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RESUMO

A suinocultura ¢ de suma importancia para a economia global e brasileira. No entanto, essa
atividade possui como passivo ambiental a geragdo de dguas residudrias de suinocultura (ARS),
as quais possuem elevada carga poluente, sendo indispensavel seu tratamento antes de sua
disposi¢do final. Nesse contexto, a digestdo anaerobia (DA) ¢ um bioprocesso que permite o
tratamento adequado desse efluente aliado com a recuperacdo de metano (CH4), um valioso
recurso energético. A aplicacao de mediadores redox insoluveis (MRIs), também denominados
de materiais condutores (MCs) de elétrons, na DA de residuos organicos ¢ uma estratégia
pujante para aumentar a produgdo de CHa, pois estimula a sintrofia microbiana e os processos
de transferéncia direta e indireta de elétrons interespécies. Entretanto, a utilizacdo desses
materiais no tratamento anaerobio da ARS, visando acelerar e aumentar a producao de CHa, foi
pouco explorado em pesquisas cientificas. Portanto, este trabalho avaliou o uso de MCs, como
oxido de grafeno funcionalizado com nanomagnetita (OG-Fe304), carvao ativado granular
(CAQ), ferro de valéncia zero (FeVZ), nanomagnetita (Fe3O4) e as associagdes FesO4+CAG e
FeVZ+CAG, no tratamento anaerobio de ARS, avaliando parametros cinéticos que governam
a producdo de CHg, analisando as alteragdes nas comunidades microbianas e discutindo os
principais mecanismos de transferéncia de elétrons promovidos por esses materiais. Os ensaios
de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) foram conduzidos em reatores de vidro com 300
mL de volume total operando em regime de batelada sob temperatura mesofilica de 37 °C ou
termofilica de 55 °C e agitacdo orbital de 150 rpm. A ARS foi utilizada como substrato, e
biomassas ndo adaptadas ao tratamento anaerobio desse efluente foram utilizadas como
indculos. Os MCs foram adicionados nas seguintes concentra¢des: 3,0 e 150,0 mg L™! para OG-
Fe;04 e 04, 2,0 e 4,0 g L! para CAG, FeVZ e Fe;O4. As doses de MCs foram limitadas a
concentragdo de inoculo (solidos suspensos volateis) aplicada aos reatores. Referente ao
impacto do OG-Fe;04 no tratamento anaerobio de ARS: 0 OG-Fe3;04 (150,0 mg L) tornou a
DA mais eficiente, aumentando o PBM e a eficiéncia de remog¢ao de matéria organicaem 17,2%
e 12,6%, respectivamente. Esse aditivo também acelerou a velocidade de producao de CHg (k)
em 31,9%, diminuiu em 25,6% o tempo de adaptacdo dos microrganismos ao substrato (fase
lag - )\), e aumentou a taxa maxima de geracdo de CHs4 (n) em 32,3%. Chloroflexi e
Methanobacterium beijingense foram os principais microrganismos enriquecidos por esse
aditivo. Os potenciais parceiros de Transferéncia Direta de Elétrons Interespécies (TDEI) foram
as bactérias pertencentes ao filo Chloroflexi e as bactérias Clostridium sensu stricto 1 (filo

Firmicutes) com as arqueias metanogénicas Methanobacterium beijingense ¢ Methanothrix



soehngenii. Acerca do feito da aplicagdo de CAG, FeVZ e Fe3O4 na metanizagdo da ARS
verifica-se que o CAG (4,0 g L") foi o material que mais beneficiou a cinética metanogénica,
promovendo auséncia de fase lag e elevando em 52,9% e em 63,6% o k e o |, respectivamente.
O FeVZ (4,0 g L) foi o material que mais aumentou o PBM (+15,2%) e o teor de CH4 no
biogis (+13,5%). A FesOs (4,0 g L) também aperfeicoou a cinética metanogénica,
aumentando o p em 52,6% e o k em 37,7%. Os géneros bacterianos Clostridium sensu stricto
1, Mesotoga, Longilinea e JGI-0000079-D2 1 foram enriquecidos na presenca dos MCs e foram
classificados como os potenciais parceiros de TDEI das arqueias Methanothrix soehngenii. No
que tange a influéncia de MCs na DA de ARS, verifica-se que o desempenho dos digestores
mesofilicos e termofilicos foi aperfeicoado, mesmo em diferentes razdes substrato indculo
(RSI). Na digestao anaerdbia mesofilica (DAM) em RSI 0,5, o CAG foi melhor em otimizar a
cinética de metanizagao, elevando em 29,9% o k e reduzindo o tempo de digestdo técnica (T80)
em 15,9%. Enquanto isso, o FeVZ foi o material que mais aumentou o PBM (+19,4%), o p (+
40,5%) e o teor de CH4 no biogés (+22,1%). Em RSI 2,0, o CAG destacou-se dentre os demais
materiais, promovendo acréscimos de 11%, 10,2% e 26,3% no PBM, k e p, respectivamente,
além de reduzir o T80 em 7,0%. Nos ensaios termofilicos em RSI 0,5, o FeVZ aumentou o
PBM, 0 Y1, oteor de CHs e o u em 22,6%, 23,6%, 20,0% e 35,5%, nessa ordem; enquanto isso,
0o CAG e as combinagdes propiciaram melhor desempenho cinético. Na digestdo anaerdbia
termofilica (DAT) em RSI 2,0, a Fe304, 0 FeVZ e as combinagdes Fe3O4+CAG e FeVZ+CAG
obtiveram melhor desempenho. A Fe3;O4, por exemplo, elevou o PBM (+32,2%), o Yi
(+30,1%), o teor de CH4 (+1,9%), o p (+38,9%) e reduziu o T80 em 4,3%. Os aditivos
enriqueceram bactérias e arqueias participantes de TDEI, aumentando e acelerando a producao
de CHa. Methanothrix soehngenii dominou a DAM e Methanolinea tarda e Methanosarcina
thermophila prevaleceram na DAT. Na DAM, a metanogénese acetoclastica deve ter sido a
principal rota de sintese de CHas, ao passo que a metanogénese hidrogenotréfica tornou-se
preponderante na DAT. A metanogénese metilotrofica, associada a presenca Candidatus
Methanomethylicus, foi estimulada na DAT. Conclui-se que a adicdo de MCs em doses
relativamente baixas em comparagao com outros estudos reportados na literatura técnica e em
doses limitadas a concentracao de biomassa presente nos reatores foi suficiente para otimizar o

tratamento anaerobio da ARS a partir de inéculos ndo adaptados a degradagdo desse substrato.

Palavras-chave: Carvao ativado granular; Digestdo anaerdbia mesofilica; Digestdo anaerdbia
termofilica; Ferro de valéncia zero; Nanomagnetita; Oxido de grafeno; Transferéncia direta de

elétrons interespécies.



ABSTRACT

Pig farming is of utmost importance for the global and Brazilian economies. However, this
activity has an environmental liability for generating swine wastewater (SW), which has a high
pollutant load, making its treatment essential before its final disposal. In this context, anaerobic
digestion (AD) is a bioprocess that allows the adequate treatment of this effluent combined with
the recovery of methane (CHy), a valuable energy resource. Applying insoluble redox mediators
(IRMs), also called electron conductive materials (ECMs), in the AD of organic waste is a
powerful strategy to increase CHs production, as it stimulates microbial syntrophy and the
processes of direct and indirect interspecies electron transfer. However, the use of these
materials in the anaerobic treatment of SW, aiming to accelerate and increase CH4 production,
has been little explored in scientific research. Therefore, this work evaluated the use of ECMs,
graphene oxide functionalized with nano-magnetite (GO-Fe30s), granular activated carbon
(GAC), zero-valent iron (ZVI), nano-magnetite (Fe3O4), and the associations Fe;O4+GAC and
ZVI+GAC in the anaerobic treatment of SW, evaluating kinetic parameters that govern CHy4
production, analyzing changes in microbial communities, and discussing the main electron
transfer mechanisms promoted by these materials. The Biochemical Methane Potential (BMP)
tests were conducted in glass reactors with 300 mL of total volume operating in batch mode at
a mesophilic temperature of 37 °C or thermophilic 55 °C and orbital agitation of 150 rpm. SW
was used as a substrate, and biomasses not adapted to the anaerobic treatment of this effluent
were used as inocula. ECMs were added at the following concentrations: 3.0 and 150.0 mg L!
for GO-Fe304 and 0.4, 2.0, and 4.0 g L' for GAC, ZVI, and Fe;04. ECMs doses were limited
to the inoculum concentration (volatile suspended solids) applied to the reactors. Regarding the
impact of GO-Fe3;04 on the anaerobic treatment of SW, GO-Fe3;04 (150.0 mg L!) made DA
more efficient, increasing the BMP and the organic matter removal efficiency by 17.2% and
12.6%, respectively. This additive also accelerated the CH4 production rate (k) by 31.9%,
decreased the adaptation time of microorganisms to the substrate (/ag phase - 1) by 25.6%, and
increased the maximum CHg4 generation rate (i) by 32.3%. Chloroflexi and Methanobacterium
beijingense were the main microorganisms enriched by this additive. The potential Direct
Interspecies Electron Transfer (DIET) partners were bacteria belonging to the phylum
Chloroflexi and the bacteria Clostridium sensu stricto 1 (phylum Firmicutes) with the
methanogenic archaea Methanobacterium beijingense and Methanothrix soehngenii. Regarding
the application of GAC, ZVI, and Fe;04 in the SW methanization, GAC (4.0 g L) was the

material that most benefited the methanogenic kinetics, promoting the absence of a /ag phase



and increasing k and p by 52.9% and 63.6%, respectively. ZVI (4.0 g L'!) was the material that
most increased BMP (+ 15.2%) and CHy content in biogas (+ 13.5%). Fe;04 (4.0 g L) also
improved methanogenic kinetics, increasing p by 52.6% and k by 37.7%. However, doses
higher than 0.4 gFe3;04 L' did not produce additional positive impacts on BMP. The bacterial
genera Clostridium sensu stricto 1, Mesotoga, Longilinea, and JGI-0000079-D21 were
enriched in the presence of ECMs and were classified as potential DIET partners of the archaea
Methanothrix soehngenii. Regarding the influence of EMCs on the AD of SW, it appears that
the performance of mesophilic and thermophilic digesters was improved, even at different
inoculum substrate ratios (SIR). In mesophilic anaerobic digestion (MAD) at SIR 0.5, GAC
was more successful in optimizing methanization kinetics, increasing k by 29.9% and reducing
technical digestion time (T80) by 15.9%. Meanwhile, ZVI was the material that most increased
BMP (+19.4%), n (+40.5%), and CH4 content in biogas (+22.1%). At SIR 2.0, GAC stood out
among the other materials, promoting increases of 11%, 10.2%, and 26.3% in BMP, £, and p,
respectively, and reducing T80 by 7.0%. In thermophilic tests at SIR 0.5, ZVI increased BMP,
Y1, CHs4 content, and p by 22.6%, 23.6%, 20.0%, and 35.5%, in that order, while GAC and the
combinations provided a better kinetic performance. In thermophilic anaerobic digestion (TAD)
at SIR 2.0, Fe3O4, ZVI, and the combinations Fe304+CAG and ZVI+GAC obtained the best
performance. Fe3O4, for example, increased BMP (+32.2%), Y1 (+30.1%), CH4 content
(+1.9%), p (+38.9%), and reduced T80 by 4.3%. The additives enriched bacteria and archaea
participating in DIET, increasing, and accelerating CH4 production. Methanothrix soehngenii
dominated the MAD, and Methanolinea tarda and Methanosarcina thermophila prevailed in
the TDA. In MAD, acetoclastic methanogenesis must have been the main route of CHjy
synthesis, while in TAD, hydrogenotrophic methanogenesis became predominant.
Methylotrophic  methanogenesis, associated with the presence of Candidatus
Methanomethylicus, was stimulated in TAD. It is concluded that the addition of ECMs at
relatively low doses compared to other studies reported in the technical literature and at doses
limited to the biomass concentration present in the reactors was sufficient to optimize the

anaerobic treatment of SW from inocula not adapted to the degradation of this substrate.

Keywords: Direct interspecies electron transfer; Granular activated carbon; Graphene oxide;
Mesophilic anaerobic digestion; Nano-magnetite; Thermophilic anaerobic digestion; Zero-

valent iron.
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1 INTRODUCAO GERAL

O desenvolvimento de estudos que objetivam a recuperagdo de recursos a partir do
tratamento biologico de aguas residuarias agroindustriais (ARAs) intensificou-se nos ultimos
anos devido a necessidade de adocao de solugdes que permitam o gerenciamento dos recursos
globais de forma abrangente, interligada e eficiente. Devido ao crescimento continuo de setores
industriais alimenticios, impulsionado pelo rapido aumento populacional e pela urbanizagao, o
volume de efluentes agroindustriais continua a aumentar progressivamente (Morais et al.,
2021c). O descarte inadequado desses efluentes no meio ambiente pode ocasionar a poluicao e
a contaminagdo do solo, da agua e do ar, a proliferacdo de vetores de doencas, disfungdes
hormonais na fauna aquatica e terrestre devido a presenca de micropoluentes, a promogao de
resisténcia bacteriana como resultado da presenca de antibiodticos, além de alteracdes nas
caracteristicas fisico-quimicas da 4gua de corpos hidricos, favorecendo o processo de
eutrofizagdo e, consequentemente, ocasionando a diminui¢do da qualidade do manancial e a
reducdo dos usos multiplos das aguas (Xiao et al., 2018). Por exemplo, apenas as aguas
residudrias de laticinios geradas globalmente apresentam potencial poluidor equivalente a 60%
da populagdo mundial (de Sousa e Silva et al., 2020). Estima-se que anualmente sejam
produzidas mundialmente cerca de 380 bilhdes de metros cubicos de ARAs e que a demanda
global por 4gua, energia e alimentos aumente em mais de 50% até 2050 em relacdo ao ano de
2015 (Qadir et al., 2020; Zhang et al., 2018).

Nesse prisma, visando a ndo somente mitigar os impactos ambientais ocasionados
pela disposicdo inadequada de efluentes agroindustriais, mas também agregar valor econdmico,
recuperar recursos de interesse comercial e industrial, como metano (CH4), hidrogénio (H») e
acidos carboxilicos, a partir do tratamento biologico de ARAs, se tornou essencial ao progresso
da sociedade e a manutencao dos recursos ambientais (Song et al., 2018). Nesse cendrio, a
produgdo de CHy a partir da digestdo anaerobia (DA) de ARAs ¢ uma estratégia consolidada
para atender a necessidade crescente de fontes de energias renovaveis e para reduzir emissoes
de gases de efeito estufa provenientes da exploracdo de combustiveis fosseis. O CHy €
considerado um combustivel limpo, inflamavel e de alto poder calorifero que pode ser utilizado
para geracao de eletricidade, de calor, de vapor, como combustivel veicular e para inje¢do na
rede de gas natural para uso doméstico (Ullah Khan et al., 2017).

Uma das atividades do agronegdcio de consideravel relevancia nacional e
internacional que gera quantidades elevadas de dguas residudrias ¢ a suinocultura. Segundo a

Confederagao da Agricultura e Pecudria do Brasil (CONAB, 2017), foram produzidas, no
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Brasil, cerca de 3,75 milhdes de toneladas de carne suina em 2017, o que fez com que o Brasil
ocupasse a quarta posi¢do mundial em produgdo nesse ano. Segundo o Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2024), em 2023, a producao de carne suina no Brasil
foi de 4,45 milhdes de toneladas de peso de carcaga. No cenario internacional, a produgdo
mundial de carne suina estimada para 2024 ¢ de 116,02 milhdes de toneladas, sendo que a
produgdo ¢ liderada pela China (56,75 milhdes de toneladas), Unido Europeia (21,25 milhdes
de toneladas), Estados Unidos (12,68 milhdes de toneladas) e Brasil (4,49 milhdes de toneladas)
(USDA, 2024).

Nesse contexto, a dgua residudria de suinocultura (ARS) ¢ um passivo ambiental
dessa atividade agroindustrial e pode ser utilizada para a produgdo de CH4 via DA. Estima-se
que 4 a 8 L de 4aguas residuarias sejam geradas diariamente por cabega de suino em um criatorio
(Nagarajan et al., 2019). A ARS ¢ composta principalmente de fezes, urina e de dguas utilizadas
para fins de limpeza e de higienizagdo de baias de suinocultura (MORAIS et al., 2020). A ARS
apresenta elevada concentragdo de matéria organica, como demanda bioquimica de oxigénio
(DBOs) entre 6.500 e 7.200 mg L' e demanda quimica de oxigénio (DQO) entre 5.000 e 30.000
mg L', e de nutrientes, como nitrogénio total entre 800 e 6.000 mg L', nitrogénio amoniacal
entre 500 e 2.200 mg L' e fosforo total entre 100 e 1.400 mg L™ (Ding et al., 2017; Lourinho
et al., 2020; L. Shi et al., 2024). Também podem conter micropoluentes, como antibidticos
(tetraciclina, trimetoprima e sulfametoxazol) e hormodnios (estrogenos e androgenos), e
oligoelementos, como zinco, ferro, cobre e manganés (Cheng et al., 2018). Todavia, as
concentragdes desses parametros variam de acordo com a composic¢ao da ra¢ao dos suinos e da
quantidade de agua utilizada para a limpeza das baias (Cordoba et al., 2016). Por esses motivos,
a ARS possui elevado potencial poluidor, sendo imprescindivel seu tratamento antes de sua
disposic¢ao final (Morais; Santos, 2019).

A DA consiste em um processo bioquimico composto por quatro estagios: hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese, realizado por bactérias e arqueias que atuam de
forma sintrofica, compatibilizando suas atividades metabdlicas para utilizarem substratos
organicos que nao poderiam ser catabolizados por eles de forma individual. Na hidroélise, as
bactérias secretam enzimas que degradam a matéria organica complexa (proteinas, carboidratos
e lipideos) em matéria organica simples (a¢tcares, aminoacidos, acidos graxos de cadeia longa
e glicerol). Em seguida, os compostos hidrolisados sdo utilizados por bactérias fermentativas
acidogénicas para a produ¢do de acidos graxos volateis (AGVs) e alcoois. Posteriormente, as
bactérias acetogénicas degradam os acidos e os alcoois em hidrogénio (Hz), dioxido de carbono

(CO») e acetato (CH3COO"). Algumas bactérias, denominadas de homoacetogénicas, utilizam
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H; e CO» para produzir CH3COO". Por fim, as arqueias metanogénicas utilizam os trés produtos
da acetogénese para a producdo de biogds, composto principalmente por CHs4 e COo,
transferindo a matéria organica do meio liquido para o meio gasoso (Merlin Christy et al.,
2014). As principais vias de producdo de CH4 sdo: metanogénese acetoclastica, em que as
arqueias acetoclasticas usam o CH3COO™ como fonte de carbono e energia, e a metanogeénese
hidrogenotrofica, na qual as arqueias hidrogenotroficas utilizam CO; como fonte de carbono e
como aceptor final de elétrons e o Hz ou o formiato (HCOQO") como fonte de energia (Adekunle;
Okolie, 2015).

Em um digestor metanogénico, operando de forma apropriada, a pressao parcial de
H, encontra-se na faixa de 10 a 10" atm, viabilizando a oxidagdo do propionato e do butirato
(Shen et al., 2016). Assim, como a degradacao desses acidos organicos dependem da remogao
de Hz do meio liquido, a distancia entre os microrganismos fermentativos e metanogénicos
impacta nesse processo. Isso ocorre porque o Hz € pouco soluvel em 4gua, o que gera baixo
gradiente de concentragdo na fase liquida e reduzida for¢a motriz para a transferéncia de H» de
bactérias fermentativas para arqueias metanogénicas (Storck et al., 2016). Conforme Mccarty
e Smith (1986), a transferéncia de hidrogénio interespécies (THI) tem papel fundamental em
lodos granulares, porque a distancia entre os microrganismos anaerobios ¢ menor, facilitando a
difusibilidade de H, pela membrana lipofilica, compensando o pequeno gradiente de
concentra¢do de H» obtido entre bactérias fermentativas e arqueias metanogénicas.

Em contraponto, a transferéncia de formiato interespécies (TFI) parece ter maior
influéncia na transferéncia de elétrons em lodo floculento, porque o HCOO™ tem elevada
solubilidade em &agua, favorecendo um maior gradiente de concentragdo entre bactérias e
arqueias, compensando a maior distancia interespécies, ¢ a menor difusibilidade do HCOO~
comparada a do H, (Wang et al., 2021). A THI e a TFI sdo classificados como processos de
Transferéncia Indireta de Elétrons Interespécies (TIEI), pois ocorrem por meio da difusdo de
mediadores redox solubilizados (MRSs) (Wang; Lee, 2021).

A transferéncia extracelular de elétrons na DA também pode ocorrer por
mecanismos de Transferéncia Direta de Elétrons Interespécies (TDEI). Na TDEI, os elétrons
sdo transferidos de microrganismos exoeletrogénicos (bactérias fermentativas doadoras de
elétrons) para microrganismos endoeletrogénicos (arqueias metanogénicas ou bactérias
aceitadoras de elétrons) sem a necessidade de MRSs, ocorrendo por meio de proteinas
eletroativas, como os pili eletricamente condutores (e-pili) e os citocromos do tipo ¢ (OmcS),
localizados na superficie da membrana celular dos microrganismos anaerobios (Kang ef al.,

2021). Conforme Sun et al. (2023), a TDEI ¢ mais vantajosa sob aspectos energéticos do que a
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TIEI porque ndo requer as multiplas etapas enzimaticas para produzir MRSs, tornando a
sintrofia da microbiota mais consolidada. E apresentado na Figura 1 um esquema das principais
etapas da DA e dos processos de transferéncia de elétrons (TIEI e TDEI) entre bactérias e

arqueias.

Figura 1 — Etapas da digestdo anaerobia e processos de transferéncia de elétrons.
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Fonte: O- autor (2025).

Contudo, a DA de efluentes e de demais residuos agroindustriais, enfrenta
obstaculos caracteristicos, por exemplo, o choque de carga organica em digestores anaerébios
pode ocasionar acimulo de Ha, inviabilizando termodinamicamente a oxidac¢do sintréfica de
propionato ¢ butirato em CH;COO". O acumulo de acidos organicos pode acarretar na
diminui¢io do pH dos digestores anaerobios (azedamento do reator), o que torna o ambiente
anaerobio inapropriado para o metabolismo das arqueias metanogénicas, as quais tém
crescimento 6timo na faixa de pH entre 6,6 ¢ 7,4 ¢ podem suportar ambientes com pH entre 6,0
e 8,0 (Nathia-Neves ef al., 2018). O acimulo de nitrogénio amoniacal total (NAT) advindo da
degradacao de proteinas e aminoacidos também pode ocasionar toxicidade e inibir a atividade
metanogénica. O NAT ¢ composto por nitrogénio amoniacal livre (NAL) e por amonio (NHy").
Concentragdes de NAL entre 300 e 800 mg L™, de NH4" entre 1.500 € 3.000 mg L' e de NAT
acima de 4.000 mg L' sio comumente relatados como inibitorios a produgio de CHy4
(Rocamora ef al., 2020).

Além desses possiveis problemas, a metaniza¢do da ARS costuma ocorrer de forma

lenta e gradual devido a elevadas concentracdes de matéria organica particulada e de gorduras
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(Morais et al., 2021b). Substratos ricos em gorduras geralmente possuem um padrio de
degradacdo mais lento e sdo mais propensos a produzirem inibi¢do bioquimica devido ao
acimulo de acidos graxos de cadeia longa (AGCL) provenientes do processo de hidrolise
(Ware; Power, 2017). Nesse caso, a hidrolise torna-se a fase limitante da DA, contribuindo para
aumentar o tempo de inicio de producao de CH4 (Morais ef al., 2021Db).

Visando aprimorar o desempenho de digestores anaerdbios quanto a produgdo de
CHy4 e reduzir possiveis problemas operacionais, a aplicagdo de mediadores redox insoluveis
(MRIs), também denominados de materiais condutores (MCs) de elétrons, a base de carbono,
como carvao ativado granular (CAG), biocarvao (biochar) e 6xido de grafeno (OG), e a base
de ferro, como a nanomagnetita (Fe3O4) ¢ o ferro de valéncia zero (FeVZ), tem ganhado
notoriedade nos ultimos anos (Abbas et al., 2021). Em geral, esses materiais possuem
propriedades fisico-quimicas, como grande area de superficie especifica, biocompatibilidade e
estabilidade quimica, que estimulam mecanismos benéficos a DA, como sintrofia microbiana,
processos indiretos e diretos de transferéncia extracelular de elétrons, granulagdo do lodo,
formacao de Substancias Poliméricas Extracelulares (SPE), adsor¢do de matéria organica e de
compostos toxicos e inibitorios a metanogénese, regulacdo de pH, efeito tampao e a ativagdo
de enzimas-chave para os processos acidogénicos e metanogénicos (Nguyen et al., 2021).

