mycoplana; 0,02

Dot 2% 02
Ottowia; 0,07
Rhizobium; 0,05
Rhodobacter; 0,07
Rhodoplanes; 0,05

Roseburia; 0,07
Ruminococcus; 0,02
Ruminofilibacter; 0,02
Smithella; 0,07

S S
Tetrasphaera; 0,05

Xanthobacter; 0,05

representa géneros com
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meth UASB + FM

Aminivibrio; 0,28

Bosea; 0,19

Bradyrhizobium; 0,05
Corynebacterium; 0,05
Intestinibacter; 0,05

Lachnoclostridium; 0,09
Mesorhizobium; 0,05
Methanobrevibacter; 0,09

Methanosaeta; 0,05
Ochrobactrum; 0,05

Paracoccus; 0,09
Pleomorphomonas; 0,05
Rhodoblastus; 0,09

Shinella; 0,09

Turicibacter; 0,19

Xanthobacter; 0,05

Figura 23: Géneros com abundancia percentual abaixo de 1% identificados na amostra meth UASB+FM. Barra representa géneros com

abundancia relativa percentual a abaixo de 0,3%.
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Rhodoplanes; 0,10
Rhodopseudomonas; 0,48

Rhodoblastus; 0,48

Rhodobacter; 0,13 \
Rhizobium; 0,1%

Pseudoxanthomonas; 0,15

Pseudoramibacter; 0,43

Pseudomonas; 0,23

Pseudochrobactrum; 0,71

~_

Peptoclostridium; 0,13

Tetrasphaera; 0,13
/_ p

anthobacter; 0,10

\ Amaricoccus; 0,31
Aminobacterium; 0,59

\_ Bacillus; 0,18

Bradyrhizobium; 0,15

Pannonibacter; 0,10

Kaistia; 0,20 —

Intestinibacter; 0,15

Hyphomicrobium; 0,13 J

Eubacterium; 0,31
Desulfovibrio; 0,41

Gordonia; 0,43
Inoc UASB + R

Figura 24: Géneros com abundancia percentual abaixo de 1% identificados na amostra inoc UASB+R. A barra representa géneros com abundéncia

relativa percentual a abaixo de 0,1%.

Aminobacter; 0,05
Aguamicrobium; 0,03

Bacteroides; 0,08

Butyrivibrio; 0,08
Chryseoglobus; 0,03
Coprothermobacter; 0,08
Corynebacterium; 0,05
Curtobacterium; 0,05

Defluviicoccus; 0,08
Dialister; 0,08

Enterobacter; 0,08
Leifsonia; 0,03
Methanosaeta; 0,08
Methylocystis; 0,05
Microbacterium; 0,05
Mogibacterium; 0,05
Nocardia; 0,05
Oligotropha; 0,08

Olsenella; 0,05
Oscillatoria; 0,03
Ottowia; 0,05
Parabacteroides; 0,03

Petrimonas; 0,08

Rhodococcus; 0,08

Ruminococcus; 0,05
Sphingobium; 0,05
Succinispira; 0,05
Succinivibrio; 0,03
Thauera; 0,05



Sporanaerobacter; 0,08

Soehngenia; 0|,10 /
/_

_\ Shinella; 0,37
Pleomorphomonas; 0,13
Parac \
Bosea; 0,10

Methan
Methanobacte 4 "‘
meth UASB + R Gemmobacter; 021 | . Desulfovibrio: 0,16

Enterobacter; 0,08

Succiniclasticum; 0,08

Pseudoclavibacter; 0,13

Weissella; 0,08

Pseudoramibacter; 0,03

Coprothermobacter; 0,08

Figura 25: Géneros com abundéncia percentual abaixo de 1% identificados na amostra meth UASB+R. A barra representa géneros com

abundancia relativa percentual a abaixo de 0,07%.
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Nome da amostra

Inoc meth meth
Inoc UASB

UASB UASB + UASB
+R UASB UASB

+FM M +R

Inoc meth

Acidaminococcus
Acinetobacter
Actinotalea
Aeromicrobium
Afipia

Agreia
Agrobacterium
Alcaligenes
Allisonella
Altererythrobacter
Amaricoccus
Aminivibrio
Aminobacter
Aminobacterium
Aminomonas
Anaeroarcus
Anaerobaculum
Agquamicrobium
Arcobacter
Asaccharospora
Aureimonas
Bacillus
Bacteroides
Beijerinckia
Bifidobacterium