Os MCs promovem a transferéncia de elétrons por diferentes processos. Apesar da
baixa condutividade elétrica (CE) do CAG (em torno de 10%a 107 S cm™), grupos funcionais,
como quinonas, hidroquinonas, lactonas, carboxilas, hidroxilas e éteres, presentes em sua
superficie, permitem a ocorréncia de reacdes de oxidac¢do-reducdo que mediam a transferéncia
extracelular de elétrons (Van Der Zee et al., 2003). De forma semelhante, a Fe3O4 apresenta
baixa CE (entre 1 e 10 S cm™), mas seus 6xidos de ferro (FeO e Fe,Os) constituintes podem
viabilizam a conducdo de elétrons por meio de reagdes de oxidagao-reducao (Kong; Zhang,
2023). Liga¢des pi conjugadas conferem elevada CE ao grafeno (2.000 a 20.000 S cm™),
enquanto isso elétrons 'livres', caracteristicos de ligagdes metalicas, realizam a conducdo de
elétrons pela superficie do FeVZ (10.000 a 100.000 S cm™) (Chen et al., 2020; Ponzelli et al.,
2024). Os MCs apresentam CE superior & dos e-pili (2 a 20 pS cm™), com excegdo o CAG que
possui CE similar (Kutlar et al., 2022).

Conforme Sun et al. (2023), os MCs sdo capazes de transferir elétrons livres
advindos da degradagdo anaerobia da matéria organica por bactérias fermentativas diretamente
as arqueias metanogénicas, sem a necessidade de MRSs, como o H> e 0o HCOO', acelerando,
assim, a producao de CH4. Além disso, sdo capazes de reduzir a concentragdao de equivalentes

redutores, como o H», do meio liquido, ao enriquecerem arqueias metanogénicas
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hidrogenotroficas (AMHs) e ao favorecerem a formacgao de granulos anaerdbios, que facilitam
a THI e a TFI, evitando os problemas relacionados ao acimulo de H: e de 4cidos orgénicos em
digestores anaerdbios (Zhao et al., 2020). Os principais mecanismos de transferéncia de
elétrons na DA, a saber TIEI por difusao de H», e TDEI via proteinas condutoras, como OmcS

e e-pili, ou mediada por MRIs, sdo ilustrados na Figura 2.

Figura 2 — Mecanismos de transferéncia de elétrons na digestio anaerdbia.
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Fonte: O autor (2025).

Existem diversas lacunas cientificas que ainda ndo foram exploradas quanto ao uso
de MCs na DA. Dentre elas, destacam-se as correlacdes entre as doses desses materiais com o
tipo de substrato (teor de so6lidos), o tipo de reator (biomassa livre ou imobilizada), o regime de
alimentacdo (batelada ou fluxo continuo), o tipo de biomassa utilizada como indculo (floculada
ou granulada, com baixa ou elevada atividade metanogénica especifica — AME), a quantidade
de microrganismos (razdo entre a massa de MC e a massa de solidos suspensos volateis) e a
carga organica aplicada em digestores anaerdbios (razdo substrato indculo — RSI).

A literatura também carece de informagdes quanto ao impacto de MCs na digestao
termofilica de residuos organicos sob aspectos de eficiéncia, de cinética e de alteragdes nas
estruturas das comunidades de bactérias e de arqueias. Também s3o escassos os estudos que
avaliam o efeito de MCs em processos acidogénicos quanto a producdo e a recuperagdo de H»
e de AGVs de elevado valor agregado, como o acido hexanoico, o 4cido heptanoico e o acido
octanoico. O desenvolvimento de pesquisas que reportem o efeito de MCs em concentragdes
menores as que sio comumente relatas na literatura, entre 10,0 e 50,0 g L' para materiais
carbonaceos e entre 1,0 e 10,0 g L™ para materiais de ferro, ou que busquem concentragdes

otimizadas para a metanizagdo de residuos organicos também ¢ imprescindivel para tornar
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economicamente viavel o uso desses aditivos. Assim, torna-se fundamental a conducdo de
pesquisas que avancem no entendimento sobre os efeitos benéficos desses materiais a DA e que
discutam a viabilidade ambiental e economica da utilizacdo desses aditivos no tratamento
anaerdbio de efluentes agroindustriais, como a ARS.

Com base no que foi explanado sobre a utilizagao de aditivos condutores de elétrons
em processos anaerdbios, a aplicagdo de MCs no tratamento anaerdbio da ARS pode aumentar
os rendimentos de produ¢do de CHa, acelerar a cinética de metanizagdo ao diminuir o tempo
inicial de geracao de CHy (fase lag) e ao aumentar a velocidade e a taxa méxima de produgao
de CH4, aumentar o teor de CH4 no biogas e enriquecer bactérias fermentativas e arqueias
metanogénicas. Como a principal fungdo dos aditivos condutores ¢ o estimulo a sintrofia
microbiana, biomassas com baixa AME (em torno de 0,1 gDQOcus gSSV ! d!) sdo mais
beneficiadas pela aplicacdo de MCs do que biomassas com elevada AME (em torno de 0,5
gDQOcn4 gSSV ' d1), as quais ja possuem interagdes sintroficas consolidadas (Angelidaki et
al., 2009). Assim, espera-se que os aditivos tenham um efeito mais expressivo no tratamento
anaerobio da ARS realizado por um in6culo com baixa atividade metanogénica.

Os aditivos também podem tornar a DA termofilica da ARS mais estavel. Um
sistema anaerdbio termofilico ¢ considerado menos estavel em comparagdo ao mesofilico, pois,
devido a quebra acelerada de proteinas, pode ocorrer um rapido aumento da concentragdo de
NAL, o que pode inibir a atividade e o crescimento dos microrganismos metanogénicos (Ryue
et al., 2020; Sung; Liu, 2003). Além disso, a alta taxa de hidrolise da matéria organica também
pode ocasionar instabilidade em reatores termofilicos devido ao potencial acimulo de AGVs,
0 que pode diminuir o pH e ocasionar a acidificacdo do reator (Appels et al., 2008). Nesse
contexto, o CAG poderia beneficiar o tratamento anaerobio termofilico da ARS ao adsorver
compostos inibitorios a atividade metanogénica que comumente acumulam-se em digestores
termofilicos, como NAT, NAL e AGVs. Além disso, aditivos de ferro (Fe3O4 e FeVZ), podem
acelerar a transferéncia de elétrons e enriquecer AMHs, contribuindo para a reducdo da
concentragdo de equivalentes redutores, como H, do meio liquido, assim reduzindo a
possibilidade de acidificagao do reator.

Para testar essas hipoteses, quatro aditivos, a saber 6xido de grafeno funcionalizado
com nanomagnetita (OG-Fe304), CAG, FeVZ e Fe304, foram avaliados, quanto as suas
capacidades de beneficiar a DA, em testes de PBM realizados em condi¢des mesofilicas (37
°C), onde a ARS foi utilizada como fonte de carbono e como indculos foram utilizados um lodo
floculento (lodo sanitario - LS) e um lodo granular (lodo de cervejaria - LC). Também foram

conduzidos ensaios de PBM para comparar o impacto desses aditivos na DA da ARS em
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condi¢des mesofilicas (37 °C) e termofilicas (55 °C). A biomassa mesofilica (lodo mesofilico,
LM) e a termofilica (lodo termofilico, LT) foram originadas pela adaptacdo de um LC ao
tratamento de glicose. O cultivo desses lodos foi realizado em dois reatores anaerdbios, de
escala laboratorial, um operando a temperatura ambiente, cerca de 28 °C, e o outro a
temperatura termofilica de 55°C, sob regime de alimentacdo em fluxo continuo. Em
comparagdo com o LS e LC, LM e LT possuiam AME substancialmente superior, permitindo
avaliar o impacto dos MCs na metanizagdo da ARS realizada por indculos com distintas
atividades metanogénicas.

Os principais parametros utilizados para avaliar a eficiéncia da DA e o efeito dos
MCs foram: o volume de CH4 produzido, a eficiéncia de remogao de matéria organica (em
termos de demanda quimica de oxigénio — DQO), os rendimentos de produ¢do de CH4 por DQO
removida e aplicada, a composicdo do biogds, a velocidade de producdo de CHy, a taxa méxima
de producdo de CH4, o tempo de fase lag, a alteragdo na composicao e na concentracao de SPE
e as modificacdes nas estruturas das comunidades microbianas (bactérias e arqueias). O efeito
dos aditivos sobre a estabilidade dos digestores anaerdbios foi avaliado por meio dos valores
de pH e das concentragdes de nitrogénio (NAT e NAL). Os potenciais mecanismos de
transferéncia de elétrons ativados pelos aditivos durante o tratamento anaerébio da ARS foram
propostos e discutidos com base nas propriedades fisico-quimicas dos materiais avaliados, nas
estruturas das comunidades bacterianas e arqueais, nos indices de alfa diversidade Shannon e
Chaol, os quais indicam, respectivamente, a uniformidade e a riqueza de espécies em uma
biomassa, e por meio do estudo cinético da produ¢do de CHa.

Com objetivo de facilitar a comparagdo deste trabalho com outros estudos da
literatura técnica, as doses de MCs foram expressas em concentracao (massa de aditivo
adicionado por volume reacional) e pela razao entre massa de aditivo e a massa de SSV presente
nos reatores (rMC/SSV). As concentragdes de MCs foram determinadas de acordo com a
literatura técnica e foram limitadas a concentragdo de indculo (SSV) presente nos reatores,
visando-se evitar a aplicacao de aditivos em excesso, o que aumenta o custo do processo.

Mediante o exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da aplicagdo de
carvao ativado granular, ferro de valéncia zero, nanomagnetita e Oxido de grafeno
funcionalizado com nanomagnetita na metanizacdo da 4gua residuaria de suinocultura em
condi¢des mesofilicas e termofilicas, avaliando parametros cinéticos que governam a produgao
de metano, analisando as alteracdes nas comunidades microbianas e discutindo os principais
mecanismos de transferéncia de elétrons promovidos por esses materiais. Este trabalho foi

dividido na seguinte estrutura:
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Capitulo 1 — Introducio Geral

Capitulo 2 — Pergunta de Pesquisa e Hipoteses

Capitulo 3 — Objetivo Geral e Objetivos Especificos

Capitulo 4 — Impacto do 6xido de grafeno funcionalizado com nanomagnetita
no tratamento anaerébio de agua residuaria de suinocultura. Teve como objetivo analisar
o impacto do 6xido de grafeno funcionalizado com nanomagnetita na digestdo anaerobia da
agua residuaria de suinocultura sob aspectos cinéticos de producdo de metano e investigar as
modificagdes na estrutura da comunidade microbiana promovidas por esse material.

Capitulo 5 — Efeito da aplicacio de carvao ativado granular, ferro de valéncia
Zero e nanomagnetita na metanizacio da agua residuaria de suinocultura. Teve como
objetivo analisar o efeito da aplicagdo de carvao ativado granular, ferro de valéncia zero e
nanomagnetita na metanizagdo da agua residuéria de suinocultura, avaliando os pardmetros
cinéticos que governam a producdo de metano, analisando as alteragdes nas estruturas das
comunidades microbianas e discutindo os principais mecanismos de transferéncia de elétrons
promovidos por esses materiais.

Capitulo 6 — Influéncia de materiais condutores, da razio substrato inoculo e
da temperatura na digestio anaerobia da agua residuaria de suinocultura. Teve como
objetivo analisar a influéncia da aplica¢do de carvao ativado granular, ferro de valéncia zero,
nanomagnetita e das associacdes entre esses aditivos na digestdo anaerdbia mesofilica e
termofilica da dgua residudria de suinocultura em condi¢cdes de baixa e de elevada carga
organica, regulada pelo parametro razdo substrato inoculo, analisando a estabilidade dos
digestores, a eficiéncia da producdo de metano, a cinética de metanizagdo, a uniformidade e a
riqueza das comunidades microbianas e as alteracdes nas estruturas das comunidades de
bactérias e de arqueias.

Capitulo 7 — Consideracdes Finais. As hipoteses da Tese sdo aceitas ou refutadas.
E realizada uma comparagio dos efeitos dos aditivos quanto aos seus beneficios ao tratamento
anaerobio da ARS. Uma compilagdo dos principais resultados ¢ disponibilizada ao leitor.
Também sao discutidos os principais empecilhos para a implementagao de aditivos condutores
em sistemas anaerobios em escala real e as possiveis estratégias para vencer esses obstaculos.
A Tese ¢ finalizada com a indica¢do de temas para o desenvolvimento de novos estudos quanto
ao uso de materiais condutores na DA de residuos agroindustriais.

Referéncias.
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2 PERGUNTA DE PESQUISA E HIPOTESES

2.1 Pergunta de Pesquisa

A aplicacdo de materiais condutores de elétrons no tratamento anaerdbio de dgua

residudria de suinocultura pode acelerar e aumentar a produgdo de metano?

2.2 Hipoteses

A aplicagdo de materiais condutores no tratamento anaerobio da dgua residuaria
de suinocultura aumenta o Potencial Bioquimico de Metano;

Materiais condutores contribuem para acelerar a cinética de metanizagdo da
agua residudria de suinocultura, reduzindo o tempo de fase /ag e aumentando a
velocidade e a taxa méxima de producao de CHy;

O teor de CH4 no biogas ¢ aumentado na presenga de materiais condutores;
Materiais condutores enriquecem bactérias fermentativas e arqueias
metanogénicas;

Os materiais condutores tém maior influéncia no tratamento anaerébio da dgua
residudria de suinocultura realizado por biomassas com baixa atividade
metanogénica especifica;

Os materiais condutores tornam a digestdo anaerobia termofilica da agua

residudria de suinocultura mais estavel, acelerando a cinética de metanizagao.
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3 OBJETIVO GERAL E OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito da aplicacdo de oOxido de grafeno funcionalizado com
nanomagnetita, carvao ativado granular, ferro de valéncia zero e nanomagnetita na metanizagao

da agua residuaria de suinocultura em condi¢des mesofilicas e termofilicas.

3.2 Objetivos Especificos

1. Analisar o impacto de materiais condutores e da razdo substrato indculo sobre
a digestao anaerobia mesofilica e termofilica da 4gua residudria de suinocultura;

2. Determinar o impacto de materiais condutores no aumento dos rendimentos de
producao de metano a partir da metanizacao da agua residudria de suinocultura;

3. Avaliar o efeito de materiais condutores na cinética de metanizacdo da agua
residuaria de suinocultura;

4. Discutir os principais mecanismos de transferéncia indireta e direta de elétrons
interespécies estimulados por materiais condutores;

5. Determinar o impacto de materiais condutores, da razao substrato indculo e da
temperatura nas alteracdes das comunidades microbianas durante o tratamento

anaerobio da dgua residudria de suinocultura.
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4 IMPACTO DO OXIDO DE GRAFENO FUNCIONALIZADO COM
NANOMAGNETITA NO TRATAMENTO ANAEROBIO DE AGUA RESIDUARIA
DE SUINOCULTURA

RESUMO

A aplicacdo de materiais condutores a base de carbono, como o 6xido de grafeno (OG), e a base
de ferro, como a nanomagnetita (Fe3O4), na digestdo anaerdbia (DA) apresenta-se como uma
estratégia para estimular interagdes sintroficas entre os microrganismos anaerobios e para
promover a Transferéncia Direta de Elétrons Interespécies (TDEI). Nesse sentido, a
funcionalizagdo do OG com Fe3O4, processo de manipulacdo das propriedades fisicas e
quimicas de nano-elementos feita através da introdugdo de grupos funcionais ou nanomateriais,
tem sido realizada para a formagdo de um material (OG-Fe3O4) que agrega as notorias
propriedades dos dois materiais precursores, como elevada area superficial do OG e as
propriedades magnéticas da Fe3;O4, € que pode atuar como um mediador na TDEI. Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar o impacto do 6xido de grafeno funcionalizado
com nanomagnetita na digestdo anaerdbia da agua residudria de suinocultura sob aspectos
cinéticos de producao de metano (CH4) e investigar as modificagdes na estrutura da comunidade
microbiana promovidas por esse material. O experimento foi conduzido em reatores de vidro
com 300 mL de volume total e 200 mL de volume reacional, operando em regime de batelada
alimentada com trés ciclos de tratamento, cada um com 35 dias, totalizando 105 dias de ensaio.
Foram adicionadas aos reatores doses de 0,1% (3,0 mg L' ou 1 mg gSSV!) e de 5% (150,0 mg
L ou 50 mg gSSV!) de OG-Fe;04 em relagio a concentracdo de solidos suspensos volateis
(3,0 gSSV L. A adicdo de OG-Fe;O4 provocou uma selecio microbioldgica para os processos
fermentativos e metanogénicos, diminuindo a uniformidade e a riqueza das espécies.
Chloroflexi e Methanobacterium beijingense foram os principais microrganismos enriquecidos
por esse aditivo. Os potenciais parceiros de TDEI foram as bactérias pertencentes ao filo
Chloroflexi e as bactérias Clostridium sensu stricto 1 (filo Firmicutes) com as arqueias
metanogénicas Methanobacterium beijingense e Methanothrix soehngenii. No primeiro ciclo
de tratamento, observou-se reducdo dos rendimentos de geracdo de CHg, fato relacionado ao
desvio energético ocasionado pela reducao bioldgica do OG em o6xido de grafeno reduzido
(OGr) e a diminuigdo da disponibilidade de matéria organica solivel devido as altas
propriedades de adsor¢do do OG. Nos experimentos em longo prazo, segundo e terceiro ciclo,

os efeitos benéficos do material adicionado foram mais notorios, o qual favoreceu a cinética de
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metanizagdo da ARS, acelerando a velocidade de produ¢do de CH4 em 31,9%, diminuindo em
25,6% o tempo de adaptacdo dos microrganismos ao substrato (fase /ag), e aumentando a taxa
maxima de geragao de CH4 em 32,3%. O teor de CH4 no biogas teve um discreto aumento em
relagdo aos reatores de controle, mas o potencial bioquimico de metano (PBM) e a eficiéncia
de remocdo de matéria organica foram aumentados em 17,2% e 12,6%, respectivamente. Os
resultados demonstram que a adicdo de OG-Fe3;Os aperfeigoou o processo anaerdbio,
acelerando, provendo maior geragdo de CHs e, consequentemente, tornando o tratamento da

ARS mais eficiente.

PALAVRAS-CHAVE: Agua residuaria de suinocultura; Digestdo anaerdbia; Nanomagnetita;
Oxido de grafeno; Potencial Bioquimico de Metano; Transferéncia direta de elétrons

interespécies.

PONTOS DE DESTAQUE
e  OG-Fe304 tornou a digestdo anaerobia da ARS mais eficiente;
e OG-Fe304 acelerou a cinética de metanizacdo da ARS;
e OG-Fe304 aumentou a concentragao de SPE;
e OG-Fe304 elevou o teor de polissacarideos na SPE;
e Chloroflexi e Methanobacterium foram enriquecidos por OG-Fe3Os;

o  Clostridium sensu stricto 1 e Methanothrix sdo potenciais parceiros de TDEI.

RESUMO GRAFICO
Figura 3 — Resumo Grafico.
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4.1 Introducao

A 4gua residudria de suinocultura (ARS) ¢ um efluente composto principalmente
de fezes, de urina e de aguas utilizadas para fins de limpeza e de higienizagdo de baias de
suinocultura (MORAIS et al., 2020). Conforme Lourinho et al. (2020), a ARS apresenta
elevada concentracdo de matéria organica, como demanda bioquimica de oxigénio (DBOs)
entre 6.500 e 7.200 mg L™! e demanda quimica de oxigénio (DQO) entre 4.684 e 63.724 mg
L™, e de nutrientes, como nitrogénio total entre 1.062 e 2.222 mg L™}, nitrogénio amoniacal
entre 948 ¢ 1.558 mg L' e fosforo total entre 32 e 181 mg L™!. Também podem conter
micropoluentes, como antibidticos (tetraciclina, trimetoprima e sulfametoxazol) e hormonios
(estrogenos e andrégenos), e oligoelementos, como zinco, ferro, cobre e manganés. Entretanto,
as concentragdes desses parametros variam de acordo com a composi¢ao da ragdo dos suinos e
da quantidade de 4dgua utilizada para a limpeza das baias (Cordoba et al., 2016). Esse efluente
¢ gerado em elevadas quantidades em suinoculturas, tornando-se um passivo ambiental dessa
atividade. Estima-se que 4 a 8 L de 4guas residudrias sejam geradas diariamente por cabega de
suino em um criatorio (Morais et al., 2021c). Por esses motivos, a ARS possui elevado potencial
poluidor, sendo imprescindivel seu tratamento antes de sua disposi¢ao final (Morais; Santos,
2019).

Nesse cendrio, a digestdo anaerdbia (DA) apresenta-se como um bioprocesso
adequado e consolidado para o tratamento de efluentes agroindustriais, como a ARS. A DA ¢
um bioprocesso realizado, na auséncia de oxigénio (Oz), por um consdrcio de microrganismos
que obtém energia a partir de residuos organicos. Esse processo ocorre por meio da sintrofia
biologica entre bactérias e arqueias que harmonizam suas atividades metabolicas para utilizar
substratos organicos que nao poderiam ser catabolizados por eles de forma individual. Durante
a DA, ocorre um fluxo de elétrons, em que os principais transportadores (mediadores redox
solubilizados - MRSs) sdo o hidrogénio molecular (H2) e o formiato (HCOQO™), processo
denominado de Transferéncia Indireta de Elétrons Interespécies (TIEI) (Cavalcante et al.,
2021).

Contudo, a DA de efluentes e de demais residuos agroindustriais, enfrenta
obstaculos caracteristicos, por exemplo, o choque de carga organica em digestores anaerdbios
que pode ocasionar acimulo de H», inviabilizando termodinamicamente a oxidacao sintrofica
de propionato e butirato em acetato. O acumulo de 4acidos organicos pode acarretar na
diminui¢do do pH dos digestores anaerobios (azedamento do reator), o que torna o ambiente

anaerobio inapropriado para o metabolismo das arqueias metanogénicas, as quais tém
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crescimento 6timo na faixa de pH entre 6,6 e 7,4 e podem suportar ambientes com pH entre 6,0
e 8,0 (Nathia-Neves et al., 2018). O acamulo de nitrogénio amoniacal total (NAT) advindo da
degradagdo de proteinas e aminodcidos também pode ocasionar toxicidade as arqueias
metanogénicas. O NAT é composto por nitrogénio amoniacal livre (NAL) e por amonio (NH4").
Concentragdes de NAL entre 300 e 800 mg L', de NH4" entre 1.500 e 3.000 mg L' e de NAT
acima de 4.000 mg L' sio comumente relatados como inibitorios a produgio de metano (CHa)
(Rocamora et al., 2020).

Além desses possiveis problemas, a metanizacdo da ARS costuma ocorrer de forma
lenta e gradual devido a elevadas concentragdes de matéria organica particulada e de gorduras.
Substratos ricos em gorduras geralmente possuem um padrao de degradacdo mais lento e sdo
mais propensos a produzirem inibicdo bioquimica devido ao acimulo de 4cidos graxos de
cadeia longa (AGCL) provenientes do processo de hidrolise (Ware; Power, 2017). Nesse caso,
a hidrolise torna-se a fase limitante da DA, contribuindo para aumentar o tempo de inicio de
producao de CHa, ou seja, aumentar o tempo de fase lag (Morais et al., 2021Db).

Nesse contexto, multiplas estratégias tém sido implementadas para aprimorar o
desempenho da DA de residuos agroindustriais. Entre elas, destacam-se: a utilizagdo de
temperaturas termofilicas (50° a 60°C), objetivando acelerar as taxas de reacdo; a microaeracao,
a qual estimula a atividade de bactérias fermentativas no processo hidrolitico; o bioaumento,
que consiste na inser¢do de microrganismos especificos a cultura mista, com o propdsito de
aumentar a diversidade microbiana e melhorar a atividade fermentativa e ou a metanogénica; a
adicdo de enzimas promotoras de hidrolise, como a protease e a lipase; a suplementacdo de
microelementos, como cobre, niquel, cobalto e selénio, para estimular o metabolismo
microbiano; a realizacdo de pré-tratamentos ao substrato, como tratamento térmico-alcalino,
visando a quebra de compostos celuldsicos; e a aplicagdo de mediadores redox insoluveis
(MRIs), também denominados de materiais condutores (MCs) de elétrons, a base de carbono,
como carvao ativado granular (CAG), biocarvao (biochar) e 6xido de grafeno (OG), e a base
de ferro, como a nanomagnetita (Fe3Oa) e o ferro de valéncia zero (FeVZ), que podem estimular
a sintrofia microbiologica (Abbas et al., 2021; Ye et al., 2018).

Essa ultima estratégia ganha destaque pela capacidade desses aditivos reduzirem a
concentragdo de equivalentes redutores, como o H>, do meio liquido, ao aproximarem bactérias
fermentativas e arqueias metanogénicas via formacao de agregados microbianos, acelerando a
reducdo de CO> a CH4 e evitando os problemas relacionados ao acimulo de H»> e de acidos
organicos. Além disso, esses aditivos podem beneficiar a DA de diversas formas, por exemplo,

0o CAG pode adsorver compostos inibitdrios a metanogénese, como NH3, metais pesados e
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fenois, contribuindo para o bom funcionamento de digestores anaerdbios (L. Xiao et al., 2022).
Enquanto isso, os materiais constituidos por ferro estdo relacionados a ativagdo de enzimas-
chave dos processos acidogénicos ¢ metanogénicos, como as enzimas acetato quinase € a
hidrogenase redutora de F420 (Chen et al., 2020). Por esses motivos, a aplicagdo de MCs pode
acelerar a degradacdo de substratos e a producdo de CHy, evitar a acidificagdo de digestores,
diminuir o tempo de fase lag e aumentar a taxa de producao de CH4 (Abbas et al., 2021).

Além desses beneficios, os MCs podem estimular processos de Transferéncia
Direta de Elétrons Interespécies (TDEI). A TDEI ¢ um bioprocesso em que elétrons livres fluem
de uma célula para outra por meio de conexdes fisicas e elétricas compartilhadas, sem a
necessidade de transportadores de elétrons reduzidos, como H2 ou HCOO™ (Ajay et al., 2020).
A TDEI ocorre naturalmente em sistemas anaerobios por meio de dois principais mecanismos:
via pili eletricamente condutores (e-pili) e via proteinas de transporte de elétrons ligadas a
membrana (citocromos do tipo ¢). Conforme Sun et al. (2023), a TDEI €é mais vantajosa sob
aspectos energéticos do que a TIEI porque ndo requer as multiplas etapas enzimadticas para
produzir MRSs, tornando a sintrofia da microbiota mais consolidada e, consequentemente,
favorecendo os processos cinéticos que governam a utilizacdo do substrato e a producdo de
CHa. Assim, os MCs funcionam como condutores elétricos, promovendo a transferéncia de
elétrons de célula para célula entre as bactérias acidogénicas e as arqueias metanogénicas, como
meio suporte para a formagao de agregados microbianos e podem influenciar positivamente os
microrganismos a secretarem Substancias Poliméricas Extracelulares (SPE) eletroativas, que
podem participar de mecanismos de transferéncia de elétrons (Zhao et al., 2020).

Nesse contexto, o grafeno (Gr) ¢ um nanomaterial de carbono composto por uma
unica camada atdomica de 4tomos de carbono bidimensionais com estrutura em favo de mel que
possui caracteristicas notorias para ser utilizado como um promotor de TDEI, como alta
condutividade elétrica (CE), grande area superficial, estabilidade quimica, biocompatibilidade
e boa resisténcia mecanica, mas ¢ considerado um material muito caro para aplicacdes
industriais em larga escala (Igarashi ef al., 2020). Em contrapartida, a aplica¢do de 6xido de
grafeno (OG) em detrimento ao Gr puro em sistemas anaerobios tem sido uma alternativa
economicamente mais viavel devido seu menor custo, apesar de ter menor CE (Ponzelli ef al.,
2022).

O OG ¢ produzido pela oxidacao quimica de grafite em 6xido de grafite, seguido
por etapas de ultrassom e de esfoliacdo quimica (Hummers; Offeman, 1958). Todavia, suas
propriedades sdo diferentes das do Gr, pois possui, em sua superficie (borda ou parte interna),

varios grupos funcionais contendo oxigénio, como grupos hidroxila, epdéxido, diol, carbonila e
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carboxila, os quais reduzem significativamente sua mobilidade eletronica e resisténcia
mecanica, mas aumentam sua hidrofilicidade (Zhou; Liang, 2014). O OG ¢ um material
altamente hidrofilico, que pode ser facilmente adicionado como um material homogeneamente
disperso em um processo de DA (PONZELLI et al., 2024). Em condi¢des anaerobias, o OG
disperso em agua ¢ reduzido por meio da respiragdo microbiana, atuando como um aceitador
de elétrons e sendo reduzido a 6xido de grafeno reduzido (OGr). Vérias bactérias podem estar
envolvidas na redugdo bioldgica do OG, mas as que comprovadamente atuam nesse bioprocesso
sdo a Shewanella oneidensis e a Geobacter sulfurreducens (Zhang; Tremblay, 2020).

Na sintese de OGr ocorre a remog¢do parcial de grupos oxigenados do OG,
primeiramente os ancorados nas bordas e posteriormente os que estao fixados no interior, os
quais podem ser estressantes para a microbiota anaerdbia (Salas et al., 2010). Esse processo €
fundamental para o estimulo a TDEI e subsequente melhoria da DA, pois o OGr possui
propriedades fisico-quimicas similares ao Gr puro. Em relagdo ao OG, o OGr tem maior
condutividade elétrica (Virdis; Dennis, 2017). O OGr tem sido utilizado em pesquisas que
visam aumentar a producao de CHs e melhorar a estabilidade operacional da DA, além de atuar
na regulacdo do pH, devido a presenca de grupos de acidos carboxilicos ancorados em sua
superficie, os quais atuam recebendo e doando protons, agindo como um tampao em frente a
acidez proveniente da hidrélise de residuos organicos (Bueno-Lopez et al., 2018). As estruturas
moleculares dos materiais de grafeno e as quantidades de oxigénio em suas composigdes sao
apresentados na Figura 4.

Outro material que estd em ampla investigacdo ¢ a magnetita (Fe3O4), um mineral
ferrimagnético constituido por de 6xido de ferro-II (FeO) e 6xido de ferro-III (Fe20O3), sendo
comumente usada como um aditivo para tratar varios poluentes. Em sistemas anaerobios, ¢
aplicada devido suas propriedades de oxidagdo-redu¢do que viabilizam a transferéncia
extracelular de elétrons (Kong; Zhang, 2023). A principal diferenca entre a Fe3O4 e os materiais
a base de carbono ¢ o tamanho das particulas, o que sugere diferentes mecanismos promotores
de TDEI. Os MCs carbonaceos, como CAG e biocarvao, geralmente t€ém particulas grandes e,
por isso, funcionam como conduites elétricos para a troca de elétrons de longo alcance (centenas
de micrometros ou mais) entre os parceiros de TDEL. Em contraponto, a Fe3O4 geralmente ¢
aplicada em nanoparticulas e atua no transporte de elétrons de curto alcance ao associar-se aos

e-pili (Ueki et al., 2018).
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Figura 4 — Materiais de Grafeno.
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Fonte: O autor (2025).

Nesse contexto, a funcionalizagdo do OG com Fe30y4, processo de manipulagdo das
propriedades fisicas e quimicas de nano-elementos feita através da introdugdo de grupos
funcionais ou nanomateriais, tem sido realizada como uma estratégia para a formacao de um
material (OG-Fe304) que agrega as notorias propriedades dos dois materiais precursores, como
elevada area superficial do OG e as propriedades magnéticas da nanomagnetita (da Silva et al.,
2021). Com efeito, o OG-Fe304 tem sido aplicado em diversas areas da ciéncia, mas ganha
destaque em pesquisas de degradacdo de contaminantes por processos oxidativos avangados
(POAs), funcionando como catalisador de reacdes (Arshad et al., 2018). Além disso, pesquisas
sugerem que a forte ligagdo entre as nanoparticulas de Fe3O4 com o OG facilita a transferéncia
de elétrons, favorecendo a degradagdo de matéria organica e de contaminantes (Yu et al., 2015).
As propriedades magnéticas do OG-Fe3O4 permitem sua separagdo e recuperagao em digestores
anaerdbios por meio de aplicacdo de campo magnético, facilitando o reaproveitamento desse

material (da Silva et al., 2021).
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Por esses motivos, a aplicagdo de um material condutor composto por carbono e
ferro apresenta-se como uma estratégia atraente para beneficiar a DA e estimular a TDEI. Nesse
sentido, a aplicacdo de OG-Fe3;04 no tratamento anaerdbio da ARS ¢ uma lacuna cientifica a
ser explorada. Mediante o exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar o impacto do 6xido de
grafeno funcionalizado com nanomagnetita na digestdo anaerobia da agua residuaria de
suinocultura sob aspectos cinéticos de producdo de metano e investigar as modificacdes na

estrutura da comunidade microbiana promovidas por esse material.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Substrato e Inoculo

A 4gua residudria de suinocultura (ARS) utilizada como substrato foi proveniente
da higieniza¢do de baias de suinos de diversas fases de desenvolvimentos. Os suinos eram
alimentados com ragdo a base de milho e soja com complemento vitaminico e mineral, sendo o
controle zootécnico realizado pela suinocultura do Departamento de Zootecnia (DZO) da
Universidade Federal do Ceard (UFC) em Fortaleza, Ceara, Brasil. Foi aplicado um
peneiramento (malha quadrada de abertura de 2 mm) como tratamento preliminar, visando a
separacao dos solidos grosseiros e, posteriormente, o efluente foi caracterizado conforme o
Standard Methods for the Examination of Water; Wastewater (APHA, 2017). A caracterizagao
fisico-quimica e microbioldgica da ARS in natura (substrato bruto) é apresentado na Tabela 5
do Material Suplementar.

Foi utilizado como in6culo um lodo sanitario obtido de um Reator Anaerdbio de
Manta de Lodo e Fluxo Ascendente (UASB) que compunha uma Estacdo de Tratamento de
Esgoto (ETE) localizada no bairro José¢ Walter, no municipio de Fortaleza, Ceard, Brasil, e
operava em condigdes mesofilicas no tratamento de esgoto sanitario. Apods a coleta, o indculo
foi caracterizado, apresentando concentracdes de solidos totais (ST), solidos totais volateis
(STV), solidos totais fixos (STF) e solidos suspensos volateis (SSV) de 81,2 + 1,6; 48,3 +0,9;
32,9 + 1,7, 47,2 + 1 g L}, respectivamente, bem como relagdio SSV/ST média de 0,58,

qualificando o lodo com aproximadamente 58% de fracdo organica.

4.2.2 Teste de Potencial Bioquimico de Metano

O teste Potencial Bioquimico de Metano (PBM) foi conduzido em reatores de vidro
com 300 mL de volume total, sendo 200 mL destinados ao volume reacional ¢ 100 mL
destinados ao headspace. O teste foi realizado em regime de batelada em 3 ciclos de tratamento,
cada ciclo com 35 dias de duragdo, totalizando 105 dias de ensaio. Ao final de cada ciclo o
sobrenadante dos reatores era removido € um novo meio basal com alimentagao era inserido. O
volume reacional e o volume de headspace foram iguais para todos os ciclos de tratamento.

Foi utilizado como material condutor uma suspensdo de o6xido de grafeno
funcionalizado com nanomagnetita (OG-Fe304) com concentragdo de 10 mg mL™!. O aditivo

foi sintetizado e disponibilizado pelo Grupo de Processos e Tecnologias Ambientais do
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Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
localizado em Recife, Pernambuco, Brasil. O OG foi sintetizado conforme metodologia de
Hummers (Hummers; Offeman, 1958) e a funcionalizagao de particulas de Fe3O4 na superficie
do OG por método adaptado de Chai et al. (2017). Até 90% das particulas de OG-Fe3O4 tinham
didmetro caracteristico concentrados abaixo de 64,3 um. A caracterizagdo completa do material
pode ser consultada no trabalho de Da Silva et al. (2021).

A ARS e o lodo de indculo foram preparados para a obtencdo de uma razdo
substrato indculo (RSI) de 0,70 £ 0,1 gDQO-gSSV™!, na qual os experimentos foram conduzidos
(Filer et al., 2019). O material condutor (OG-Fe;04) foi adicionado em duas dosagens: 0,1%
(3,0mg L' ou1mggSSV') e 5% (150,0 mg L! ou 50 mg gSSV™!), ambas em relagio aos SSV
(3,0 gSSV L) presentes nos reatores. As concentragdes adicionadas foram determinadas
conforme outros estudos (Murat¢obanoglu et al., 2021; T. Tian et al., 2017; Zhang et al., 2017).
As concentragdes dos nutrientes e a formulagdo do meio basal foi realizada segundo Morais et
al. (2021b), contendo: macronutrientes (mg L) — NH4ClI (500); K2HPO4 (150); MgClz (100);
CaCl.2H>0 (100); Na,S.7H>0 (50); FeCls.6H,0 (2), e micronutrientes (mg L") — ZnCl, (0,05);
CuCl2.2H20 (0,03); MnCl2.4H2O (0,5); (NH4)sMo07024.4H20 (0,05); CoCl2.6H20 (0,2);
NiCl.6H,0 (0,05); H3;BOs (0,01); AlIC13.6H20 (0,05), e HCI em solugdo (1 mL L™).

O pH inicial foi ajustado para 7,0 com solugdes de hidréxido de sodio (NaOH) 40%
e acido cloridrico (HCI) 10% e, posteriormente, o bicarbonato de sodio (NaHCO3) foi
adicionado como tampio na propor¢do de 1 g de tampdo para 1 g de DQO L. Os reatores
foram selados com rolhas de borracha butilica e tampas de aluminio. Nitrogénio gasoso (N2)
foi usado como gas de purga por 1 min para cada reator em cada ciclo de tratamento (Morais ef
al., 2021b). Os reatores foram mantidos em incubadora (Marconi modelo MA-420) sob
agitacdo orbital de 150 rpm e temperatura mesofilica de 37 £+ 0,1°C (Filer et al., 2019). No
inicio e ao final de cada ciclo de tratamento, foram realizadas analises de pH, nitrogénio
amoniacal total e demanda quimica de oxigénio (DQO) total, particulada e soluvel. As andlises
fisico-quimicas foram realizadas de acordo com o Standard Methods (APHA, 2017). O
nitrogénio amoniacal livre foi calculado conforme Equacao 4.S1 (Liu et al., 2020) disponivel
no Material Suplementar. A estabilidade operacional dos digestores anaerdbios foi analisada
pelos valores iniciais e finais de pH, determinados em um pHmetro DM-20 (Digimed Analitica
LTDA, Brasil), e pelos teores de nitrogénio amoniacal, obtidos em um destilador de nitrogénio
MA-036 (Marconi, Brasil).

A quantificagdo volumétrica de biogas foi realizada por meio do registro da pressao

acumulada em cada reator, utilizando um transdutor de pressdo manométrica (Warme LTDA,
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Brasil). Ao final de cada ciclo da batelada alimentada, uma amostra de 1 mL de biogés de cada
reator foi analisada por cromatografia gasosa para determinar a composi¢dao do biogas (CHg,
CO», HoS, N»y) (Cetinkaya; Yetilmezsoy, 2019). As amostras de biogas foram coletadas com
seringas estanques a gas (seringa SampleLock, Hamilton Company, EUA).

A composic¢ao do biogés foi analisada por cromatografia gasosa com detecgao por
descarga por ionizacao de barreira dielétrica (GC-BID, gas chromatography-barrier ionization
discharge) (GC BID-2010 Plus, Shimadzu Corporation, Japao), equipada com uma coluna GS
GASPRO (60 m x 0,32 mm) (Agilent Technologies Inc., EUA). As temperaturas do forno,
injetor e detector foram 250, 50 e 100 °C, respectivamente. O gés hélio foi utilizado como gés
de arraste em um fluxo de 2 mL min™!, e o tempo de execugio do método foi de 9 min (Morais
et al., 2021b). A pressao interna do reator foi convertida em volume de CH4 usando as
Condigdes Normais de Temperatura e Pressdo (CNTP) como referéncia [Prer= 1 atm (1.013,25
mbar) e Trer: 273,15 K (0°C)]. Assim, foi utilizado a porcentagem de CH4 no biogas, a pressao
registrada no mandmetro (mbar) e um fator de conversdo (mL mbar™') para obter o volume
gerado de CH4 (Morais et al., 2021a). As equagdes utilizadas para os calculos de PBM sdo
apresentadas no Material Suplementar como Equagdes 4.S2, 4.S3 ¢ 4.54.

O teste de Atividade Metanogénica Especifica (AME) foi realizado de forma
semelhante ao teste de PBM da ARS com objetivo de analisar o potencial metanogénico do
indculo. A RSI foi de 0,50 + 0,01 gDQO-gSSV! e a glicose a 2 gDQO L! foi utilizada como
substrato. Para calcular a AME, do lodo foi utilizado método descrito por Angelidaki et al.
(2009) que utilizaram a razao entre a velocidade de conversdo do substrato a CH4 pela massa
de lodo utilizada no teste. A maxima taxa de producdo de metano foi obtida por meio de
modelagem matematica, e juntamente com as Equacdes 4.S5 e 4.S6, o valor de AME foi obtido.
A AME média do lodo utilizado como indculo foi de 0,141 gDQOcus gSSV™! d”!, valor superior
a 0,100 gDQOcus gSSV 1 d !, 0 qual ¢ a condigdo minima para um indéculo ser utilizado em
testes de PBM com substratos reais (Angelidaki ef al., 2009).

Ao término do experimento foi quantificado a concentragdo de Substancias
Poliméricas Extracelulares (SPE, mg mgSSV™!) e de suas fragdes (polissacarideos - PS e
proteinas - PN). A extracdo das SPE foi realizada conforme Hong et al. (2017), na qual a
biomassa ¢ submetida a tratamento termoalcalino com NaOH a 80 °C por 10 minutos. O método
fenol-sulfurico usando sacarose como solucao padrao foi utilizado para quantificar PS (Dubois
et al., 1956). As PN foram medidas com o método de Lowry usando albumina de soro bovino
como solugdo padrao (LOWRY et al., 1951). Ao final de cada ciclo, foi realizado um balango

de massa visando determinar o fluxo de matéria organica e calcular os rendimentos de remocao.
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As equagdes (Eq. 4.S7 a 4.S14) usadas para essa finalidade sdo apresentadas na Tabela 6 do

Material Suplementar.

4.2.3 Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em trés tratamentos: 1) reatores controle (RC):
indculo + ARS, 2) reatores A (RA): indculo + ARS + 3 mgOG-Fe;04 L', 3) reatores B (RB):
indculo + ARS + 150 mgOG-Fe;04 L. Os tratamentos foram avaliados em quatro repeticdes
idénticas, totalizando 12 reatores. Paralelamente aos reatores utilizados nos tratamentos, foram
incubados 3 reatores para controle enddgeno, contendo apenas indculo com meio basal e
tampao, ou seja, sem fonte de carbono proveniente de substrato. Estes reatores tiveram como
objetivo avaliar a produgdo residual de CHs do in6culo, possibilitando estudos de produgdo
liquida de CH4. Também foram incubados 3 reatores com glicose visando obter a AME do
in6culo. As principais varidveis resposta para o ensaio de PBM foram: Potencial Bioquimico
de Metano (PBM, NLcus kgSSV™); eficiéncia de remogiio de DQO (%); rendimentos de
producio de CH4 por DQO removida (Y1, NLcus gDQOremov}) € aplicada (Y2, NLcua gDQOup
1; composicio de biogas (CHa e CO2, %); velocidade de producdo de CHy (k, d!); taxa maxima
de producdo de CH4 (n, NLcusa Kgssv! d!) e tempo de fase lag (A, d). O delineamento

experimental pode ser observado na Figura 5.
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Figura 5 — Delineamento experimental dos ensaios de PBM e de AME.
DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

CONFIGURAGAO EXPERIMENTAL
ENSAIO DE POTENCIAL BIOQUIMICO

INGCULO + ARS + MEIO BASAL + REATORES CONTROLE DE METANO (PBM)
‘ TAMPAQ EM pH 7.0 CONTROLE POSITIVO: LS + GL + MEIO BASAL
REATORES BATELADA COM 300mL CONTROLE ENDOGENO: LS + MEIO BASAL
AGUA RESIDUARIA DE 200mL DE VOLUME REACIONAL
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com NANOMAGNETITA (0G-Fe 0) 35 DIAS POR CICLO (TOTAL: 105 DIAS)
COLETA E PROCESSAMENTO DE DADOS
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AO FINAL DO ENSAIO GASOSA (GC-BID) CADA CICLO DE BATELADA DE OXIGENIO (DQO) CINETICA DOS DADOS EXPERIMENTAIS

Fonte: O autor (2025).

4.2.4 Anadlises Estatisticas e Estudo Cinético

O software Microcal Origin 8.1 (Microcal Software Inc., Northampton, MA, EUA)
foi utilizado para tratamento estatistico dos dados. A analise de variancia (one-way ANOVA)
foi realizada com nivel de confianca de 95% e probabilidade de 5% (p < 0,05) e as médias
foram comparadas pelo Teste de Tukey. Valores médios foram apresentados seguidos por letras
do tratamento estatistico, onde letras iguais reportam sem diferencga significativa para p < 0,05.

Modelos matematicos de produgcdo comumente utilizados na literatura (Tabela 7)
foram aplicados para estimar os parametros cinéticos (Equacoes 4.S15 a 4.S17). Analises de
regressdo nao linear de minimos quadrados foram realizadas usando a ferramenta Solver do
software Microsoft Office Excel 2019 para ajustar as equagdes nao lineares dos modelos
matematicos selecionados a curva média de producao de CH4 gerada a partir dos ensaios de
PBM (Ware; Power, 2017). A aderéncia dos modelos ao perfil cinético de produgao de CH4 foi
determinado pelos valores do coeficiente de determinagdo (R?), do erro quadratico médio
normalizado (NRMSE) e do Critério de Informacao de Akaike (AIC) (Equagdes 4.S18 a
4.520). Quanto maior o valor de R? e menor o valor d¢ NRMSE e AIC, maior é a adequagio

dos dados estimados aos dados experimentais.
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4.2.5 Extracio de DNA, Sequenciamento Genético e Bioinformdtica

As analises de sequenciamento genético e o processamento dos dados foram
realizados no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos da Central de
Genomica e Bioinformatica do Departamento de Biologia da UFC. O DNA foi extraido de
amostras coletadas dos reatores utilizando PowerSoil® (MoBio Laboratories Inc., EUA). A
biblioteca de amplicons para a regido V4 do gene 16S rRNA foi preparada conforme descrito
por Illumina (2013) usando primers especificos da regido (515F/806R). Apos a indexacdo, os
produtos da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram limpos com esferas de purificacao
Agencourt AMPure XP - PCR (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) com base nas instru¢des do
fabricante e quantificados com o kit de ensaio dSDNA BR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em
um Qubit Fluorémetro 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

As bibliotecas foram sequenciadas usando o MiSeq 300-Cycle Reagent Kit v2 com
um MiSeq Desktop Sequencer (Illumina). O pacote DADA2 v1.28.0 (Callahan et al., 2016) foi
usado para filtrar e montar as leituras em variantes de sequenciamento de amplicons (ASVs).
As sequéncias obtidas foram classificadas taxonomicamente com base na versao 5.1 do banco
de dados MiDAS, que cataloga microrganismos identificados em digestores anaerobios
(Dueholm et al., 2024), usando o método assignTaxonomy, do pacote DADA2. Indices de alfa-
diversidade foram estimados com o método estimate richness, do pacote Phyloseq v1.44.0

(McMurdie; Holmes, 2013).
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Desempenho dos Reatores no Primeiro Ciclo

Conforme balanco de massa realizado ao final do primeiro ciclo (Tabela 1) para os
reatores controle (RC), 40,2% da matéria organica aplicada foi convertida a CHas, 29,3%
permaneciam na forma soluvel, 5,9% na fracdo particulada e 24,7% foi direcionada ao
crescimento celular e removida do sobrenadante por sedimentagdo. Nos reatores que receberam
OG-Fe30q4, reatores RA e RB, a conversdao de matéria organica a CH4 (DQOch4) foi menor em

relagdo ao controle, mas o controle ¢ RB foram agrupados estatisticamente.

Tabela 1 — Balanco de massa, rendimentos, parametros cinéticos ¢ composicao de biogas
referentes ao primeiro ciclo (valores médios).
RC RA RB
Parimetros 0 mgOG-Fe304 L! 3 mgOG-Fe304 L! 150 mgOG-Fe304 ! Unidade
0 mgOG-Fe304 gSSV! 1 mgOG-Fes04 gSSV! 50 mgOG-Fe304 gSSV!
Balanco de Massa

DQOr 592 8,52 149° %
DQOs 29,32 24,3° 17,1¢ %
DQOcH4 40,22 32,0° 39,62 %
DQOsed+ssv 24,7% 35,1° 28,4% %
Rendimentos e Parimetros Cinéticos
ER 70,72 75,7" 82,9° %
0,568 0,423" 0.478°¢ gDQOcus
Y, gDQOremov
NLcn4
a b c
0,226 0,168 0,190 gDQOremo”
DQOcH4
0,402? 0,320° 0,396° g B
Y: gDQOapl 1
0,160? 0,127° 0,1582 NLcH4 gDQOapi!
PBM 139,22 106,6° 131,9¢ NLch4 kgSSV!
k 0,050? 0,056° 0,058° d!
A 4,481°2 1,457° 3,215¢ d
n 5,578*® 3,816° 5,4732 NLchs gSSV! d!
Composicdo do Biogas
CH4 75,22 84,9° 85,3° %
CO: 24,82 15,1° 14,7° %
H>S 0,0° 0,0° 0,0° %

Legenda: letras iguais significam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: O autor (2025).