Blastochloris

0,0232

0,09282
0,45824847 0,05238 0,13923
0,08122
0,45249 0,232
0,05801

0,34765

0,17383

0,66191446
0,02483 28,1265

0,03481
0,12416 0,30549898 0,02619 0,23205

0,14899 0,28315 _ 0,0232
0,0509165 0,04641

1,81276 0,66069 0,58553971 0,26192 0,29006 0,58

0,0745 0,0116
0,16243

1,46674 0,40608 3,132

0,03481
0,19866 8,82492 0,17820774 0,0116
0,19866 0,07637475 0,02619 0,20884
0,0232
0,03481

13,9806 16,5172 0,8401222

0,02483
0,04966
2,83089 0,42473

0,02545825

0,27316
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Bosea
Bradyrhizobium
Brevundimonas
Burkholderia
Butyrivibrio
Caulobacter
Cellulomonas
Chlorobium
Chryseoglobus
Citrobacter
Clavibacter
Cloacibacillus
Cloacibacterium
Clostridium
Coprothermobacter
Corynebacterium
Cryptanaerobacter
Cupriavidus
Curtobacterium
Dechloromonas
Defluviicoccus
Desulfovibrio
Devosia

Dialister

Diaminobutyricimonas

Dietzia
Ensifer
Enterobacter
Eubacterium

Faecalibacterium

2,03626 0,18877 2,39307536 0,10477 1,80995 0,696
0,44698 0,04719 0,15274949 0,12763

0,07637475 0,0116

0,69531
0,10442
0,05801
0,04641
0,03481
0,04641
22,0015 4,10571 19,0682281 0,52383-6,497
0,49665 0,37754 0,07637475 0,07858 0,29006 0,464

0,02483 0,04719 0,0509165 -0,26685-

1,02148

0,02483

0,07637475
0,40733198 0,15715 0,13923 0,232
0,45824847 0,02619 0,17403-
0,07637475 0,05238 0,05801 0,116

0,24832
0,02483
0,02483
0,04966

0,9188
0,02483
0,0745

2,34215886
0,07637475
0,30549898

0,02619 1,48509 0,348
0,07858 0,13923
0,39448
0,04641
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Fusicatenibacter
Gemmobacter
Gordonia
Herbaspirillum
Herbiconiux
Hyphomicrobium
llumatobacter
Intestinibacter
Janibacter

Kaistia
Lachnoclostridium
Lactococcus
Leifsonia
Leucobacter
Leuconostoc
Lysobacter
Macellibacteroides
Mahella
Meridianimaribacter
Mesorhizobium
Methanobacterium
Methanobrevibacter
Methanoculleus
Methanosaeta
Methylobacterium
Methylocystis
Microbacterium
Millisia
Mobilicoccus

Mogibacterium

0,74497
0,29799

1,85845214 0,20953 1,5431
0,43279022 0,02619 0,85857

0,12729124 0,10442
0,0116
0,24832 0,04719 0,15274949 0,24365
0,34765 0,20366599 0,11602

0,02483 0,09438 0,68737271 0,70718 0,17403 0,464

0,56008147 - 0,4873
0,02545825 - 0,03481

1,32382892 0,02619 1,09061
1,24745418 1,92598 0,58
0,05801
0,0116

0,0745
0,64564

0,0232
0,06961
0,34049 25,9775 3,132
0,08122

0,0745 0,04719 0,12729124
16,7867 1,08542 18,0244399
0,72014 0,09438 0,15274949

0,04966 - 11,0997963

0,04966 0,04719 0,07637475

0,34049
0,02619

0,15083
0,0232
0,04641
0,18564
0,0232
0,0116

0,09933
0,0745

0,0509165
0,0509165 0,02619
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Mycobacterium
Mycoplana
Nannocystis
Nocardia
Ochrobactrum
Oligotropha
Olsenella
Oscillatoria
Ottowia
Pannonibacter
Parabacteroides
Paracoccus
Peptoclostridium

Petrimonas
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1,39061 1,41576 1,24745418 0,6286
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Weissella !1,96028513 0,07858 0,77735 0,348

Xanthobacter 0,04966 0,04719 0,10183299 0,09282

Xenophilus

Figura 26: Heatmap apresentando as abundéancias relativas percentuais das amostras do ensaio

metanogénico incluido o grupo “Outros”, que possuem abundancia menor que 1%.
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