A matéria organica particulada (DQOp) efluente foi maior nos reatores com OG-
Fe304, sendo que o controle ¢ RA foram classificados no mesmo grupo estatistico. Esse

resultado ndo foi observado nos demais ciclos, nos quais a DQOp diminuiu com o aumento da
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dose de aditivo. Observa-se a elevada porcentagem de matéria organica que foi “removida” por
sedimentacdo e destinada ao crescimento celular (DQOsed+ssv), 0 que indica um potencial para
o aumento do PBM com o aumento da capacidade hidrolitica das biomassas.

Os reatores RA e RB apresentaram maior eficiéncia de remoc¢ao (ER) de DQO,
75,7% e 82,9%, respectivamente, quando comparados ao controle que obteve 70,7% (Tabela
1). Apesar disso, os rendimentos de producao de CH4 por DQO removida (Y1) e aplicada (Y2)
e o Potencial Bioquimico de Metano (PBM) foram inferiores nesses reatores. Esses dados
implicam que outros mecanismos aturam na remog¢ao de matéria organica soluvel do efluente,
promovendo a elevagdo da ER nos reatores que receberam aditivo, mas ndo o aumento nos
indicadores de producao de CHa.

Nesse contexto, Zhang et al. (2017) também reportaram efeitos prejudiciais a
digestdo anaerdbia (DA) de dejeto suino com a aplicacdo de OG. Os autores utilizaram como
indculo um lodo adaptado ao tratamento de residuos de suinocultura e realizaram um
experimento de curto prazo (22 dias) em reatores batelada, com volume reacional de 400 mL,
mantidos a 37 °C e 150 rpm. As doses de OG avaliadas foram 0 mg L'}, 5mg L', 50 mg L,
100 mg L' e 500 mg L-!. Eles reportaram que todas as doses de OG ocasionaram redu¢io na
producdo acumulada de CH4 em relag@o ao valor obtido no reator sem adicao de OG. A reducao
méxima (17%) foi obtida com a dose de 500 mg L' e a menor reducio (2,7%) com o uso de
100 mg L. Assim, os autores concluiram que o PBM do esterco suino foi reduzido devido a
adicdo de OG, mas nao apresentaram ou discutiram possiveis causas para esse resultado.

Os potenciais efeitos adversos do OG na DA que podem justificar a diminui¢ao da
DQOs sem o correspondente aumento da producao de CH4 sdo: 1) as bactérias fermentativas
podem usar o OG como aceptor de elétrons e sintetizar 6xido de grafeno reduzido (OGr),
consumindo elétrons do substrato fornecido, que de outra forma estaria disponivel para a
producdo de CH4 (Bueno-Lopez et al., 2018); 2) a diminui¢do da biodisponibilidade de matéria
organica soluvel devido as altas propriedades de adsor¢cdo do OG (B. Dong et al., 2019); 3) o
nanomaterial pode atuar inicialmente como um estressor ambiental, causando a inibi¢dao da
atividade microbiana, incluindo morte celular, por envolvimento e aprisionamento (Ponzelli et
al., 2022). Nesse contexto, segundo Rojas-Andrade et al. (2017), os principais mecanismos
antibacterianos do OG em ambientes anaerobios sdo o estresse de membrana e o isolamento
por envolvimento. Conforme Zhang e Tremblay (2020), os materiais a base de OG podem
destruir os microrganismos presentes no meio reacional, perfurando e extraindo fosfolipidios
da(s) membrana(s) e/ou envolver as células, impedindo que os nutrientes passem pela

membrana celular e subsequentemente ocasione a inibi¢do do crescimento.
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No entanto, o efeito negativo sobre a producao de CHg s6 foi observado no primeiro
ciclo de tratamento, quando ocorreu o primeiro contato do aditivo com a microbiota. Nesse
contexto, Ponzelli ef al. (2022) sugerem que o periodo experimental seja prolongado, visando
fornecer tempo necessario para a cultura anaerobia se adaptar ao aditivo e transformar o
estressor em um estimulador, além de indicar que a utilizagdo de OGr seja mais vantajosa
devido a ndo necessidade de redugdo bioldgica do OG para a remogao de grupos funcionais de
oxigénio (grupos hidroxila, epoxido, diol e carbonila), ligados a sua estrutura.

No processo de funcionalizacdo da nanomagnetita ao OG ocorre a remogdo de
alguns grupos oxigenados mais superficiais a estrutura do material de grafeno e a substituigdo
desses por 6xidos de ferro, promovendo uma reducao quimica parcial do OG. Porém, conforme
trabalho que descreve a sintese e a caracterizagdo do OG-Fe3Oj4 utilizado neste estudo (da Silva
etal.,2021), 0 OG-Fe304 contém grupos funcionais pertencentes aos seus materiais precursores
(OG e Fes0y), resultado obtido pela andlise de Espectroscopia de Fotoelétrons de Raios-X
(EFRX), e possui camadas residuais empilhadas de OG, resultado obtido por meio de Difragdo
de Raio-X (DRX), indicando que a Fe3O4 ndo se aderiu em toda a superficie do OG. Esses
resultados sustentam a presenca de grupos funcionais oxigenados no OG-Fe3O4 € o gasto
energético para a redugdo bioldgica do OG.

Igarashi et al. (2020), pesquisando o impacto da adicdo de OG na digestdo
anaerébia do etanol em co-culturas de Geobacter metallireducens (produtor de elétrons e
oxidante de etanol) e Methanosarcina barkeri (consumidor de elétrons e produtor de CHs)
concluiram que parte dos elétrons gerados pela oxidagdo do etanol (EtOH) foram utilizados
pela G. metallireducens para redugdo de OG para OGr, diminuindo a razdo de conversao de
EtOH a CHa. Os autores confirmaram a reducao bioldgica do OG por meio de EFRX, a qual
indicou a redug¢do drastica de ligacdes C-OH e C=0 e o aparecimento de ligacdes C-C.

Devido a esses efeitos negativos do OG, Lin et al., (2017) preferiram utilizar Gr
puro para avaliar o estimulo a TDEI durante a DA do EtOH e obtiveram resultados mais
positivos. Os ensaios foram conduzidos em reatores de vidro operando em batelada com volume
de trabalho de 300 mL mantidos sob temperatura mesofilica de 35 °C durante 12 dias. Como
fonte de microrganismos foi utilizado um lodo do tratamento de celulose. Além do Gr também
utilizaram carvao ativado (CA) para efeito comparativo. A granulometria do CA foi de 10-32
mesh (equivalente a 0,5—1,7 mm) e a do Gr foi de 5 a 10 um. As concentracdes de Gr avaliadas
foram de 0, 0,5, 1,0 e 2,0 g L}, enquanto para o CA os autores utilizaram maiores concentragdes
(0,5,10,20 e 30 g L") devido a condutividade elétrica do CA ser muito inferior a do Gr. Todas

as concentragdes de Gr favoreceram a metanogénese. A concentracio ideal (1,0 g L) resultou
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em um aumento de 25% no rendimento de CH4 ¢ um aumento de 19,5% na taxa maxima de
producdo, valores superiores aos obtidos nos ensaios com a dose de 20 g L' CA, a qual
apresentou melhor resultado para este material (aumento de 12,8% no rendimento de produgao
de CH4 e em 13,7% a taxa maxima de producdo). A presen¢a desses materiais diminuiu o tempo
de fase lag e acelerou a cinética de degradagio do EtOH. Na presenca de 1,0 g L™ de Gr e de
20,0 g L' de CA, 50,3% e 43,5% de EtOH foram consumidos nos primeiros 2 dias de DA,
respectivamente. Comparativamente, apenas 32% de EtOH foi consumido na auséncia de
condutor. Os autores concluiram que os efeitos da adicdo de Gr foram mais benéficos e
eficientes para aprimorar a digestao anaerdbia do EtOH e apresentaram os seguintes motivos:
1) a condutividade elétrica do Gr ¢ muito maior que a do CA, resultando em maior eficiéncia
na transferéncia de elétrons na TDEI; e 2) o tamanho micro do Gr resulta em uma maior area
superficial especifica e uma melhor interacdo com 0s microrganismos.

Conforme apresentado na Tabela 1, a porcentagem de CH4 no biogéds aumentou
com a adi¢do de OG-Fe304, passando de 75,2% no controle para 84,9% e 85,3% em RA e RB,
respectivamente. Esse resultado est4 consoante a pesquisa de Muratgcobanoglu et al. (2021) que
relataram o aumento de 65% na producdo de biogas e de 5,2% no teor de CH4 pela aplicacao
de 20 mg L' de OGr, em relagdo ao controle, no tratamento mesofilico de estrume de vaca em
reatores batelada de 300 mL, tendo como indculo lodo sanitario.

As Curvas Cumulativas de Metano (CCMs) obtidas no primeiro ciclo indicaram
uma formagao lenta e gradual de CHy4 (Figura 6). Essas curvas sdo tipicas de substratos que
possuem altas concentragdes de compostos organicos complexos, como gorduras € matéria
organica particulada (Labatut et al., 2011). Dentre os trés modelos cinéticos avaliados, o
modelo Logistico foi o mais eficaz em descrever a metanizacdo da ARS apresentando valores
inferiores de NRMSE e de AIC em relagdo aos outros modelos (Tabela 8 do Material
Suplementar). Pelo modelo Logistico, foram extraidos os valores de taxa maxima de produgao
de CH4 (p) e de tempo de fase /ag (L), e, pelo modelo Primeira-Ordem Exponencial, foi obtida
a velocidade de produgdo de CHs (k). Os parametros cinéticos relacionam-se diretamente com
a sintrofia da microbiota anaerdbia e sua afinidade em utilizar o substrato, sendo indicativos do

desempenho do processo anaerobio e do favorecimento ao processo de TDEL
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Figura 6 — Curvas cumulativas de metano
experimentais e curvas geradas pelo ajuste
cinético no primeiro ciclo do teste de PBM.
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Legenda: as linhas tracejadas expressam as curvas
cumulativas de metano (CCMs) geradas pelo ajuste
cinético ao modelo matematico mais adequado para
cada tratamento estatistico. mLog: CCM gerada pelo
modelo Logistico. As barras de erro indicam o desvio
padrio de cada amostra.

Fonte: O autor (2025).

A adicao de OG-Fe304 favoreceu a sintrofia microbiana como pode ser entendido
pelos valores obtidos dos parametros cinéticos de produgao de CH4 (Tabela 1). Em relacdo ao
controle, o aumento da dose do aditivo diminuiu A em 67,5% e 28,3% para RA e RB,
respectivamente. O £ foi aumentado em 10,7% em RA ¢ em 14,8% em RB em detrimento ao
controle. Todavia, refletindo a tendéncia de Y| e do PBM, ocorreu a diminuigao na g em RA (-
31,6%) ¢ RB (-1,9%), refor¢ando o desvio de elétrons da metanizacao para a redugdo biologica
do OG e para a adsor¢ao de matéria organica.

Nesse contexto, Ponzelli er al. (2022) avaliaram a aplicagao de 5,0, 10,0 e 20,0
mgOG gSV' em um sistema de batelada alimentada, com cinco ciclos de tratamento, tendo a
glicose como substrato. Os autores obtiveram que as concentragdes de OG maiores ou iguais a
10,0 mgOG gSV! foram suficientes para acelerar a produgio de CH; a partir do terceiro ciclo
de tratamento, em que os valores de & foram superiores ao do controle (reatores sem OG). No
quinto ciclo de tratamento, o & oi aumento de 0,76 d' no controle para 1,65 d™' por efeito de
20,0 mgOG gSV'!, correspondendo a um acréscimo de 117,1% no valor desse parimetro
cinético. Seguindo a mesma tendéncia de £, o PBM nos reatores aditivados sé foi superior ao
do controle a partir do terceiro ciclo de tratamento. Ponzelli e al. (2022) justificaram esse

resultado pelos possiveis efeitos de citotoxicidade, dependentes da dose e do tempo, de
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materiais de Gr em comunidades bacterianas e pelo possivel envolvimento e aprisionamento de
microrganismos por folhas de OG, que dificultam a entrada de nutrientes na célula. Com a
diminuicdo desses efeitos adversos com o tempo, o tratamento anaerobio da glicose foi

beneficiado pelas propriedades condutoras do OG, ocasionando o aumento do PBM e de .

4.3.2 Desempenho dos Reatores no Segundo e Terceiro Ciclos

Os efeitos positivos da adigdo de OG-Fe304 foram mais expressivos no segundo e
no terceiro ciclo de tratamento (Tabela 2 e Tabela 3). Para o segundo ciclo, ocorreu a
diminui¢cao da DQOp no efluente tratado com o aumento da dose de aditivo, indicando maior
acao hidrolitica e aproveitamento do substrato. Esse resultado esta relacionado com a adaptacdo
microbioldgica ao aditivo, a especializagdo da biomassa em degradar o substrato, e ao fato de
0 OG-Fe304 atuar como um nucleo de agregagdo de microrganismos facilitando o contato de
enzimas hidroliticas com o substrato.

Os teores de DQOs residual também diminuiram, mas permaneceram no mesmo
grupo estatistico, provocando o aumento da eficiéncia de remocao (ER) de 77,9% no controle
para 79,2% em RB. Os valores de DQOcn4 aumentaram discretamente com a inser¢ao de OG-
Fe30q4, refletindo em maiores rendimentos Y1 € Y». Esse ciclo foi marcado pelo aumento de Y1,
passando de 0,496 gDQOch4 gDQOremov ! N0 controle para 0,555 gDQOcHs gDQOremov’' €m
RB, e de Y2, o qual teve aumento de 13,7% em relagdo ao controle. Estando relacionado a Y»
¢ a DQOchs, 0 PBM apresentou um suave aumento. Nesse ciclo, ndo houve diferenca estatistica
entre os valores de teor de CH4 no biogas.

A cinética de metanizagdo da ARS foi melhorada substancialmente no segundo
ciclo de tratamento (Tabela 2). As variaveis-resposta relacionadas a cinética foram separadas
em dois grupos estatisticos, os valores referentes aos reatores com OG-Fe3;O4 foram agrupados,
enquanto o controle ficou em um grupo isolado, indicando que os valores das médias foram
diferentes. O modelo de Primeira-Ordem Exponencial foi o mais fidedigno em modelar as
CCMs de RA e de RB, retornando maiores valores de R? e menores valores de erro NRMSE e
de AIC (Tabela 8), enquanto o modelo de Gompertz Modificado foi mais adequado para o
controle. Diferentemente do primeiro ciclo, o formato das CCMs no segundo ciclo indicou
rapida producao de CH4 e auséncia ou curto tempo de fase /ag, principalmente para os reatores

que receberam OG-Fe3O4 (Figura 7A) (Ware; Power, 2017).
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Tabela 2 — Balanco de massa, rendimentos, parametros cinéticos e composicdo de biogas

referentes ao segundo ciclo (valores médios).
RC RA RB
Parimetros 0 mgOG-Fe;04 L 3 mgOG-Fe304 L1 150 mgOG-Fe304 L! Unidade
0 mgOG-Fe304 gSSV! 1 mgOG-Fe304 gSSV! 50 mgOG-Fe3;04 gSSV!
Balanco de Massa

DQOr 6,5% 2,5" 0,8° %
DQOs 22,12 21,62 20,82 %
DQOcH4 38,62 43 8" 44,0 %
DQOsed+ssv 32,82 32,12 34,42 %
Rendimentos e Parametros Cinéticos
ER 77,92 78,4 79,2 %
0,496 0,560" 0,555" gDQOchs
\'e gDQOremov
NLch4
a b 221 b
0,198 0,223 0, gDQOremo”
DQOcH4
0,386° 0,438" 0,440" g '
Y: gDQOapl 1
0,1542 0,174° 0,175° NLcH4 gDQOqpr™
PBM 93,22 101,42 101,9% NLchs kgSSV-!
k 0,1052 0,138" 0,152" d!
A 0,492 0,00° 0,00° d
1 6,382 8,59° 9,43° NLcns gSSV1 d?!
Composi¢ao do Biogas
CH4 84,42 84,0 84,72 %
CO; 15,62 16,02 1532 %
H,S 0,0° 0,0° 0,0° %

Legenda: letras iguais significam que ndo ha diferenga significativa (p < 0,05).
Fonte: O autor (2025).

Figura 7 — Curvas cumulativas de metano experimentais e curvas geradas pelo ajuste

cinético no segundo e no terceiro ciclos do teste de PBM.
A. CCMs do 2° Ciclo B. CCMs do 3° Ciclo

120 200

150 +

2 S

> »

2 2

50

g <

2807 3

z z |

e S -+

£ E 100 I

= =

E RC E RC

2 40 1 RA g I RA

g RB s 50 + RB

E ......... mGom RC s A, mLog RC

§ ......... mPOexp RA § |2 e mLog RA
e mPOexp RB T e mLog RB

0 H—————f— 0 —————t——
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Tempo (d) Tempo (d)
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CCM gerada pelo modelo Gompertz Modificado. As barras de erro indicam o desvio padrao de cada amostra.
Fonte: O autor (2025).
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Além disso, essa modificacdo de formato das CCMs indica maior sintrofia
microbiana ¢ adaptacdo microbioldgica ao substrato e as condigdes ambientais. A maior
aderéncia do modelo de Primeira-Ordem Exponencial as CCMs de RA e RB em detrimento ao
controle reforca a capacidade do OG-Fe3;O4 em estimular a degradacdo da matéria organica de
forma mais rapida e, consequentemente, reduzir o tempo de fase lag e acelerar a cinética de
metanizacdo do substrato. Nesse contexto, k passou de 0,105 d™! no controle para 0,152 d”! em
RB, um aumento expressivo de 43,8%, enquanto isso, pu foi aumentada em 47,8% (passando de
6,4 NLcus gSSV™! d! no controle para 9,4 NLcus gSSV™! d!' em RB) e A caiu de 0,49 d no
controle para 0,0 d em RA ¢ RB.

No terceiro ciclo de tratamento, ocorreu o aumento da DQOcn4 € do Y2 com o
aumento da dose de OG-Fe;04, refletindo no aumento do PBM de 160,6 NLcus kgSSV™! no
controle para 173,4 NLcns kgSSV™! e 188,6 NLcus kgSSV! em RA e RB, respectivamente
(aumento total de 17,4%). O maior aproveitamento da DQOs foi observado pelo aumento da
ER de 82,4% no controle para 85,9% em RA ¢ 92,8% em RB (Tabela 3). Além disso, ocorreu
a reducdo da DQOsed+ssv, DQO direcionada para crescimento celular ou removida por
sedimentacdo, em comparacdo com os ciclos anteriores, indicando maior aproveitamento da
matéria organica e maior atividade hidrolitica das biomassas.

Além disso, o aditivo provocou o aumento da massa de DQO convertida a CHy4 de
241,6 mgDQOchn4 no controle para 261,12 mgDQOchu4 ¢ 284,13 mgDQOchs em RA e RB,
respectivamente. Contudo, devido ao aumento da massa de DQO removida, os valores de Y
foram equilibrados e iguais estatisticamente, indicando que o mecanismo de adsor¢dao de
matéria organica soluvel ainda estava ativo nesta etapa de tratamento nos reatores que
receberam OG-Fe304. Assim como no segundo ciclo, o teor de CH4 no biogés também nao foi
beneficiado, mas o OG-Fe3O4 aumentou a geragdo de biogas, provendo um maior PBM.

As CCMs do terceiro ciclo indicaram geracdo mais lenta de CH4 em comparagao
com as CCMs do segundo ciclo (Figura 7B). Isso pode ser justificado pelas caracteristicas
fisico-quimicas muito heterogéneas da ARS. Por exemplo, o efluente dessa alimentagdo poderia
ter maior teor de matéria orgéanica particulada, aumentando o tempo de hidrdlise. Assim, essa
modifica¢do no formato da curva nao deve ser estritamente relacionada com a diminui¢ao de
atividade microbiana, principalmente porque os rendimentos de aproveitamento do substrato
foram melhorados nesse ciclo. O modelo Logistico foi o mais adequado para a extragao dos
parametros cinéticos (Tabela 8). Comparando RB com o controle, o & foi aumentado em 31,9%,

pem 32,3%, e o tempo de fase /ag diminuiu de 3,20 d para 2,38d (-25,6%).
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Tabela 3 — Balango de massa, rendimentos, parametros cinéticos e composi¢ao de biogas
referentes ao terceiro ciclo (valores médios).
RC RA RB
Parimetros 0 mgOG-Fe;04 L 3 mgOG-Fe304 L! 150 mgOG-Fe304 L! Unidade
0 mgOG-Fe304 gSSV! 1 mgOG-Fe304 gSSV! 50 mgOG-Fe304 gSSV!
Balanco de Massa

DQOr 4,42 3,7% 3,2® %
DQOs 17,62 14,1° 7,2°¢ %
DQOcHh4 61,02 65,9° 71,7°¢ %
DQOsed+ssv 17,0° 16,3° 17,9° %
Rendimentos e Pariametros Cinéticos
ER 82,42 85,9° 92,8°¢ Y%
0,743 0,767° 0,772° gDQOC““_l
Y; gDQOremov
a a a NLcn4
0,296 0,305 0,308 gDQOremo”
DQOch4
0,610° 0,659 % 0,717" g
Y: gI)()()apl_1
0,243° 0,262 0,285° NLcH4 gDQOupr™
PBM 160,62 173,4% 188,6° NLchs kgSSV™!
k 0,067? 0,079 0,088° d!
A 3,20 2,12° 2,38" d
I 8,812 9,302 11,65° NLcus gSSV! d!
Composicao do Biogas
CH4 83,72 83,92 83,42 %
CO: 16,3° 16,1° 16,6° %
H:S 0,0* 0,0? 0,02 Y%

Legenda: letras iguais significam que nao ha diferenca significativa (p < 0,05).
Fonte: O autor (2025).

Com base nos resultados positivos do segundo e do terceiro ciclo de tratamento, ¢
possivel afirmar que o desvio energético para reducao do OG ¢ a diminuicao da disponibilidade
de matéria organica soltivel por adsor¢ao foram os mecanismos preponderantes na diminuicao
da produc¢ao de CH4 no primeiro ciclo de tratamento, sendo que a inibi¢ao da atividade
bacteriana por envolvimento e aprisionamento nao deve ter contribuido de forma significativa

para esse resultado, caso contrario, seria observado efeitos negativos nos demais ciclos.

4.3.3 Estabilidade dos Digestores Anaerdbios

A estabilidade dos digestores anaerobios em cada ciclo de tratamento foi analisada
por meio das concentragdes de nitrogénio amoniacal total (NAT), nitrogénio amoniacal livre
(NAL) e amonio (NH4") e dos valores de pH, os quais sdo apresentados na Tabela 4. Como a

ARS ¢ um substrato rico em proteinas, ¢ importante analisar a concentracdo de nitrogénio
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amoniacal, objetivando verificar uma possivel inibi¢do da atividade metanogénica devido ao
excesso de amoénia. Enquanto isso, os valores de pH indicam se os digestores anaerobios

operaram em condi¢des adequadas para o metabolismo das arqueias metanogénicas.

Tabela 4 — Parametros utilizados para verificar a estabilidade dos digestores anaerobios em
cada ciclo de tratamento da ARS.
pH NAT (mg-N L) NAL (mg-N L) NH4" (mg-N L)
Inicial Final Inicial Final TA (%) Inicial Final TA (%) Inicial Final
1° ciclo de tratamento

Reatores

RC 7,2 7,2 188,2  294,6 56,4 42 5,8 39,8 184,0 288,8

RA 7,2 7,3 154,0  253,9 64,9 3,3 6,6 97,4 150,7 2473

RB 7,2 7,5 159,6  260,3 63,1 3,6 10,0 178,8 156,0 250,3
2° ciclo de tratamento

RC 7,2 7,0 100,8 172,5 71,1 2,1 2,2 4,0 98,7 170,3

RA 7,2 7,1 83,4 143,9 72,5 1,8 2,0 9,8 81,6 141,9

RB 7,2 7,1 87,9 150,6 71,3 1,7 2,4 36,6 86,2 148,2
3° ciclo de tratamento

RC 7,4 7,2 76,1 138,7 82,3 2,4 2,7 16,3 73,7 136,0

RA 7,4 7,2 76,3 138,8 81,9 2,4 2,9 21,5 73,9 135,9

RB 7,4 7,2 76,2 138,9 82,3 2,4 3,1 30,2 73,8 135,8

Legenda: NAT: nitrogénio amoniacal total; NAL: nitrogénio amoniacal livre; NH4*: aménio; TA: Taxa de aumento
(%). E a porcentagem de aumento de NAT ou de NAL em relagdo a seu valor inicial.
Fonte: O autor (2025).

As concentragdes de NAT, NAL e NH4" foram inferiores aos comumente
reportados como inibitorios (NAT acima de 4.000 mg-N L', NAL entre 300 e 800 mg-N L' e
NH4" entre 1.500 e 3.000 mg-N L), demonstrando que ndo houve inibi¢do da atividade
metanogénica por excesso de nitrogénio amoniacal (Rocamora et al., 2020). Alguns estudos
indicam que concentragdes de NAL entre 100 e 150 mg-N L' podem inibir a metanogénese
realizada por in6culos ndo adaptados ao substrato e as condi¢des operacionais avaliadas (Chen
et al.,2014). Apesar disso, as concentragdes de NAL obtidas foram muito inferiores a essas.

Os valores de pH mantiveram-se entre 7,0 e 7,5 para todos os reatores nos trés ciclos
de tratamento da ARS. Considerando que as arqueias metanogénicas suportam ambientes com
pH entre 6,0 e 8,0 e tém metabolismo favorecido na faixa de pH entre 6,6 e 7,4, afirma-se que
nao ocorreu acumulo de acidos organicos capaz de reduzir os valores de pH a niveis inibitoérios,
indicando um bom funcionamento dos digestores anaerobios (Nathia-Neves et al., 2018).

O OG-Fe304 aumentou de forma discreta a disponibilizacdo de NAT no primeiro
ciclo de tratamento, elevando a taxa de aumento (TA) de 56,4% no controle para 64,9% e 63,1%
em RA e RB, respectivamente, sugerindo que o aditivo potencializou a hidrélise de proteinas
(Tabela 4). Entretanto, esse efeito ndo foi observado nos demais ciclos, provavelmente devido

a adaptacdo dos microrganismos a degradagdo do substrato.
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Considerando os valores médios da TA para o NAT em cada ciclo, observou-se que
esse parametro aumentou de 61,5% no primeiro ciclo para 71,6% e para 82,1% no segundo e
no terceiro ciclo, respectivamente, indicando a especializagdo microbiana a degradacdo de
proteinas e aminodcidos presentes na ARS, tornando a hidroélise mais eficiente ao longo do
periodo experimental. Esse resultado corrobora o progressivo aumento dos rendimentos de
producao de CH4 por DQO removida (Y1) e aplicada (Y2) a cada ciclo de tratamento realizado
(Tabelas 1, 2 e 3). Por exemplo, tomando como base os resultados de RB, o Y| aumentou de
0,478 gDQOcH4 gDQO0yemov’! N0 primeiro ciclo para 0,555 ¢ 0,772 gDQOcHs gDQO0remov' 1O
segundo e no terceiro ciclo, respectivamente. Enquanto isso, o Y2 passou de 0,396 gDQOch4
gDQO,, ! para 0,440 e 0,717 gDQOcH4 gDQO,p ! nos ciclos seguintes.

Apesar de todas as concentragdes de NAL estarem abaixo dos valores inibitdrios,
nota-se que a TA para essa parcela de amoénia foi elevada progressivamente com o aumento da
dose de OG-Fe30s. Esse efeito foi mais expressivo no primeiro ciclo, em que a TA para o NAL
aumentou de 39,8% no controle para 97,4% em RA e para 178,8% em RB. Esse resultado ¢
justificado pelos maiores valores de pH em RA e RB, em comparacao com o controle, ao final

de cada ciclo, pois o aumento do pH favorece a formacao de NAL (Y. Xiao et al., 2022).

4.3.4 Anadlise das Substincias Poliméricas Extracelulares (SPE)

A adicdo de OG-Fe304 alterou a composi¢do e na concentragdo das Substancias
Poliméricas Extracelulares (SPE) da biomassa. Conforme Liu et al. (2023), SPE ¢ uma mistura
complexa que inclui polissacarideos (PS), proteinas (PN), fosfolipidios, acidos nucleicos e
acidos huimicos, e sua produgdo ¢ afetada por varios fatores, como secregdo, lise e eliminacao
de células do ambiente interno e, no modo operacional, substancias nutritivas do ambiente
externo. O aumento da dose de OG-Fe;04 resultou em um aumento progressivo da concentragao
de SPE total, com aumento nos teores de PS e diminui¢do da quantidade de PN (Figura 8).

A concentra¢do de SPE aumentou de 213,6 mg gSSV™! no controle para 299,1 mg
gSSV-! em RB, acréscimo correspondente a 40%. Conforme Xue et al. (2012), as SPE tém um
papel importante no processo de granulacdo e na prote¢do dos microrganismos em condigdes
ambientais adversas, como em contato com substancias toxicas e riscos a dessecacdao. Além
disso, as SPE estimulam a sintrofia microbiana através da regulacao de atividades enzimaticas,
favorecem a coesao do biofilme e podem beneficiar a transferéncia de elétrons, quando contém

substancias eletroativas e grupos funcionais redox, como quinonas (Wang et al., 2021).
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Figura 8 — Concentragcdo de substancias poliméricas extracelulares (SPE) e suas fracdes
(polissacarideos - PS e proteinas - PN) nos lodos avaliados.
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Fonte: O autor (2025).

A aplicacdo de OG em um sistema anaerdbio pode aumentar a secre¢do de SPE
pelos microrganismos. As bordas afiadas do OG podem danificar as células da membrana e
aumentar a liberagdo de material intracelular. Nessas condi¢des, os microrganismos produzem
e liberam mais SPE para se adaptar as novas condigdes de estresse, enquanto usam as SPE
excretadas como uma escudo protetor ou como um transportador de elétrons para promover o
processo de transferéncia de elétrons (PONZELLI et al., 2024).

O teor de PS nas SPE aumentou de 8,3% no controle para 10,7% e 44,5% nos
reatores RA e RB, respectivamente. Enquanto isso, o teor de PN caiu de 91,7% no controle para
89,3% no RA e 55,5% em RB. Nesse contexto, Tian et al. (2017), investigando os efeitos do
nanografeno (30 mg L™ e 120 mg L!) na metanogénese da glicose, também obtiveram que o
aumento nas dosagens de grafeno resultou em um aumento nos teores de PS na SPE. Os autores
comunicaram que o Gr teve efeitos significativamente positivos no aumento da concentracao
de SPE de aproximadamente 170 mg gSSV-! (88,2% PN e 11,8% PS) nos reatores controle para
200 mg gSSV! (65% PN e 35% PS) nos reatores que receberam 120 mg L' de Gr. Esses
resultados foram relacionados com a capacidade das SPE favorecerem a granulagdo do lodo e
a formarem uma matriz gelatinosa, que aglomera os microrganismos dentro do biofilme e,
assim, constroi uma barreira protetora capaz de resistir a condigdes ambientais adversas, como
os potenciais efeitos negativos causados pelo OG (Li et al., 2015).

O aumento no teor de PS nas SPE também foi reportado em outros trabalhos que
avaliaram o impacto de materiais de Gr na digestdo anaerdbia (Igarashi et al., 2020;

Muratgobanoglu et al., 2021). Murat¢obanoglu et al. (2021), investigando o impacto do OGr
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na digestdo anaerobia do esterco de vaca, observaram a partir de analises de microscopia
eletronica de varredura (MEV), que estruturas semelhantes a exopolissacarideos (SPE) no
biofilme aumentaram com a adi¢do de OGr, promovendo a formagdo de colonias ¢ a
transferéncia de elétrons entre os microrganismos. Portanto, infere-se que o aumento das SPE

contribuiu com a metanizagdo de ARS devido a promogao de sintrofia biologica e TDEI.
4.3.5 Anadlise das Comunidades Microbianas

O indice de Shannon e o Indice de Chao sdo indicadores de alfa-diversidade para
medir a uniformidade, diversidade e riqueza das espécies microbianas. Quanto maior o indice
de Shannon mais uniforme e diversa ¢ a biomassa e quanto maior indice de Chao maior a
riqueza de espécies (Dai et al., 2022). O indice Shannon indicou que ocorreu a diminui¢do da
uniformidade das espécies de bactérias e de arqueias nos reatores que receberam OG-Fe3O4 em
relagdo aos reatores sem aditivo, implicando na diminui¢ao da diversidade dos microrganismos
nessas biomassas ¢ na dominancia de determinadas espécies (Figura 9). Conforme o indice
Chao, a riqueza de bactérias e de arqueias diminuiu nos reatores RA e RB, resultando em uma

selec@o microbioldgica para a metanogénese (Figura 9).

Figura 9 — Indices de alfa-diversidade (Shannon e Chao) das
comunidades microbianas das biomassas avaliadas.
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Fonte: O autor (2025).

O OG-Fe304 aumentou a abundancia de bactérias (88,5% no controle para 90,4% e
91,6% em RA e em RB, respectivamente) e, consequentemente, reduziu da abundancia de
arqueias (11,5% no controle para 9,7% e 8,4% em RA e em RB, respectivamente) na

comunidade microbiana. Além disso, ndo foram observadas diferencas expressivas quanto as
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comunidades microbianas presentes na biomassa do reator controle e nas biomassas que
receberam OG-Fe304, sendo que as maiores alteragdes parecem ter sido provocadas pela
adaptacdo microbiologica a degradacdo do substrato (a comunidade microbiana do lodo de
inoculo ¢ substancialmente diferente das que realizaram o tratamento da ARS).

Apesar desses fatores, ocorreu o beneficiamento da metanizagdo da ARS, fato
comprovado pelo aumento do PBM e dos rendimentos de producao de CH4 nos ultimos ciclos
de tratamento, indicando que o OG-Fe3;0O4 pode atuar na melhoria da digestdo anaerdbia de
diversas formas. Nesse contexto, Tian et al. (2017) comunicaram que o Gr pode beneficiar a
metanogénese aumentando o teor e a atividade da coenzima F420, uma enzima-chave para o
processo metanogénico. Esses autores reportaram que a adi¢io de 120 mg L™ de Gr na digestdo
anaerobia de glicose aumentou o teor da coenzima F420 em 2,1 vezes em relagdo ao controle
sem aditivo, explicando a maior velocidade e as maiores taxas de utilizacao de acetato (gerado
pela fermentacdo da glicose), e, consequentemente, a maior a produgdo de CHa.

Assim, os mecanismos de aperfeicoamento da digestdo anaerdbia pelo OG-Fe3O4
ainda precisam ser mais investigados e elucidados. Porém, ¢ possivel afirmar que o material
estimulou sintrofia microbiologica ao promover a formagdao de SPE e ao estimular a TDEI,

comprovada pela maior velocidade na producdo de CH4 e na diminui¢ao do tempo de fase /ag.

4.3.5.1 Estrutura da Comunidade Bacteriana

O filo Firmicutes foi predominante ao final do tratamento da ARS, aumentando em
abundancia relativa de 67,5% no inoculo para 89,8%, 92,4% e 87,8% no controle, em RA e em
RB, respectivamente. (Figura 10A). Esse resultado indica que o aumento da abundancia
relativa desse filo esta relacionado a especializagdo microbioldgica para a degradagao da ARS
e ndo a influéncia do OG-Fe304. Conforme Lourinho et al. (2020), Firmicutes sdo bactérias
sintroficas que podem degradar AGVs e sdo comuns e abundantes em processos de degradacao
de dejetos suinos. Além disso, podem produzir uma variedade de enzimas relacionadas a
degradacao de produtos organicos complexos e sdo as bactérias predominantes na acidificagao
hidrolitica, comuns em sistemas anaerdbios com altos teores de nitrogénio amoniacal (Xiao et
al., 2021). Zhang et al. (2017), avaliando a aplicagdo de OG na digestdo anaerdbia de dejeto
suino, reportaram que a diversidade microbiana diminuiu apos tratamento e que as bactérias do

filo Firmicutes aumentaram em abundancia.



Figura 10 — Classificagdo taxonémica da comunidade bacteriana.
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O aditivo também impactou na abundancia do filo Actinobacteriota, provocando
sua reducao de 2,4% no controle para 1,4% e 1,2% em RA e em RB, respectivamente. A
abundancia dessas bactérias no lodo de indculo era superior (6,6%), indicando que a digestao
anaerobia do substrato (ARS) também influenciou na reducdo desses microrganismos.
Conforme Qin et al. (2021), o filo Actinobacteriota atua na degradagao de compostos organicos
para a formacao de acetato ¢ Ha.

O filo Chloroflexi também teve abundancia reduzida apds tratamento da ARS
passando de 18,7% no in6culo para 3,6% no controle. Porém, a maior dose de OG-Fe304
impactou positivamente esse filo, aumentando sua abundancia relativa para §,4% em RB
(Figura 10A). No entanto, em RA, a abundancia relativa de Chloroflexi foi igual a do controle
(3,6%). As bactérias pertencentes ao filo Chloroflexi sao hidroliticas-fermentativas e
desempenham papel benéfico na granula¢do do lodo devido fornecerem estrutura filamentosa
na qual os flocos sdo formados (Bovio-Winkler et al., 2023). Essas bactérias fermentam
carboidratos e proteinas em substratos de baixo peso molecular (Speirs et al., 2019). A maior
abundancia desse género nos reatores RB pode ter favorecido a formacdo de granulos
microbianos, contribuindo para a maior produ¢do de SPE e de CH4 nesses reatores,
principalmente nos dois ultimos ciclos de tratamento (Figura 9).

As classes taxondmicas mais favorecidas com o tratamento da ARS e com o aditivo
foram Clostridia, Anaerolineae e Gammaproteobacteria, enquanto Actinobacteria e
Alphaproteobacteria tiveram abundancias diminuidas com o aumento da dose de material
(Figura 10B). Clostridia sao bactérias associadas a hidrolise e fermentagdo de proteinas,
polissacarideos, aminoacidos e outros substratos organicos e estao envolvidas na degradagao
de celulose, na oxidagao do acetato sintréfico, além de atuarem na fermentacao de butirato (com
H; e acetato como produtos principais) e na homoacetogénese (Figura 10C) (Jo et al., 2022).
Conforme Hu et al. (2019), Clostridia apresentam alta tolerancia em ambientes com elevadas
concentragdes de AGVs e amonia, indicando que resistem a fatores ambientais adversos. Isso
pode estar relacionado ao aumento de sua abundancia nos reatores que receberam OG-Fe3Oa.

A classe Anaerolineae pertence ao filo Chloroflexi desempenha papel fundamental
na fermentacdo de carboidratos, produzindo acetato, H e lactato. O aumento de sua abundancia
pode aumentar a disponibilidade de substratos para o processo metanogénico (Romero et al.,
2020). Conforme Bovio-Winkler ef al. (2023), bactérias do género Chloroflexi, principalmente
da classe Anaerolineae, realizam associagdo sintréfica com arqueias metanogénicas
hidrogenotroficas, atuando como fornecedores de elétrons, resultantes da oxidacao de carbono

orginico, aos metanogénicos. Portanto, Chloroflexi e Methanobacterium, arqueia
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hidrogenotrofica com maior abundancia nas biomassas avaliadas, provavelmente estabeleceram
interacoes sintroficas de transferéncia de elétrons, como a TIEI (difusdo de H>) ou a TDEI via
OG-Fe304 ou por meio de proteinas transportadoras (e-pili € citocromo do tipo c).
Gammaproteobacteria apresentou uma maior abundancia nos reatores com maior
concentragdo de OG-Fe3Os4. Segundo Zheng et al. (2022), a magnetita (Fe3O4) enriquece
microrganismos redutores de Fe (III), como algumas bactérias da classe Gammaproteobacteria,
o que pode estimular a hidrélise de organicos complexos a compostos moleculares menores por
meio do processo de redugdo desassimilatéria de ferro (RDF), fornecendo mais substratos para
metanogenos e melhorando o desempenho da digestdo anaerdbia. As bactérias redutoras de
ferro (BRF) sdo capazes de reduzir o ferro férrico, Fe (III), utilizando-o como aceptor final de
elétrons com a oxidac¢ao de matéria organica ou H» (doadores de elétrons), obtendo energia para
suas funcdes metabodlicas (Scala et al., 2006). Esse processo contribui para a regulacido dos
processos acetogénicos e metanogénicos ao manter o ambiente em baixa pressao parcial de H».
Xu et al. (2019) relatam um mecanismo de TDEI a partir do ciclo redox de 6xidos
de ferro. Os autores comunicam que as bactérias sintroficas podem transferir elétrons advindo
da oxidacdo de alcoois ou de AGVs para 6xidos de ferro, o Fe (III) aceita elétrons e é reduzido
para 6xido ferroso, Fe (II), o qual transfere elétrons para metandgenos para reducdo de CO» a
CH; e se oxida a Fe (III), restaurando o ciclo. Assim, o proprio Fe (II) é readsorvido ao Fe (I1I)
(mineral) através da reprecipitagdo. Assim, o ciclo redox do ferro participa efetivamente na
TDEI. Esse mecanismo pode ter ocorrido nos reatores com maior dose de aditivo, contribuindo
para a utiliza¢do do substrato e para o aperfeicoamento da cinética de metanizacao da ARS.
Conforme Zhang e Tremblay (2020) e Zhong et al. (2024), os principais
microrganismos envolvidos na reducao biologica de OG sao as Geobacter e Shewanella, as
quais também sdo microrganismos relacionados a RDF, indicando que bactérias que atuam em
uma dessas vias podem atuar na outra. Com efeito, propde-se que as bactérias Clostridium sensu
stricto 1, as mais abundantes nas biomassas avaliadas pds-tratamento da ARS (60,39% no
controle, 62,73% em RA e 59,77% em RB), foram as responsaveis pela sintese do OGr, ja que
Geobacter e Shewanella nao foram encontradas nas biomassas avaliadas, e juntamente com
bactérias da classe Gammaproteobacteria possam ter participado de reagdes de RDF e na
transferéncia de elétrons por meio de 6xidos de ferro (II e III). A participacdo de bactérias
Clostridium no ciclo redox do ferro ja foi relatada em outros trabalhos (Mishra; Pradhan, 2024;
Nguyen et al., 2024). Logo, Clostridium devem ter sido as principais bactérias a atuarem nos
processos de TDEI, seja por doacdo de elétrons para arqueias por meio da superficie do OG-

Fe304 ou por participacdo no ciclo redox do ferro.
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Os géneros com maior abundancia foram Clostridium sensu stricto 1, Romboutsia,
Terrisporobacter e Turicibacter (Figura 10E). De acordo com Zhuravleva et al. (2022), os
membros do género Clostridium sensu stricto 1 sdo acetégenos capazes de realizar TDEI em
sintrofia com Methanothrix (Methanosaeta). Terrisporobacter e Turicibacter sdo bactérias
fermentadores que utilizam carboidratos, proteinas, adcidos organicos como substrato e sdo
comuns na digestdo anaerobia de ARS (Xiao et al., 2021). Em todos os reatores, as espécies
Clostridium butyricum, Clostridium disporicum, Terrisporobacter mayombei e Turicibacter

sanguinis foram as mais abundantes, todas pertencentes ao filo Firmicutes (Figura 10F).

4.3.5.2 Estrutura da Comunidade Arqueal

Os filos em maior abundancia na comunidade de arqueias foram Euryarchaeota e
Halobacterota (Figura 11A). Conforme Lourinho et al. (2020), o filo Euryarchaeota domina
as vias funcionais de formagdo de CHa, estando frequentemente em maior abundancia do que
outros filos em reatores anaerdbios. Enquanto isso, os microrganismos pertencentes ao filo
Halobacterota sao os mais diversos metabolicamente dentre os metanogénicos, € podem atuar
nas vias hidrogenotroéfica, acetoclastica e metilotrofica (Lyu; Whitman, 2019).

Os géneros de arqueias mais abundantes nos reatores foram Methanobacterium,
Methanobrevibacter ¢ Methanothrix (Figura 11E). A adicdo de OG-Fe3Os diminuiu a
diversidade e da riqueza das arqueias (Figura 9) e enriqueceu Methanobacterium, a qual teve
dominancia sobre os outros géneros (94,7% no controle, 98,7% em RA e 97,4% em RB) de
arqueias, indicando  favorecimento ~a metanogénese  hidrogenotrofica  (MH).
Methanobrevibacter teve abundancia inferior nos reatores RA (0,03%) e RB (0,13%) em
relagdo ao controle (2,9%). A espécie dominante foi a Methanobacterium beijingense.

Segundo Hu et al. (2019), os géneros Methanobacterium e Methanobrevibacter sao
microrganismos associados a MH e possuem tolerancia a altas concentracdes de AGVs e
amonia. Lin et al. (2017), avaliando a metanizacdo do EtOH com a adicdao de Gr, obtiveram o
enriquecimento de bactérias Geobacter ¢ Pseudomonas e de arqueias Methanobacterium e
Methanospirillum, indicando que esses microrganismos estabeleceram parceria para a TDEI,
contribuindo para o melhor desempenho da digestdo anaerobia do EtOH. Nesse contexto, Lin
et al. (2018) reportaram o enriquecimento de Methanobacterium em sistemas anaerdbios
adicionados de Gr tendo glicina como substrato e propuseram que esse género desempenha

papel importante na TDEI.
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Com o tratamento anaerdbio da ARS ocorreu o enriquecimento da espécie
Methanothrix soehngenii, o qual nao foi detectada no indculo. Todavia, as abundancias relativas
foram semelhantes nas biomassas avaliadas (2,27% no controle, 1,19% em RA ¢ em 2,3% em
RB), indicando que essa arqueia foi estimulada pela adaptagdo microbioldgica a degradacdo da
ARS e ndo por efeito do aditivo. Methanothrix sdo arqueias acetoclésticas e sdo capazes de
reduzir CO; a CH4 ao aceitarem elétrons via TDEI (Rotaru et al., 2014; Yang et al., 2018).
Essas arqueias tém lenta taxa de crescimento quando comparadas a outros metanogénicos
tipicos de digestores anaerdbios, como as Methanosarcina, ¢ baixa resisténcia a ambientes
acidos e com elevada concentragdo de nitrogénio amoniacal (NH3) (Hou et al., 2023a). Estudos
propdem que a Methanothrix pode ser favorecida com adicao de materiais condutores a base de
ferro, principalmente ferro de valéncia zero (FeVZ) e de Fe3O4. Zheng et al. (2022) estudando
a digestao anaerobia de dejeto suino em condigdo semisseca encontraram que a adigdo de Fe3O4
enriqueceu Methanothrix, indicando o estabelecimento de TDEI e aumentando os rendimentos
de produgdo de CH4. Zhao et al. (2018) também relataram os efeitos positivos da Fe3Os no
enriquecimento desse género de arqueias. As principais parceiras de TDEI da Methanothrix sao
os géneros Geobacter e Clostridium sensu stricto 1 (Xiao et al., 2019). Nesse sentido, aponta-
se uma correlagdo positiva entre o aumento da abundancia relativa de Clostridium sensu stricto

1 e o enriquecimento de Methanothrix soehngenii com o tratamento da ARS.



Figura 11 — Classificagdo taxonémica da comunidade arqueal.
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Com base nos resultados obtidos, propde-se que a adicdo de OG-Fe3;Os4 no
tratamento anaerobio da ARS estimulou a TDEI entre as bactérias pertencentes ao filo
Chloroflexi e as bactérias Clostridium sensu stricto 1 (filo Firmicutes) com as arqueias
metanogénicas Methanobacterium beijingense e Methanothrix soehngenii. Os principais
resultados obtidos pela insercdo de OG-Fe3Os na digestdo anaerdbia da ARS quanto aos
mecanismos de transferéncia de elétrons, sintese de OGr e os microrganismos envolvidos

nesses processos sao resumidos na Figura 12.

Figura 12 — Redugdo biologica de oxido de grafeno a o6xido de grafeno reduzido e
mecanismos de transferéncia direta de elétrons interespécies.
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4.4 Conclusao

A adigdo de oxido de grafeno funcionalizado com nanomagnetita (OG-Fe304) nos
ensaios de producdo de metano (CH4) a partir da dgua residuéria de suinocultura (ARS)
promoveu uma selecdo microbiologica para favorecimento dos processos hidroliticos,
fermentativos e metanogénicos. Chloroflexi e Methanobacterium beijingense foram os
principais microrganismos enriquecidos pelo OG-Fe3Os. Os potenciais parceiros de
transferéncia direta de elétrons interespécies (TDEI) foram as bactérias pertencentes ao filo
Chloroflexi e as bactérias Clostridium sensu stricto 1 (filo Firmicutes) com as arqueias
metanogénicas Methanobacterium beijingense ¢ Methanothrix soehngenii. A conducdo de
elétrons pela superficie do OG-Fe;O4 e pelo ciclo redox do ferro foram os potenciais
mecanismos de TDEIL. As bactérias Clostridium sensu stricto 1 devem ter participado da
reducdo bioldgica de 6xido de grafeno (OG) a oxido de grafeno reduzido (OGr) e o filo
Chloroflexi foi relacionado com o aumento da concentragdo de Substancias Poliméricas
Extracelulares (SPE) e com o aumento da producdo de CH4. O estimulo a sintrofia da
microbiota anaerdbia acelerou a velocidade de produ¢dao de CHy (k) em 31,9%, diminuiu o
tempo de adaptagdo dos microrganismos ao substrato (A) em 25,6%, aumentou a taxa maxima
de produgdo de CH4 (1) em 32,3% e o potencial bioquimico de CH4 (PBM) em 17,4% nos
experimentos em longo prazo (terceiro ciclo).

Conclui-se que 0 OG-Fe304 torna a digestdo anaerobia da ARS mais eficiente ao
aumentar e acelerar a producao de CHa. Seus efeitos benéficos sobre a digestdo anaerdbia sdo
mais expressivos em experimentos de longo prazo, pois o0 OG pode ser reduzido a OGr, o que
promove gasto energético, e adsorver matéria organica solavel, limitando o teor de substrato
disponivel aos microrganismos metanogénicos.

Como perspectivas para futuros trabalhos tém-se o estudo da razdo ideal entre OG-
Fe304 e solidos suspensos volateis presentes nos reatores anaerdbios, a avaliagcdo do tratamento
da ARS com OG-Fe304 em diferentes modelos de reatores que permitam a imobilizagcao dos
materiais com alimentagdo em fluxo continuo ou formas de separacao dos aditivos condutores
no efluente. A identificacdo de parceiros de TDEI (bactérias e arqueias) e as enzimas ativadas
por meio de metaprotedOmica, a analise de viabilidade econdmica da utilizagdo de OG-Fe3zO4
em sistemas anaerobios e a aplicacao deste material na metanizacdo de diversos residuos

agricolas, agroindustriais e urbanos também podem ser temas para novos estudos.
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4.5 Material Suplementar

Caracteriza¢ao do Substrato Bruto e do Inoculo

E apresentado na Tabela 5 a caracterizacdo fisico-quimica e microbiolégica da
agua residuaria de suinocultura (ARS) in natura. Obteve-se elevada concentracao de matéria
organica total (16.933 mgO> L) e particulada (11.554 mgO, L), de sélidos totais (14.012
mgST L), de solidos suspensos totais (7.917 mgSST L) e de nutrientes, como fosforo (510,6
mgPO4 L) e nitrogénio (661,6 mg-N L.

Tabela 5 — Caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica da ARS (in natura).

Parametro Unidade Média Desvlo Parametro Unidade Média Desvlo
Padriao Padriao
Fosforo 371
pH ; 7,1 ; Tot mg POSLY 5106 22
CE uS cm! 1.338,0 - Ortofosfato mg PO43L-! 191,1 11,8
Cor mgPt-CoL!  4.116,7 38,2 Fosforo o pOSLT 3195 64,0
Aparente Organico
Cor -1 2- 2-7 -1
Verdudcira  MEPtCOL 1.865,0 13,2 SO4 mg SOZ L 114,6 1.8
Alcalinidade = mgCaCO; L 2.366,7 153,2 F- mg FL! 3.3 0,0
Acidez mgH;COOH L' 3.303,4 126,5 Cr mg CI'L"! 174,1 2.2
Nitrogénio mg-N L' 661,6 40,5 ST mgSTL! 14012 642,1
Total
NTK mg NTK-N L' 660,6 40,6 STV mg STV L' 9.728 784
Nitrogénio . Norg:NL' 424, 39,6 STF mgSTFL' 4283 850
Organico
Nitrogénio NHNLT 2361 1,6 SDT mg SDTL' 6041 225
Amoniacal
NO» mgNOyNL' 05 0,9 SDV mgSDVL'  3.000 630
NOy mg NOs-NL" 0,5 0,6 SDF mg SDEL'  3.041 449
DQOr mgO, L™ 16.933 423 SST mg SST L 7.971 859
DQOs mgO, L! 4.034 414 SSV mg SSV L 6.729 769
DQOr mgO0, L! 11.554 700 SSF mg SSF L 1.242 407
DBOs*Cy mgO, L! 8.700 424 0.G mg O.G L 1.253,3  231,8
DBOs>°Cg mgO, L! 6.150 212 CT NMP 100mL"! 1,6E+08 -
DBOs2°Cp mgO, L! 2.550 212 E.coli NMP 100mL"!'  9,9E+07 -

Legenda: CE: condutividade elétrica. NTK: nitrogénio total Kjeldahl. NO,™: nitrito. NO;3™: nitrato. DQOr s p:
demanda quimica de oxigénio total, solavel e particulada. DBOr s p: demanda bioquimica de oxigénio total, soluvel
e particulada. SO4>: sulfato. F: fluoreto. CI- cloreto. ST: soélidos totais. STV: soélidos totais volateis. SFT: sélidos
totais fixos. SDT: so6lidos dissolvidos totais. SDV: solidos dissolvidos fixos. SST: sélidos suspensos totais. SSV:
so6lidos suspensos volateis. SSF: sélidos suspensos fixos. O.G: 6leos ¢ graxas.

Fonte: O autor (2025).
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Ressalta-se a elevada alcalinidade total desse efluente (2.366,7 mgCaCOs L),
ocasionada, principalmente, pelas elevadas concentragdes de nitrogénio amoniacal total (236,1
mg NH3-N L) advindo da degradagio anaerdbia de proteinas e de aminoacidos comumente
presentes na dieta de suinos. Conforme Morais et al. (2021a), as ARS podem apresentar
alcalinidade total na faixa de 560 a 4780 mgCaCOs L', valor superior a de outras aguas
residudrias agroindustriais (ARAs), como as dguas residudrias de abate bovino (ARAB, 80 a
1500 mgCaCOs L), 4guas residuérias da producio de cerveja (ARPC, 190 a 3170 mgCaCOs
L), aguas residuarias do beneficiamento de leite (ARBL, 140 a 620 mgCaCOs L), e 4guas
residuarias do beneficiamento de frutas para a producdo de sorvetes (ARBFS, 220 a 1500
mgCaCO; L!). Também é possivel confirmar a elevada carga microbiologica pelos valores de
Coliformes Termotolerantes (CT) e de Escherichia coli (E. coli).

A relagdo entre carbono e nitrogénio (C/N) presente na ARS ¢ igual a 25, indicando
um balango apropriado entre matéria organica e nitrogénio para a biometanizagao do substrato.
Uma alta relagdo C/N indica um déficit de nitrogénio, o que pode promover acimulo de acidos
organicos e provocar a acidificagdo do reator anaerobio. J4 em uma baixa relacdo C/N, o
nitrogénio pode se acumular na forma de amoénia e provocar efeitos toxicos sobre os
microrganismos metanogénicos. A relagdo DQO/DBO da ARS ¢ menor do que 2,5, indicando
sua tratabilidade em processos biologicos.

O lodo utilizado como indculo apresentou AME média de 0,141 gDQOcua gSSV™!
d!, valor superior a 0,100 gDQOcns gSSV ' d”!, 0 qual é a condigdo minima para um in6culo

ser utilizado em testes de PBM com substratos reais (Angelidaki ez al., 2009).



71

-1
10~PH

[NAL] = [NAT] - <1 + 10_(0‘090184_2727?,92)) Eq. 4.51

Vera = CHy " Ppgn - K Eq. 4.S2
— VP TRef Eq. 4.3

PRef " TTest
PBM = YcHsr = Vcnac Eq. 4.4
Mssy
Onde:

NAL é a concentragio de nitrogénio amoniacal livre (mg NH3-N L'); NAT ¢ a concentragio
de nitrogénio amoniacal total (mg NH3-N L); T é a temperatura em kelvin (K); Vcus é 0
volume de CH4 gerado (mLcns); CHs € a porcentagem de metano no biogas; Pman € a pressao
registrada pelo mandmetro (mbar); K é o fator de conversio (mLcus4 mbar™); Vup é 0 volume
de headspace do reator (mL); Trr € a temperatura de referéncia (273 K); Prr € a pressao de
referéncia (1 atm = 1013,25 mbar) e Tws ¢ a temperatura de teste em Kelvin (K); PBM ¢ a
produgio bioquimica de metano (NLcns kgSSV™); Venar é 0 volume total de metano produzido
no reator de trabalho (NLcn4); Vchac € o volume total de metano produzido no reator de controle

endogeno (NLchn4), € Mssv € a massa de solidos no reator de trabalho (kgSSV).

AME =%z Eq. 4.85
1000

fr=%Gnen Eq. 4.6

Onde:

AME ¢ atividade metanogénica especifica (gDQOcus gSSV™! d'); u é a taxa méxima de
producdo de metano (NLcus KgSSV™! d!); f(T) é o fator de correco para uma temperatura de
operagdo do reator (gDQOcns NLcua'); P é a pressdo atmosférica (1 atm); Kpgo é DQO
correspondente a 1 mol de CH4 (64 gDQO mol™!); R é a constante de gas (0,08206 atm L mol!

K!) e T é a temperatura de operacio do reator (°C).
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Tabela 6 — Equacdes utilizadas no calculo do balan¢o de massa e de rendimentos.

Equacio do Balanco de Massa Equacio
DQOparricurapa = DQOapricapa — DQO0soruveL Eq. 4.57
BMA = DQOsoruver + DQOparricurapa + DQO0chs + DQOssy Eq. 4.58
DQOseq+ssy = DQOapricapa — DQOsoriver — DQOparricurapa — DQO0cha Eq. 4.59
DQOgemovina =0DQOAPLICADA — DQOsor6vEL Eq. 4.510
Vigp = —lCHs Eq. 4811
D Q0R5M0VIDA.
CH4
Y2 =— Eq. 4.512
H* 7 DQ gAPICADA.
%
=~ ">7 Eq. 4.S13
ssv DQO Oapicapa.
REMOVIDA
ER=—F—7— Eq. 4.514
DQOgpicapa

Legenda: DQOapricapa: Massa de DQO total inserida no reator; DQOparTicuLapa: Massa de DQO particulada
efluente; DQOsoLuveL: Massa de DQO soluvel total efluente; BMA: Balango de massa; DQOcn4: Massa de DQO
removida por producdo de CHs; DQOscq+ssv: Massa de DQO direcionada para crescimento celular ou removida
por sedimentagdo; DQOgremovipa: Massa de DQO removida do sistema; Y 1: rendimento de producao de CHy por
DQO removida; Y2: rendimento de produgido de CH4 por DQO aplicada; Yssv: rendimento de produgéo de sélidos.
ER: eficiéncia de remogao.

Fonte: O autor (2025).

Tabela 7 — Descrigdo teorica e equagao dos modelos matematicos aplicados no estudo cinético
da producdo de metano.

Descricao dos Modelos Matematicos Equaciio do modelo matematico Equacio
Primeira-Ordem Exponencial
Aplicado a substratos facilmente biodegradaveis. M, = M[1 — exp(—kt)] Eq. 4.S15
Estimar a velocidade de produgdo de CHy (k).
Gompertz Modificado

Este modelo ¢ um dos mais aplicados para estimar a
producdo de CH4 em testes de PBM. Permite estimar
o tempo de fase lag (1) e a taxa maxima de producéo
de CH4 (p). A fungdo de Gompertz tem um ponto de
inflexao fixo e ¢ assimétrica em relacdo ao seu ponto.
A curva desta fun¢do ¢ modelada de acordo com a
localizacdo do ponto de inflexao.

M, = Mexp {~exp [% @-0+1]}  Eq.4516

Logistico
Estimar o tempo de fase lag (A) e a taxa maxima de M
producdo de CHy4 (p). Possui um ponto de inflexdo M, = —
fixo e a curva ¢ modelada de acordo com sua 1+ exp W +2 Eq. 4517

localizagdo. E uma funcio simétrica em relagdo ao
seu ponto de inflex@o.
Legenda: M;: metano acumulado (NLcus KgSSV'); M: volume total de metano gerado (NLcys KgSSV); k:
constante de velocidade produgio de metano de primeira-ordem (d™'); t: tempo de digestio (d); e: niimero de Euler
(adimensional); A: tempo da fase lag (d); p: taxa maxima de producdo de metano (NLcus KgSSV! d).
Fonte: Morais et al., (2021D).
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Zi(yi,exp - Yi,est)2

R?=1- Eq. 4.S18
Zi(yi,exp_ }7)2 q

z:i(Yi,exp_ Yi,est)2

NRMSE = B =100 Eq. 4.S19
(Ymax_ Ymin)

AIC =N -in(3) + 2k Eq. 4.520
N q. 4.

Onde:

R? ¢ o valor do coeficiente de determinacdo (adimensional); Yi,exp é o valor dos dados
experimentais; Yi,est é o valor estimado pelo modelo; Y é a média dos dados experimentais;
NRMSE ¢ um erro quadratico médio (adimensional); n ¢ o nimero de pontos de dados
experimentais (observagdes); Ymax e Ymin sdo os valores maximo e minimo observados para
a varidvel resposta avaliada, respectivamente; AIC ¢é o Critério de Informacdo de Akaike
(adimensional); N ¢ o numero de observacdes de dados experimentais; SS € a soma quadrada

dos residuos e k ¢ o nimero de parametros do modelo.
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Tabela 8 — Parametros utilizados para comparar os resultados do ajuste cinético realizado pela
aplicacdo de diferentes modelos matemadticos nos ensaios de PBM com OG-Fe;0q4.
1° Ciclo de Tratamento

Modelo Parametros Reator Controle Reator A Reator B
Primeira Ordem R’ 0,884 0,908 0,905
Exponencial NRMSE 11,23 9,30 10,36
AIC 95,48 80,00 90,90
R? 0,960 0,953 0,969
Gompertz Modificado NRMSE 6,61 6,67 5,95
AIC 79,47 70,71 74,05
R? 0,983 0,972 0,987
Logistico NRMSE 4,36 5,16 3,77
AIC 65,34 61,97 58,57

2° Ciclo de Tratamento

Modelo Parametros Reator Controle Reator A Reator B
Primeira Ordem R’ 0,954 0,991 0,993
Exponencial NRMSE 7,40 2,96 2,58
AIC 67,64 39,33 34,84
R? 0,977 0,984 0,985
Gompertz Modificado NRMSE 5,25 4,01 3,86
AIC 58,01 51,70 50,54
R? 0,975 0,978 0,980
Logistico NRMSE 5,44 4,69 4,49
AIC 59,23 57,00 55,72

3° Ciclo de Tratamento

Modelo Parimetros Reator Controle Reator A Reator B
Primeira Ordem R® 0,936 0,967 0,940
Exponencial NRMSE 8,96 6,31 8,86
AIC 92,67 83,35 97,76
R? 0,986 0,995 0,982
Gompertz Modificado NRMSE 3,67 2,50 4,81
AIC 64,36 53,79 79,01
R? 0,996 0,997 0,991
Logistico NRMSE 2,21 1,97 3,35
AIC 47,03 45,76 66,67

Fonte: O autor (2025).
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5 EFEITO DA APLICACAO DE CARVAO ATIVADO GRANULAR, FERRO DE
VALENCIA ZERO E NANOMAGNETITA NA METANIZACAO DA AGUA
RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

RESUMO

A aplicacao de materiais condutores (MCs) de elétrons, como o carvao ativado granular (CAG),
o ferro de valéncia zero (FeVZ) e a nanomagnetita (Fe3O4), na digestdo anaerobia (DA) de
residuos organicos apresenta-se como uma estratégia atraente para elevar a produgado de metano
(CHa) e acelerar o processo cinético metanogénico. Isso decorre de diversos beneficios, como
o estimulo a sintrofia microbiana e a transferéncia direta de elétrons interespécies. Apesar disso,
ndo existe um consenso na literatura sobre a concentragdo ou a dose a ser utilizada desses
materiais. A maioria dos estudos analisam a aplicacdo de elevadas concentracdes de MCs, o
que onera o processo do tratamento anaerdbio, tornando a utilizagdo inviavel economicamente.
Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da aplicagdo de carvao ativado
granular, ferro de valéncia zero e nanomagnetita na metanizagdo da agua residuaria de
suinocultura, avaliando os pardmetros cinéticos que governam a producdo de metano,
analisando as alteragdes nas comunidades microbianas e discutindo os principais mecanismos
de transferéncia de elétrons promovidos por esses materiais. O teste de potencial bioquimico de
metano (PBM) foi realizado em reatores de vidro com 100 mL de volume reacional inoculados
com lodo de cervejaria, operando em regime de batelada com dois ciclos de tratamento, cada
um com 35 dias, totalizando 70 dias de ensaio, mantidos a 37 °C a 150 rpm. Foram adicionadas
aos reatores doses de 10% (0,4 g L' ou 0,1 g gSSV™1), 50% (2,0 gL' ou 0,5 g gSSV1') e 100%
(4,0 gL' oul g gSSV') de MCs em relagido a concentragdo de solidos suspensos volateis (4,0
gSSV L) aplicados nos reatores. Considerando o segundo ciclo de tratamento, a dose de 4,0 g
L de cada aditivo foi a que mais otimizou a DA do substrato avaliado. O CAG foi o material
que mais beneficiou a cinética metanogénica, promovendo auséncia de fase lag e elevando em
52,9% e em 63,6% a velocidade e a taxa maxima de producao de CHjy, respectivamente. O
FeVZ foi o material que mais aumentou o PBM (+15,2%) e o teor de CH4 no biogés (+13,5%).
Enquanto isso, o aumento da dose de Fe3O4 também aperfeicoou o processo cinético de geragao
de CHa4, mas doses superiores a 0,4 gFe;04 L' ndo produziram impactos positivos adicionais
ao PBM. Todos os MCs aumentaram a abundancia relativa de bactérias sintréficas oxidantes
de 4cidos graxos volateis. Arqueias metanogénicas hidrogenotroficas do género Methanolinea

foram enriquecidas pelo FeVZ. Arqueias metanogénicas acetoclasticas do género Methanothrix
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tiveram abunddncia expressivamente aumentada pela Fe3O4, correspondendo a
aproximadamente 88% da populacio de arqueias nos reatores com 2,0 e 4,0 gFe;Os L.
Bactérias sintroficas das classes taxondmicas Synergistia, Spirochaetia, Syntrophobacteria,
Syntrophorhabdia, Syntrophomonadia, Syntrophia, Clostridia e as pertencentes aos géneros
Clostridium sensu stricto 1, Mesotoga, Longilinea e JGI-0000079-D21, sdo os potenciais
parceiros de TDEI das arqueias Methanothrix soehngenii. Conclui-se que os MCs otimizaram

a DA da ARS.

PALAVRAS-CHAVE: Carvao ativado granular; Ferro de valéncia zero; Materiais condutores;

Nanomagnetita; Transferéncia direta de elétrons interespécies.

PONTOS DE DESTAQUE
e A cinética de metanizagdo foi otimizada com 4,0 g L™! de material condutor;
e Os materiais condutores enriqueceram bactérias sintroficas oxidantes de AGVs;
e CAG foi o material que mais beneficiou a cinética metanogénica;
e FeVZ foi o aditivo que mais elevou o PBM e o teor de CH4 no biogés;

e Fe304 foi o suplemento que mais enriqueceu arqueias metanogénicas acetoclasticas.

RESUMO GRAFICO

Figura 13 — Resumo Gréfico.
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BIOQUIMICO DE METANO
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* Promove a TDEI.

CONTROLE CARVAO ATIVADO
Sem adicdo de GRANULAR (CAG)
materiais condutores a0geacL?

* Enriquecimento de bactérias sintréficas
oxidantes de propionato
(Syntrophotobacteria, Syntrophohabdia);
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(Methanothrix); 4,0 gFeVZ L1 4,0 gFe;0, 1

* Promove a TDEL.
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CONTROLE CAG FeVZ Fes04

PBM 174 NLCH, KgVss™' +4,9%  +152% +10,3%
U 12,5NLCH, Kgvss'd" +636%  +556% +52,6%
K o04120d" +52,9%  +34,8% +37,7%

Fonte: O autor (2025).

RESULTADOS
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5.1 Introducao

A aplicacdo de mediadores redox insoluveis (MRIs), também denominados de
materiais condutores (MCs) de elétrons, como promotores da digestdo anaerobia (DA) vem
ganhando notoriedade nos estudos sobre o tratamento anaerdbio de residuos orgéanicos (Sun et
al., 2023). Esses materiais estimulam a sintrofia microbiana, funcionando como condutores
elétricos, e facilitando a Transferéncia Direta de Elétrons Interespécies (TDEI) de
microrganismos exoeletrogénicos (bactérias fermentativas doadoras de elétrons) para
microrganismos endoeletrogénicos (aqueias metanogénicas ou bactérias aceitadoras de
elétrons), tornando a DA mais eficiente e estavel. A TDEI ¢ o estabelecimento de conexdes
fisicas ou elétricas compartilhadas entre as células microbianas, ocorrendo por meio de
proteinas condutoras ligadas a membrana celular, como citocromos do tipo ¢ (OmcS) e pili
eletricamente condutor (e-pili), ou via MCs (Wu et al., 2023).

Estimular a TDEI via MCs tem sido uma forma inovadora de melhorar o
desempenho da DA convencional baseada na Transferéncia Indireta de Elétrons Interespécies
(TIEI). A TIEI ocorre por meio de mediadores redox solubilizados (MRSs), como o hidrogénio
(Transferéncia de Hidrogénio Interespécies - THI), e o formiato (Transferéncia de Formiato
Interespécies - TFI), sendo facilmente afetada pela pressao parcial de hidrogénio (H2), pela
necessidade de difusdo das moléculas transportadoras de elétrons e pela distdncia entre os
microrganismos, ocasionando baixa eficiéncia na producdo de metano (CH4) (Kong; Zhang,
2023). Em contraponto, a TDEI ndo ¢ afetada por esses fatores, possuindo uma taxa
transferéncia de elétrons de 8 a 9 vezes maior do que a TIEI (CHEN et al., 2022a).

Os materiais que podem mediar a TDEI podem ser constituidos por carbono, como
o carvao ativado granular (CAG), o biocarvao (biochar) e o 6xido de grafeno, ou por ferro,
como o ferro de valéncia zero (FeVZ), a nanomagnetita (Fe3O4) e a hematita (Fe2O3). Em geral,
esses materiais possuem propriedades fisico-quimicas, como grande éarea de superficie
especifica, condutividade elétrica superior a dos e-pili, biocompatibilidade e estabilidade
quimica, que estimulam, além da TDEI, outros mecanismos benéficos a DA, como granulagao
do lodo anaer6bio, imobilizagdo microbiana, formacdo de Substincias Poliméricas
Extracelulares (SPE), adsor¢do de matéria organica e de compostos toxicos, regulacido de pH,
efeito tampao e ativacdo de enzimas-chave para os processos acidogénicos e metanogénicos
(Nguyen et al., 2021). Por esses motivos, os MCs podem reduzir o tempo de fase /ag, adaptagcdo
dos microrganismos as condi¢des ambientais e operacionais em reatores anaerobios, promover

estabilidade operacional, inibir o acimulo de acidos graxos volateis (AGVs), enriquecer a
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populacdo de arqueias metanogénicas, aumentar a velocidade e a taxa maxima de producdo de
CHg4, bem como aumentar o teor de CH4 no biogas (Yin et al., 2020).

Nesse contexto, 0 CAG ¢ um dos materiais mais aplicados para a otimizar a DA
devido suas propriedades notaveis, como resisténcia mecanica, estabilidade quimica,
biocompatibilidade e elevada area de superficie especifica para crescimento microbiano, que
promove a retengcdo de biomassa e favorece a formagao de biofilmes e de SPE, apresentando
sitios reativos cataliticos que oferecem melhores interacdes para troca de elétrons, e elevada
porosidade que garante excelente capacidade de adsor¢do (Gahlot et al., 2020). O CAG atua
como um capacitor, armazenando elétrons para posteriormente fornecé-los a microrganismos
exoeletrogénicos (L. Xiao et al., 2022). Por isso, esse material também funciona como mediador
redox, substituindo o OmcS e os e-pili na transferéncia de elétrons, diminuindo, assim, as perdas
energéticas relacionadas a produgdo e ativacdo dessas proteinas (Cavalcante et al., 2021). O
principal mecanismo de TDEI relacionado ao CAG ¢ a condugao de elétrons por sua superficie
rica em grupos funcionais que atuam como mediadores redox, como quinonas, lactonas,
hidroxilas e éteres (Van Der Zee et al., 2003). Os microrganismos podem se aderir a qualquer
ponto do CAG, sem a necessidade de fazerem contato direto célula a célula, contribuindo para
o estabelecimento mais rapido da TDEI (Zhao et al., 2020).

A elevada superficie especifica e a porosidade do CAG promovem propriedades
adsorventes, tornando-o uma ferramenta amplamente utilizada no tratamento de residuos
organicos onde ha a presenca de agentes inibitdrios que interferem na metanogénese, como
fenois, amonia, sulfatos, metais pesados, AGVs, sulfeto de hidrogénio (H2S), antibidticos e
compostos organicos aromaticos e alifaticos (L. Xiao et al., 2022). Devido a capacidade de
adsorver AGVs, o CAG age na estabiliza¢cdo de variacdes do pH, funcionando como um tampao
e protegendo a biomassa anaerdbia de choques de carga organica (Paritosh et al., 2020).

Outro material singular que pode beneficiar a DA e ¢ considerado um aditivo de
baixo custo ¢ o FeVZ (J. Zhang et al., 2020). Em meio anaerobio, a oxidagdo do FeVZ, reacdes
apresentadas nas Equagées 5.1 a 5.3, gera ions ferrosos (Fe?"), hidroxilas (OH") e H exdgeno
(aquele que nao ¢ formado pela degradacdo da matéria orgénica), o qual pode ser utilizado por
arqueias hidrogenotroéficas para reduzir CO2 a CHs ou pode ser direcionado para a produgdo de
acido acético via bactérias homoacetogénicas (Baek et al., 2019). Além disso, esse material
pode tamponar a acidez de sistemas anaerdbios, contribuindo para o aumento do pH, por meio
do consumo de cation de hidrogénio (H") e da liberagio de OH™ (Equacdes 5.1 ¢ 5.2),
diminuindo o risco de toxicidade por acumulo de AGVs (He et al., 2022). A corrosdo anaerobia

do FeVZ com 4gua ocorre preferencialmente em meio acido, onde ha maior concentragao de
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H", mas também pode ocorrer, de forma mais lenta, em pH neutro (Baek et al., 2019; Vyrides
etal., 2018).

O Fe?" é fundamental para o crescimento de bactérias fermentativas e de arqueias
metanogénicas, pois age como um estimulante da producdo e da atividade de enzimas
acidogénicas, como as enzimas acetato quinase, piruvato-ferredoxina oxidorredutase,
fosfotransacetilase, butirato quinase e fosfotransbutirilase, ¢ metanogénicas, como a
hidrogenase redutora de F420 (HrF420) (Chen et al., 2020). O Fe-S ¢ um grupo ativo na
HrF420, a qual participa juntamente com a coenzima F420 (cF420) da redugdo de CO2 a CHa.
O Fe?* atua como um cofator, estimulando a formagio de Fe-S e melhorando a fungdo da cF420
(Zhao et al., 2018b). Além desses beneficios, o Fe?" é nutriente para bactérias redutoras de
sulfato (BRS) e pode combinar-se com H»S para formar sulfeto de ferro II (FeS), removendo
por precipitagdo o enxofre presente no meio reacional (Ruan et al., 2017).

Mesmo em ambientes estritamente anaerdbios, o Fe?" pode reagir com agua (H20)
e tragos de oxigénio dissolvido (OD < 0,2 mg L") para formar ion férrico (Fe**) ou oxidos de
ferro (III), como a magnetita (Fe3O4), a lepidocrocita (FEOOH) e o hidroxido de ferro (I1I)
(Fe(OH)3), ligados a superficie do FeVZ (reacdes apresentadas nas Equacdes 5.4 a 5.7) (J.
Zhang et al., 2020). Esses oxihidroxidos de ferro formados na superficie do FeVZ sao
mediadores de elétrons eficientes e capazes de acelerar o transporte de elétrons. O tipo de 6xido
na superficie do FeVZ varia com o OD disponivel na agua. A alta concentracdo de OD, meio
aerobio, resulta em altas taxas de oxidagdo e favorece a formagdo de FeOOH ou de Fe(OH)s,
enquanto a Fe3O4 seria o produto preferencial sob condi¢des andxicas ou anaerobias (Shi et al.,
2021). Os oxidos de Fe (IIT) também participam de diversos mecanismos de remog¢ao de matéria
organica em meio anaerobio, como a adsorcao, a floculagdo e a precipitagdo (Ye et al., 2021).
Em condi¢des neutras, o 6xido de Fe(Ill) ¢ insoltivel em agua e pode atuar como aceptor de
elétrons, sendo reduzido a Fe (I), na degradagdo da matéria organica por bactérias redutoras de

ferro (BRF) (Honetschldgerova et al., 2018).

Fe’ + 2H,0 — Fe*" + H, + 20H Eq. 5.1
Fe’ + 2H" — Fe** + H, Eq.5.2
CO, + 4H, — CH, + 2H,0 Eq. 5.3
4Fe*" + 4H" + 0,— 4Fe*" + 2H,0 Eq. 5.4
4Fe’" + 10H,0 + O,— 4Fe(OH), | + 8H' Eq. 5.5

4Fe*" + 6H,0 + O,— 4FeOOH| + 8H" Eq. 5.6
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6Fe’" + 6H,0 + 0,— 2Fe;04] + 12H" Eq. 5.7

A condugao de elétrons no FeVZ ocorre em sua superficie condutora, devido aos
elétrons “livres” caracteristicos de ligagdes metalicas, que propicia o estabelecimento de TDEI
entre bactérias acidogénicas e arqueias metanogénicas. Segundo Dai et al. (2022), o FeVZ
possui boa bioafinidade, forte redutibilidade quimica e grande area superficial, caracteristicas
que facilitam o estabelecimento de conexdes elétricas entre a superficie microbiana e o ferro,
estimulando a TDEI de curto alcance. O FeVZ também promove a TDEI ao aumentar a
capacidade de transferéncia de elétrons (ETC) de SPE, que indica as quantidades de grupos
oxidativos e redutores disponiveis para trocar elétrons, como quinona e hidroquinona, e
aumentar o conteudo proteico das SPE, constituido principalmente por exoenzimas eletroativas
(proteinas redox), formadas por ions de ferro, que funcionam como transportadores de elétrons
(Li et al., 2019; Shi et al., 2016). De acordo com Yu e Zhang (2019), essas proteinas contém
grupos amida e ligagdes H que podem participar na transferéncia de elétrons de longo alcance.

Além disso, o FeVZ tem um impacto positivo na sedimentabilidade do lodo
anaerébio devido sua capacidade de promover a formagdo de agregados microbianos (Liu et
al.,2011; Zhu et al., 2012). De acordo com a teoria DLVO, quando duas superficies t€m uma
carga do mesmo sinal, ha uma forga repulsiva para impedir a aproximagado de uma célula a outra
(Schmidt; Ahring, 1994). O Fe*" reduz a repulsio elétrica entre bactérias, as quais geralmente
possuem cargas negativas, aumentando a interagdo célula a célula e promovendo a agregacao
de microrganismos (You et al., 2017). Além disso, o Fe?* aumenta a producdo de SPE dos
granulos anaerobios, o que ¢ vital para manter uma estrutura do lodo intacta (Liu ef al., 2004).
Estudos indicam que as SPE podem diminuir a carga negativa das superficies celulares e, assim,
facilitar a conexao de duas células vizinhas fisicamente entre si (Morgan et al., 1990; Tsuneda
et al., 2003). Assim, a interagdo entre Fe™? ¢ SPE pode facilitar a formacio de granulos
anaerobios.

Dentre os 6xidos de ferro, a nanomagnetita (Fe3O4) ¢ um dos MCs comumente
utilizados para aprimorar a DA via TDEI, devido a suas excelentes propriedades magnéticas,
baixa resistividade elétrica e baixo potencial redox (Feng et al., 2023). Esse 6xido de ferro tem
a capacidade de reprimir a expressdo do gene OmcS, preservando energia que seria utilizada
para sintese dessa proteina, e substitui os OmcS localizados nos e-pili, aumentando a
capacidade condutora dessas proteinas e fornecendo um canal de fluxo continuo de elétrons de
exoeletrogénicos para endoeletrogénicos (Liu ef al., 2015). A Fe3O4 € relacionada a TDEI de

curto alcance devido ao cristal de Fe3O4 ser geralmente menor que o tamanho das células
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microbianas. Assim, duas células precisariam estar a nandmetros uma da outra para estarem
simultaneamente em contato com o mesmo cristal de Fe304 e estabelecerem TDEI (Zhao et al.,
2020). A condugao de elétrons pela Fe3O4 ocorre por meio de reagdes de oxidagdo-redugdo a
partir de seus 0xidos de ferro constituintes (FeO e Fe2O3) (Feng et al., 2023).

A Fe304 também estimula a secrecao de SPE com alta capacidade de aceitar e doar
elétrons, acelerando processos de transferéncia de elétrons (Yu et al., 2021). Além disso, a
Fe3O4 pode enriquecer bactérias redutoras de ferro (BRF), como Geobacter, Shewanella e
Clostridium, as quais sdo capazes de usar a reducdo de Fe(Ill) para conservacao de energia
durante a oxidacdo de H» e ou de matéria organica, provendo mais substratos a arqueias
metanogénicas para produ¢ao de CHs (Peng et al., 2018). Os principais mecanismos de
transferéncia de elétrons na DA, a saber TIEI por difusdo de H>, e TDEI via proteinas

condutoras, como OmcS e e-pili, ou mediada por MCs, sdo ilustrados na Figura 14.

Figura 14 — Mecanismos de transferéncia de elétrons na digestao anaerdbia.

@ DIFUSAO DE HIDROGENIO E-PILI co, Prodiites @ CITOCROMOS DO TIPO C

LR . :
/’Voxmados Organicos

/ A /r
~ Organicos

Produtos
oxidados

— \ B W
Organicos WX e
L[J) WY {‘ = CH4
o
Produtos co,
@ MATERIAIS CONDUTORES oxidados ® NANOMATERIAIS ASSOCIADOS A E-PILI
Organicos
Produtos 7 - CH, o~
oxidados w_ ../} ﬂ co, \ Produtos
o a2
3 ; B e = co 5 —p - oxidados
Organicos R # CH P =
W e =
> = U 4 CH, —~ZA ="~ organicos
o™ e & > .
Produtos<——{ = (e’ e @ o).
oxidados /'@, 5 E’ % Y Produtos
i - » = = i
_h e D 0, €O, ~ = oxidados
Orgénicos e e, e
I[ { s CH, ® -,_/ N B Organicos
Produtos AC,B- CH, '
oxidados £
Cit. GBI  pactér A i _ Materiais
1:::? . A ! ok L e Nanocondutores

Fonte: O autor (2025).

Conforme Sun et al. (2023), a aplicacdo desses materiais em sistemas de tratamento
anaerobio costuma ser realizado em excesso com elevadas concentragdes, entre 10,0 e 50,0 g
L para CAG, e entre 1,0 e 10,0 g L' para materiais de ferro, o que onera o processo e o torna
economicamente invidvel. Além disso, ha uma dificuldade em comparar estudos com a
aplicacdo de MCs no tratamento anaerdbio de residuos orgénicos, pois ainda ndo existe um
consenso na literatura quanto as doses ideais desses materiais, as quais sofrem influéncia de

diversos fatores, como do tipo de substrato, do tipo de reator, do tipo de biomassa anaerobia
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utilizada como indculo e da quantidade de biomassa ativa nos reatores. Cavalcante ef al. (2021),
propdem que a razdo entre a massa de material adicionado pela massa de solidos suspensos
volateis (SSV) adicionada aos reatores (rMC/SSV) seja utilizada como parametro de
padronizagdo para comparagdo de estudos de Potencial Bioquimico de Metano (PBM). Apesar
dessa proposicao ser um avancgo para estudos de metanizagdo estimulada por MCs, esse critério
nao leva em consideracdao a Atividade Metanogénica Especifica (AME) dos indculos, a qual
reflete na sintrofia microbiana pela capacidade de metabolizar um determinado substrato, € nem
as caracteristicas dos diferentes tipos de indculos que podem ser utilizados nos testes de PBM,
o que reforca a dificuldade para a obtengdo de doses 6timas de MCs para o tratamento
anaerobio. Assim, € necessario aprofundar os conhecimentos sobre o uso de MCs na DA de
residuos organicos, principalmente na busca por doses ideais ou reduzidas que beneficiem o
processo anaerobio e que viabilizem a aplicacdo desses aditivos sob aspectos econdmicos.

Em termos praticos, a principal fungdo da aplicagdo de aditivos condutores de
elétrons em digestores anaerobios ¢ aumentar producdo de biogas e de CHa4. Nesse contexto, a
metanizagdo da agua residuaria de suinocultura (ARS) apresenta-se como um processo
importante a ser otimizado pela adigdo de MCs. A ARS ¢ um efluente agricola gerado a partir
da mistura de 4gua, racdo, urina e esterco de porco. Esse efluente apresenta elevadas
concentragdes de solidos suspensos totais, matéria organica, nas formas de demanda bioquimica
de oxigénio (DBO) e de demanda quimica de oxigénio (DQO), nutrientes, como nitrogénio (N)
e fosforo (F), microrganismos patogénicos € contaminantes emergentes, como antibidticos e
horménios (MORAIS et al., 2021a). A composicdo da ARS pode variar dependendo da
quantidade de agua utilizada para limpeza das baias, tamanho da criacdo de suinos e da
composi¢ao da ragao (N. Chen et al., 2023). Conforme Zhou et al. (2024), a ARS pode conter
1.000 a 30.000 mg L' de DQO, 600 a 2.400 mg L' de nitrogénio total e 50 a 300 mg L' de
fosforo total. Apesar de a DA ser um processo consolidado e amplamente utilizado para
tratamento de ARS devido a sua estabilidade, confiabilidade e eficiéncia na remogao de matéria
organica, o efluente tratado ainda apresenta elevada carga poluente, sendo essencial otimizar o
processo anaerobio para torna-lo mais eficiente através de uma maior recuperagdo de CHa.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar o efeito da aplicacdo de
carvao ativado granular, ferro de valéncia zero e nanomagnetita na metanizagdo da agua
residudria de suinocultura, avaliando os parametros cinéticos que governam a producdo de
metano, analisando as alteragdes nas comunidades microbianas e discutindo os principais

mecanismos de transferéncia de elétrons promovidos por esses materiais.
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5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Substrato e Inoculo

A 4gua residuaria de suinocultura (ARS) utilizada como substrato foi coletada em
uma granja de suinos localizada no municipio de Fortaleza, Ceard, Brasil. Apds coleta, foi
realizado a remog¢do de so6lidos grosseiros por meio de peneiramento. Como inoculo foi
utilizado um lodo de cervejaria (LC) de um Reator Anaerdbio de Manta de Lodo e Fluxo
Ascendente (UASB) que compunha uma Estacdo de Tratamento de Efluentes Industriais
(ETEI) localizada no municipio de Pacatuba, Ceara, Brasil, e operava em condi¢des mesofilicas
no tratamento de efluente de cervejaria.

O LC foi caracterizado, contendo concentragdes de sélidos totais (ST), solidos
totais volateis (STV), solidos totais fixos (STF) e s6lidos suspensos volateis (SSV) de 86,8 +
1,5;69,8+1,5;16,9+0,3, 68,7+ 1,4 g L', respectivamente, apresentando 79% de SSV. O LC
apresentou Atividade Metanogénica Especifica (AME) a glicose de 0,263 gDQOcn4 gSSV™! d°
I, Apos caracterizacio, a ARS e o LC foram armazenados a 3 °C, visando a manutencio de suas
propriedades fisico-quimicas e microbiologicas. O LC foi utilizado nos ensaios metanogénicos

sem prévia adaptacao ao substrato (ARS).

5.2.2 Materiais Condutores

Foram utilizados como materiais condutores (MCs) de elétrons o carvao ativado
granular (CAG), a nanomagnetita (Fe3O4) e o ferro de valéncia zero (FeVZ). O CAG foi
adquirido de Sigma-Aldrich (DARCO®) e apresentava as seguintes caracteristicas: tamanho de
particulas de 0,8-1,7 mm, densidade aparente de 1,8-2,4 g cm™, a 4rea superficial de 650 m? g°
!e nivel de impurezas menor ou igual que 0,4% (cinzas). O CAG foi lavado trés vezes com
agua deionizada para remocgao de impurezas e seco em estufa a 105 °C por 24 horas para retirada
de umidade. O FeVZ (Sigma-Aldrich®) tinha particulas de até 450 um e pureza maior ou igual
99%. A Fe304 (Sigma-Aldrich®) tinha 97% de pureza, tamanho de particulas de 50-100 nm,
area superficial de 6-8 m? g! e densidade aparente de 4,8-5,1 g cm™. Imagens da estrutura
superficial dos MCs foram obtidas por meio de Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

(Inspect S50, FEI Company, USA) e sdo apresentadas nas Figuras 24 a 26 do Material

Suplementar.
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5.2.3 Teste de Potencial Bioquimico de Metano

O teste Potencial Bioquimico de Metano (PBM) foi realizado em reatores de vidro
com 300 mL de volume total, sendo 100 mL de volume reacional e 200 mL de headspace. O
experimento foi conduzido em regime de batelada com 2 ciclos de tratamento, cada um com
duracao de 35 dias, totalizando 70 dias de ensaio. Ao final de cada ciclo, o sobrenadante dos
reatores foi removido € um novo meio basal com alimentagao idéntico ao primeiro foi inserido.
O volume reacional e o volume de headspace foram iguais para todos os ciclos de tratamento.

Os reatores foram alimentados com ARS na concentracdo de 2,0 gDQO L' (com
média de 82% de matéria orginica na fragdo particulada e 18% na forma soluvel) e inoculados
com LC (4 gSSV L), gerando uma razio substrato inéculo (RSI) de 0,50 = 0,1 gDQO-gSSV-
!, na qual os experimentos foram conduzidos. Os materiais condutores (CAG, Fe3;O4 e FeVZ)
foram adicionados em trés dosagens: 10% (0,4 g L' ou 0,1 g gSSV!), 50% (2,0 gL' ou 0,5 ¢g
gSSV1) e 100% (4,0 g L' ou 1 g gSSV™') em relagio aos SSV (4,0 gSSV L) aplicados nos
reatores. O meio basal (macro e micronutrientes) utilizado foi elaborado conforme Morais et
al. (2021c). O pH inicial foi ajustado para 7,0 com auxilio de NaOH 40% e, em seguida, o meio
foi tamponado com bicarbonato de sddio (NaHCO3) em proporcao de 1 g de tampao para 1 g
de DQO L. Os reatores foram lacrados com borrachas butilicas e tampas plasticas. O
headspace dos reatores foi purgado com nitrogénio gasoso (N3) por 2 min e, posteriormente, 0s
reatores foram armazenados em incubadoras (Marconi modelo MA-420) sob agitacdo orbital
de 150 rpm e temperatura mesofilica de 37 + 0,1°C (Filer et al., 2019).

Um transdutor de pressao manométrica (Warme LTDA, Brasil) foi utilizado para
medir a pressao de biogés no headspace dos reatores. Ao término de cada ciclo, uma aliquota
de 1 mL de biogas, de cada reator, era coletada com seringa estanque a gés (seringa
SampleLock, Hamilton Company, EUA) a fim de ser analisada por cromatografia gasosa (GC)
para determinacdo da composi¢cdo do biogds (CH4, CO2, H2S, N») (Cetinkaya; Yetilmezsoy,
2019). As andlises de CG e de quantificagdo do volume de CH4 foram realizadas conforme
descrito por Morais et al. (2021c). No inicio e ao final de cada ciclo de tratamento foram
realizadas andlises de pH e demanda quimica de oxigénio (DQO) total, particulada e soluvel.
As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com o Standard Methods (APHA,
2017). A estabilidade operacional dos digestores anaerobios foi analisada pelos valores iniciais
e finais de pH, determinados em um pHmetro DM-20 (Digimed Analitica LTDA, Brasil).

O teste de PBM foi realizado em quatro tratamentos para cada material condutor

(MC) de acordo com a razao entre a concentragao de MC e de SSV adicionados aos reatores
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(tMC/SSV — gMC gSSV!), sendo assim designados: 1) reator controle — Rc (0 rMC/SSV): LC
+ ARS + 0 gMC L, 2) reatores 10% - Rioy (0,1 rMC/SSV): LC + ARS + 0,4 gMC L, 3)
reatores 50% — Rsoo (0,5 rMC/SSV): LC + ARS + 2,0 gMC L' e 4) reatores 100% — Rioo% (1,0
rMC/SSV): LC + ARS +4,0 gMC L', Os tratamentos foram avaliados em triplicata, totalizando
30 reatores em batelada. Além desses, trés reatores para controle enddgeno, contendo apenas
meio basal e LC, sem substrato, foram incubados, visando determinar produ¢do residual de

CHs. O delineamento experimental pode ser observado na Figura 15.

Figura 15 — Delineamento experimental dos ensaios de PBM.
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v
AMALISE ESTATISTICA

As principais variaveis resposta foram: Potencial Bioquimico de Metano (PBM,
NLcus kgSSV™); eficiéncia de remocdo de DQO (ER, %); rendimentos de producdo de CHg
por DQO removida (Y1, NLcus gDQOremov!) € aplicada (Y2, NLcus gDQO4p!); aumento na
producio de CH4 por massa de MC adicionado (Yr, mLcus gMC™); composigdo de biogas (CHa4
e CO2, %); velocidade de produgdo de CHa (k, d!); taxa maxima de produgio de CHs (1, NLcpa4
Kgssv! d!) e tempo de fase lag (A, d).

Para o tratamento estatistico dos dados, foi utilizado o software Microcal Origin 8.1
(Microcal Software Inc., Northampton, MA, EUA). A analise de variancia (one-way ANOVA)
foi realizada com nivel de confianca de 95% e probabilidade de 5% (p < 0,05). As médias foram
comparadas pelo Teste de Tukey, e seus valores foram apresentados seguidos por letras do

tratamento estatistico, onde letras iguais reportam sem diferenca significativa para p < 0,05.
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5.2.4 Rendimentos e Estudo Cinético

As equacdes aplicadas para os calculos dos rendimentos de producdo de CHs ¢ as
formulas dos modelos matematicos (Primeira Ordem-Exponencial, Gompertz-Modificado e
Logistico) utilizados para extrair os valores dos pardmetros cinéticos da metanizacdo da ARS
sdao apresentados na Tabela 13 do Material Suplementar. Anélises de regressdo nao linear de
minimos quadrados foram realizadas utilizando a ferramenta Solver do software Microsoft
Office Excel 2019, visando o ajuste das equagdes ndo lineares dos modelos selecionados aos
dados experimentais de acimulo de CH4 no tempo (Ware; Power, 2017).

A aderéncia dos modelos aos dados experimentais foi realizada conforme analise
dos valores do coeficiente de determinacdo (R?), do erro quadritico médio normalizado
(NRMSE) e do Critério de Informagdo de Akaike (AIC), calculados conforme Coelho et al.
(2020). Quanto menor os valores de NRMSE e de AIC e maior o valor R%, maior é o ajuste dos

dados estimados aos dados obtidos experimentalmente.

5.2.5 Extracio de DNA, Sequenciamento Genético e Bioinformadtica

As andlises de sequenciamento genético € o processamento dos dados foram
realizados no Laboratoério de Epidemiologia Molecular de Competéncia Analitica (Analytical
Competence Molecular Epidemiology Laboratory — ACME Lab) da Fundacao Oswaldo Cruz
(Fiocruz) em Ceard, Brasil. O DNA foi extraido de amostras coletadas dos reatores utilizando
PowerSoil® (MoBio Laboratories Inc., EUA). A biblioteca de amplicons para a regido V4 e
V5 do gene 16S rRNA foi preparada conforme descrito por Illumina (2013) usando primers
especificos da regido (515F/806R). Apos a indexagdo, os produtos da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foram limpos com esferas de purificagdo Agencourt AMPure XP - PCR
(Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) com base nas instrugdes do fabricante e quantificados com
o kit de ensaio dsDNA BR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) em um Qubit Fluorémetro 2.0
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). As bibliotecas foram sequenciadas usando o MiSeq 300-
Cycle Reagent Kit v2 com um MiSeq Desktop Sequencer (Illumina).

As leituras de sequenciamento foram cortadas, montadas e eliminadas de ruido
usando DADAZ2 v1.28.0 (Callahan et al., 2016). As variantes de sequenciamento de amplicons
(ASVs) resultantes foram classificadas taxonomicamente com base na versao 5.1 do banco de
dados MiDAS de microrganismos de lodo ativado e digestores anaerdbios (Dueholm et al.,

2024), usando o método assignTaxonomia do DADAZ2. O indice de diversidade alfa foi gerado
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com o comando estimativa_richness do pacote Phyloseq v1.44.0 (McMurdie; Holmes, 2013).
As abundancias absolutas das func¢des foram previstas com PICRUSt2 (Douglas et al., 2020),
que realiza uma colocagao filogenética dos ASVs montados em uma arvore de referéncia que
contém 20.000 genes do banco de dados de Genomas Microbianos Integrados (IMG)
(Markowitz et al., 2012), utilizando as ferramentas HMMER (http://www.hmmer.org), EPA-
ng (Barbera et al., 2019) e GAPPA (Czech; Stamatakis, 2019). Apos a colocagao filogenética,
o PICRUSTt2 prevé niimeros de copias individuais da familia de genes para cada ASV usando o

pacote Castor R (Louca; Doebeli, 2018).
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Curvas Cumulativas de Metano

As curvas cumulativas de metano (CCMs) descrevem a cinética de metanizagao e
sao reflexos da utilizagao do substrato pelos microrganismos anaerobios, sendo uma ferramenta
util para a analisar a afinidade da biomassa pelo substrato (atividade metanogénica), observar
periodos de inibicdo ou de baixa de produc¢dao de metano (CHs), indicar etapas limitantes do
processo ¢ avaliar a biodegradabilidade de substratos (Labatut et al., 2011). As CCMs do
primeiro ciclo de tratamento da dgua residuaria de suinocultura (ARS) (Figuras 16A, 16C ¢
16E) apresentaram um formato caracteristico da metaniza¢do de substratos que possuem altas
concentragdes de compostos organicos complexos, como gorduras e compostos celulésicos, ou
elevada concentragdo de matéria orgénica na fragdo particulada, sugerindo a hidrélise como
etapa limitante da digestao anaerdbia (DA). Essas curvas indicam a ocorréncia de fase /ag, em
que ocorre a lenta produg¢do de CH4 devido a adaptacdo dos microrganismos ao substrato e as
condicdes operacionais as quais estdo submetidos, seguida por uma fase de elevada geragao de
CH4 em curto tempo e por uma fase de estabilizacdo em que a sintese de CH4 diminuiu e tende
a cessar.

Examinando as CCMs do primeiro ciclo de tratamento da ARS (Figuras 16A, 16C
e 16E), observa-se uma etapa inicial de metanizagdo no primeiro e segundo dia de incubagdo
dos reatores devido ao consumo de matéria organica soluvel presente na ARS. O periodo entre
o segundo e sexto dia foi marcado por uma lenta produ¢ao de CH4, devido a necessidade de
hidrélise do substrato. A partir do sexto dia inicia-se uma etapa de maior geracdo de CHa,
impulsionada pela disponibiliza¢do de substrato soluvel a arqueias metanogénicas por bactérias
hidroliticas. A estabilizagdo da acumulag¢do de CH4 ocorreu a partir do trigésimo dia.

Os parametros cinéticos que governam a metanizagdo da ARS em todas as
condi¢gdes avaliadas no primeiro ciclo de tratamento do teste de Potencial Bioquimico de
Metano (PBM) foram obtidos utilizando o modelo Logistico, o qual retornou menores valores
de erro NRMSE e de AIC e maiores valores de coeficiente de determinacdo (R?) (Tabelas 14,
15 e 16). O modelo Logistico ¢ comumente aplicado para o ajuste cinético de CCMs que
expressam lenta produgdo de CHs, permitindo estimar a taxa maxima de producao de CHs ()
e do tempo de fase lag (A) (Donoso-Bravo et al., 2010). O modelo de Primeira Ordem-
Exponencial foi utilizado para estimar a velocidade de produg¢do de CHjs (k), j4 que esse

parametro nao ¢ determinado pelo modelo Logistico.
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Figura 16 — Curvas cumulativas de metano experimentais e curvas geradas pelo ajuste

cinético aos modelos matematicos nos dois ciclos do teste de PBM.
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Fonte: O autor (2025).
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Para o segundo ciclo, as CCMs apresentaram forma de L invertido, as quais sao
caracterizadas por uma elevada taxa de produg¢ao de CH4 nos primeiros dias de contato da
biomassa com o substrato e pela auséncia ou por um baixo periodo de fase lag (Figuras 16B,
16D e 16F). Essa caracteristica exponencial pode ser explicada pela adaptagdo microbiana
prévia a degradacdo da ARS ocorrida no primeiro ciclo e pelo estimulo a sintrofia
microbioldgica ocasionada pelos materiais condutores (MCs), resultando na auséncia de fase
lag para todas as condi¢des avaliadas. O modelo de Primeira Ordem-Exponencial foi o mais
fidedigno em retratar a cinética de produ¢do de CH4 apresentando baixos valores de erro e
elevados valores de R, possibilitando a extragio confiavel do parametro k. Enquanto isso, os
resultados de pu e A foram obtidos pelo modelo de Gompertz Modificado, ja que o modelo de
Primeira Ordem-Exponencial ndo estima esse parametro, que apresentou maior adequagao do

que o modelo Logistico (Tabelas 14, 15 ¢ 16) (Lima et al., 2018).

5.3.2 Desempenho do CAG

No primeiro ciclo de tratamento, a aplicagdo de carvao ativado granular (CAG -
0,8-1,7 mm) aumentou o PBM de 154,9 NLcns4 kgSSV™! no controle para 192,8 NLcus kgSSV-
"em Ryg% (0,4 gCAG L. Entretanto, ocorreu a diminuigio progressiva desse parimetro com
o aumento da dose de CAG, resultando em valores de PBM estatisticamente iguais para o
controle e os reatores Rigo% (4,0 gCAG L) (Tabela 9). O mesmo ocorreu para os rendimentos
de producao de CH4 por DQO removida (Y1) e aplicada (Y2), os quais, em Rio, foram elevados
em 12,0% e 24,4% respectivamente, em relacdao ao controle, mas diminuiram com o aumento
da concentracdo de CAG nos reatores. A taxa de contribuicao de producdo de CH4 por massa
adicionada de material condutor (Yr) também diminuiu com o aumento da dose de CAG,
reduzindo de 378,6 NmLcns gCAG™! em Rygy para 12,5 NmLcus gCAG™' em Rigow. Em
contraponto, a eficiéncia de remog¢ao de matéria organica (ER) progrediu paulatinamente com
o aumento da dose de CAG, passando de 82,6% no controle para 91,8%, 94,9% e 93,4% em
Rio%, Rso% € Rioow, respectivamente, correspondendo a um acréscimo maximo de 14,8%.

Esses resultados indicam que o CAG adsorveu matéria organica soluvel, levando a
reducdes de substrato para metandgenos em suspensdo (ndo aderidos ao aditivo). Apesar disso,
a adsor¢do de compostos organicos pelo CAG promove beneficios a DA, como a facilitagcdo da
utilizacdao de substratos pelos microrganismos anaerdbios aderidos ao material adsorvente, o
que acelera os processos de hidrélise, acidogénese e metanogénese e, consequentemente, reduz

a fase lag do tratamento (Baek ef al., 2018). Além disso, 0 CAG também pode adsorver H»
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produzido por bactérias oxidantes, e, entdo, este pode ser consumido por arqueias presentes no

biofilme, reduzindo a pressao parcial de H» (Kalantzis et al., 2023).

Tabela 9 — Rendimentos e pardmetros de eficiéncia e de cinética nos ensaios de PBM com
adicdo de CAG (valores médios).

1° Ciclo
Rc Rio% Rso9% R100%
Parﬁmetros 0,0 I‘CAG/SSV 0,1 rCAG/SSV 0,5 rCAG/SSV 1,0 rCAG/SSV Unidade
0,0 gCAG L! 0,4 gCAG L 2,0 gCAG L! 4,0 gCAG L!
PBM 154,92 192,7° 186,6% 167,42 NLcH4 kgSSV'l
ER 82,6% 91,8° 94,94 93,4°¢ %
v 0,848 0,949 0,890 0,811% gDQOchHs gDQOremov'l
! 0,338 0,378 0,354* 0,323 NLcn4 gDQOremov’!
v 0,701 0,872° 0,844 0,757* gDQOch4 gDQOapl'l
2
0,2792 0,347° 0,336% 0,302 NLcH4 gDQOapl'1
Yr - 378,6% 63,4° 12,5¢ NmLcn4 gCAG'l
A 1,372 0,70° 0,04¢ 0,00¢ d
k 0,081% 0,089° 0,090¢ 0,096¢ d!
n 7,87% 10,31° 9,83 9,122 NLcH4 gSSV‘1 d?!
CH4 80,6% 85,4° 83,3% 82,12 %
CO; 19,42 14,6° 16,72 17,92 %
H.S 0,02 0,0? 0,02 0,0? %
2° Ciclo
PBM 174,32 182,8° 184,4° 182,9° NLcH4 kgSSV'l
ER 92,28 94,1b 96,1°¢ 98,54 %
v 0,8272 0,851° 0,839 0,813 gDQOch4 gDQOremov'l
! 0,329 0,339° 0,334% 0,324% NLcu4 gDQOremov!
v 0,763 0,800° 0,807° 0,800° gDQOch4 gDQOapl'1
2
0,3042 0,319° 0,322 0,319° NLcH4 gDQOapl'1
Yr - 85,02 20,3 8,6° NmLcn4 gCAG'1
A 0,002 0,002 0,002 0,002 d
k 0,1172 0,154° 0,161° 0,179¢ d!
n 12,572 17,30° 18,53 20,57¢ NLcH4 gSSV‘1 d?!
CH4 85,22 85,22 86,6° 86,8° %
CO; 14,82 14,82 13,4° 13,2° %
H,S 0,0? 0,0? 0,02 0,0? %

Fonte: O autor (2025).

Altamirano-Corona ef al. (2021), avaliando o impacto do CAG (1,0, 5,0 ¢ 10,0 gL~

") na DA de residuos alimentares em experimentos conduzidos em reatores batelada de 500 mL

de volume total e 360 mL de volume reacional mantidos a temperatura mesofilica de 36,5 + 1

°C e pH de 7,5, também reportaram melhor desempenho com a menor dose de CAG, elevando

em 2,8% o PBM (475,2 NLcus kgSV™! no controle para 488,6 NLcus4 kgSV™), sendo que as
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doses média e alta (5,0 e 10,0 g L) diminuiram o PBM em 11,0% e 13,2%, respectivamente,
em relacdo ao controle. Os autores apontaram que o CAG poderia ter adsorvido CH4 em sua
superficie, reduzindo o PBM, e sugeriram que estudos fossem desenvolvidos visando analisar
a afinidade do CAG com esse composto gasoso. Em consonancia com essa hipotese, obteve-se
que o aumento da dose de CAG promoveu uma diminui¢do continua do teor de CH4 no biogés,
embora todos os reatores aditivados tenham apresentado crescimento no valor desse parametro
em relacdio ao controle. Logo, o melhor desempenho foi da dose 0,4 gCAG L', que aumentou
4,2% o teor de CH4 no biogas (Tabela 9).

Em contraste com o presente trabalho e com os resultados obtidos por Altamirano-
Corona et al. (2021), existem estudos que correlacionam positivamente um maior rendimento
de CH4 com o aumento da dose de CAG, como relatado por Yang et al. (2017), que obtiveram
acréscimos de 1,4%, 2,6%, 14,6% e 17,4% na producdo de CH4 com a utilizacdo de 0,5, 1,0,
2,0 e 5,0 gCAG L', respectivamente, na digestio de lodo anaerobio de uma estacdo de
tratamento de dguas residuarias. Yan et al. (2020), estudando a correlagao entre a dosagem (2,0,
1,0, 0,5, 0,25 ¢ 0,125 g L") de carvio ativado em p6 (CAP) e o desempenho da DA de lodo
ativado residual pré-tratado por hidrélise térmica, relataram o crescimento progressivo do PBM
com o aumento da dose de carvao. Assim, conclui-se que o substrato, o in6culo, a concentragao
e o tamanho de particula do carvao sao fatores intervenientes na metanizagao do substrato.

Nesse contexto, € notdrio o impacto positivo do CAG na otimizacao da cinética de
producdo de CH4 (Tabela 9). Ao contrario dos pardmetros de rendimento, quanto maior dose
de CAG maior o efeito benéfico do aditivo sobre os parametros cinéticos. O A diminuiu de 1,37
d no controle para 0,70, 0,04 e 0,0 d em Rio%, Rso% € Rioov, respectivamente, e o k apresentou
em Riooy 0 aumento maximo de 19,5%. O u teve acréscimos de 16,0%, 24,9% e 31,0% em
Ri10o%, Rs0% € Riow, respectivamente, em relagdo ao controle, seguindo a mesma tendéncia dos
parametros de rendimento de diminuir com o aumento da dose de CAG.

Inumeras pesquisas relatam o impacto positivo do CAG nos parametros cinéticos
de metanizacao de dguas residuarias, avaliando principalmente os pardmetros A, 0 k¢ o 1. Em
estudo semelhante, Orrantia et al. (2024), avaliaram em reatores batelada o impacto da
suplementacio de CAG em diferentes concentracdes (5,0, 15,0, 25,0 g L) no tratamento de
ARS. O efluente de suinocultura utilizado no experimento passou por um pré-tratamento em
que uma por¢ao da amostra de agua residuaria foi filtrada com peneira de 425 um para obtencao
da fragdo liquida (ARSFL) e fragcdo solida (ARSrs). A ARSks foi preparada ressuspendendo os
solidos em agua destilada e a amostra bruta (ARSg) foi utilizada sem nenhum pré-tratamento.

Os autores observaram a reducdo do tempo de fase lag na DA de todas as fragdes da ARS, mas



93

os melhores resultados foram obtidos com a fracdo liquida, em que o A diminuiu de 3,2 d no
controle para 2,1; 2,1 e 1,8 d para as dosagens de 5,0, 15,0 e 25,0 gCAG L}, respectivamente,
representando uma redugdo de 43,7% no tempo de atraso. Enquanto Orrantia et al. (2024)
avaliaram doses de carvio ativado maiores ou iguais 5 g L™, no presente experimento, foram
investigadas doses inferiores a essas, as quais retornaram resultados substancialmente positivos.

No segundo ciclo, o mecanismo de adsor¢do do CAG ainda influenciou nos
parametros de eficiéncia e de producdo de CHs. Apesar da obtencdo de valores de PBM
estatisticamente iguais, o Y1, Y2 novamente diminuiram com o aumento da dose de CAG, bem
como a ER aumentou progressivamente, indicando remog¢do de matéria organica por adsor¢ao
e nao por geragao de CH4. O Yr também decaiu com o aumento da concentragdo do aditivo, e,
em relagdo ao primeiro ciclo, a contribuicdo do material condutor (MC) no aumento do PBM
foi ainda menor, reduzindo, por exemplo, de 378,6 mLcns gCAG™! para 85,0 mLcns gCAG™!
em Rioy (Tabela 9). Diferentemente do primeiro ciclo, o teor de CH4 aumentou com a elevagao
da dose de carvao, crescendo 1,7% ¢ 1,9% em relacao ao controle nos reatores Rsoy € Rioow. A
cinética de metanizacdo da ARS foi otimizada com a auséncia da fase /ag (A = 0), e 0 aumento
de progressivo de £ em 31,7%, 37,8% e 52,9% e de pn em 37,6%, 47,4% e 63,6% em relagdo ao
controle com a adigdo de 0,4, 2,0 e 4,0 gCAG L', respectivamente.

As propriedades fisico-quimicas do CAG relacionam-se aos potenciais mecanismos
que viabilizaram o aumento e a aceleragdo da producao de CHs no tratamento anaerdbio da
ARS. Por exemplo, a presenga de grupos funcionais, como quinonas, hidroxilas e éteres, na
superficie do CAG permitem a condugao de elétrons via reagdes de oxidagao-redugdo, tornando
esse aditivo um mediador redox na transferéncia de elétrons interespécies (Y. Zhang et al.,
2020). Além disso, a transferéncia de elétrons mediada por CAG ¢ mais eficaz em detrimento
a via e-pili, pois a condutividade elétrica (CE) do CAG (3.000 pS cm™) é 100 a 1.000 vezes
superior a CE dos e-pili (entre 2 e 20 pS cm™) (Kutlar et al., 2022).

O CAG ¢ um material poroso com grande area de superficie especifica (ASE), forte
adsorc¢ao e capacidade de adesao (L. Xiao et al., 2022). A elevada ASE do CAG contribui para
a retencdo de biomassa e para a formacao de biofilme em sua superficie, o que promove
alteracdes na comunidade microbiana, como o enriquecimento de bactérias sintroficas e de
arqueias metanogénicas (Kalantzis et al., 2023). Além disso, a ASE permite que os
microrganismos possam se fixar a qualquer ponto do CAG, sem a necessidade de fazerem
contato direto célula a célula, facilitando a troca de elétrons de longa distancia (Dai ez al., 2022).
O CAG pode adsorver diversos compostos, como polissacarideos (PS), proteinas (PN) e acidos

graxos volateis (AGVs) e Ho, e facilitar o uso do substrato por microrganismos aderidos em sua
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superficie, contribuindo para a redugao do tempo de fase /ag do tratamento anaerdbio, além de
acelerar os processos de hidrolise e de acidogénese (Barua; Dhar, 2017; Jiang et al., 2021,
Muchen Sun et al., 2022). O CAG também pode adsorver agentes inibitorios a metanogénese,
como compostos fendlicos, antibidticos e nitrogénio amoniacal, mitigando os impactos
adversos desses compostos aos microrganismos anaerobios (Sun et al., 2023).

Nesse contexto, Burboa-Charis e Alvarez, (2020), avaliaram o tratamento
anaerobio da ARS em ensaios de PBM conduzidos em reatores de vidro de 120 mL, com 60
mL de volume reacional. Lodo de cervejaria foi utilizado como indculo e os reatores receberam
10 g L' de CAG (425 a 600 pm) e 10 mg L' de enrofloxacina (ERX). Os reatores que ndo
receberam aditivo foram denominados de reatores controle. As incubagdes foram mantidas em
um agitador a 40 °C e 130 rpm por 21 dias. Os autores reportaram que o CAG adsorveu 19,9%
do antibiotico e, em relagdo ao reator controle, aumentou a ER em 15,9% (77,8% para 90,2%),
elevou a producdo de CHs em 37,3% (8,3 mLcns para 11,4 mLcus), bem como beneficiou a
cinética metanogénica ao diminuir o A de 5,0 para 4,5 d (-11,1%). Os pesquisadores também
avaliaram outros materiais carbonaceos, como o feltro de grafite e o pano de carbono, mas o
CAG retornou maiores rendimentos de produ¢ao de CHy e efeitos mais expressivos na redugao
de A, embora apresentou menor desempenho na adsor¢cdo da ERX. Esses resultados indicam
que, embora a adsor¢ao de ERX no CAG possa ter diminuido os efeitos inibitorios as arqueias
metanogénicas, a capacidade como adsorvente ndo foi o processo dominante que influenciou o
aumento da produgiao de CHy, sugerindo que sua fun¢do como condutor de elétrons para apoiar
a sintrofia entre as bactérias fermentativas e as arqueias metanogénicas foi preponderante para
os resultados obtidos. Com base nos estudos de Burboa-Charis e Alvarez, (2020), ¢ possivel
que, no presente trabalho, o CAG tenha beneficiado a metanizagdo da ARS pela adsorcao de
ERX. Esse antibidtico ¢ possivelmente presente na ARS utilizada neste estudo (concentracio
ndo analisada), pois ¢ comumente utilizado para o tratamento de infec¢des entéricas e
respiratorias dos suinos criados na suinocultura em que o efluente foi coletado.

O CAG também influencia no enriquecimento de Substidncias Poliméricas
Extracelulares (SPE) (Nabi et al., 2024). A SPE ¢ composta por secrecdes de alto peso
molecular de microrganismos, além de produtos resultantes da lise celular e da hidrolise de
macromoléculas, sendo os carboidratos (PS) e proteinas (PN) seus principais componentes. As
principais fungdes da SPE sdo proteger os microrganismos contra estresses ambientais, conferir
coesdo ao biofilme e reduzir a distancia entre os microrganismos, o que facilita a troca de
substancias e estimula a formagdo de um microconsorcio sinérgico (Wang et al., 2021; Yuan et

al.,2020). As SPE favorecem a regulacao de atividades enzimaticas e de substancias organicas
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micromoleculares dentro e fora das células, além de poder conter abundantes substincias
eletroativas e grupos funcionais redox, como substancias humicas, quinonas e hidroquinonas,
que desempenham papel crucial na transferéncia de elétrons devido as suas propriedades
eletroquimicas (Sheng et al., 2010).

Nesse cenario, Nabi et al. (2024), investigaram a influéncia de materiais
carbonaceos na formag¢ao de SPE e na produgdao de CHj4 a partir da metanizagdo da glicose (3
gDQO L). O experimento foi realizado em reatores de vidro com 250 mL de volume total.
Lodo sanitario foi utilizado como indculo (6 gSV L). O experimento compreendeu quatro
ciclos, com cada ciclo durando trés dias, resultando em uma duragdo experimental total de 12
dias. Foram avaliados CAG (5 g L"), CAP (5 g L"), grafite (4 g L") e biochar (6 g L"). O
CAG retornou maior teor de CH4 no biogas. Os pesquisadores justificaram esse resultado pela
capacidade do CAG em fornecer um habitat adequado para a coloniza¢do de microrganismos,
facilitando o estabelecimento de TDEI, e ter enriquecido arqueias metanogénicas,
principalmente Methanobacterium. No que concerne ao contetido de SPE, as SPE fracamente
ligadas diminuiram em todos os reatores aditivados em comparagdo ao controle, mas as SPE
fortemente ligadas aumentaram nos reatores modificados. O contetido total de SPE variou de
acordo com o ciclo de tratamento e o CAG tendeu a reduzir as SPE nos trés primeiros ciclos e
depois elevar nos dois ultimos ciclos. Ao final do experimento, o CAP apresentou maior
concentra¢ido de SPE (232 mg L), seguido pelo CAG (212 mg L). O controle apresentou a
menor concentragio de SPE (100 mg L™). Os autores concluiram que os materiais carboniceos
podem beneficiar a DA ao aumentar o teor de SPE secretado pelos microrganismos.

O efeito positivo do CAG sobre a secrecao de SPE por microrganismos anaerobios
ainda € controverso na literatura. Nesse contexto, Jin et al. (2022) avaliaram a fun¢do do CAG
(200 mesh) na formacao de SPE por meio do tratamento anaerobio de lodo ativado residual. O
substrato foi pré-tratado a uma temperatura de 80 °C por 30 min visando acelerar sua
solubilizacdo. Os ensaios de PBM foram realizados em reatores de vidro com 350 mL de
volume reacional, operando sob temperatura mesofilica de 35 °C e agitagdo orbital de 105 rpm
por 20 dias. A propor¢ao entre lodo pré-tratado e lodo de in6culo foi definida como 4:1. O PBM
diminuiu de 168,96 mLcnsa gSSV! no controle para 91,91 mLcns gSSV! nos reatores aditivados
com 1 gCAG gSSV™!. Os autores atribuiram esse resultado a adsor¢io de substratos soltveis,
principalmente de PS e de PN, o que limitou a quantidade de matéria organica disponivel para
a produgdo de CH4. Os pesquisadores também relataram que o CAG diminuiu a capacidade de
transferéncia de elétrons das SPE em 52,4% em detrimento ao controle, mas verificaram que o

aditivo aumentou a quantidade de citocromos do tipo ¢ (OmcS) nas SPE, o que deveria
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favorecer e acelerar os processos de transferéncia de elétrons, mas isso ndo foi observado. Os
autores concluiram que as relacdes de correlagdo entre PBM e os contetidos de OmcS foram
fracas ou mesmo negativas. Além disso, o CAG adsorveu, indisponibilizou ¢ diminuiu a
secrecao de substincias redox, como tirosina, substincias semelhantes a triptofano e
substancias humicas, o que impactou negativamente nos processos de transferéncia de elétrons
e, consequentemente, reduziu os rendimentos de producao de CHa.

Jiang et al. (2021) desenvolveram estudos sobre o impacto de CAG (10 g L', 12
mesh) na DA de lodo ativado residual pré-tratado por tratamento termoalcalino. Os autores
relataram a diminui¢do do PBM devido a adsor¢do de matéria orgénica e, por meio de ensaios
de adsorc¢ao, obtiveram que o CAG prefere adsorver PS e PN em detrimento a AGVs e a glicose.
Apesar disso, substancias inibitorias, como compostos furanicos e fendlicos, que foram geradas
pelo pré-tratamento, foram reduzidas pelo CAG via adsor¢ao, enfraquecendo o efeito inibitdrio
a metanogénese por esses compostos toxicos, o que promoveu aceleracdo da metanogénese,
demonstrada pela diminui¢do do tempo de fase lag em todas as condi¢des avaliadas com CAG.

Esse aditivo também pode beneficiar ou prejudicar a formagao de SPE, dependendo
das doses e das granulometrias do CAG aplicado, bem como das condigdes experimentais em
que os ensaios de PBM sdo conduzidos, sendo necessario o desenvolvimento de mais estudos
sobre esse tema, objetivando esclarecer a funcdo do CAG na secre¢dao de SPE. Seu impacto
positivo sobre a cinética metanogénica esta relacionada a adsor¢ao de compostos inibitérios as
arqueias metanogénicas e a sua capacidade de reter biomassa em sua superficie, o que promove
a formagao de agregados microbianos e facilita os processos de transferéncia de elétrons. Além
disso, € necessario avaliar se a capacidade do CAG atuar como condutor de elétrons ¢ mantida
em maior tempo de tratamento, pois a adsor¢cdo de compostos inibitérios pode limitar a

transferéncia de massa para o material (Burboa-Charis; Alvarez, 2020).

5.3.3 Desempenho do FeVZ

A insercao de ferro de valéncia zero (FeVZ - 450 um) otimizou com sucesso 0
tratamento anaerobio de ARS, aumentando a ER, o PBM e os rendimentos de producdo Yi e
Y> (Tabela 10). Quanto maior a dose aplicada de FeVZ, maior foi o aproveitamento energético
do processo anaerdbio através da recuperacao de CHa no biogés, ja que o PBM passou de 154,9
Lcna kgSSV! nos reatores controle (sem adi¢iio de FeVZ) para 206,8 Lcns kgSSV™! nos reatores
que receberam 2,0 gFeVZ L.
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Tabela 10 — Rendimentos e parametros de eficiéncia e de cinética nos ensaios de PBM com
adicdo de FeVZ (valores médios).

1° Ciclo
Rc Rio0% Rso0% Ri00%
Parametros 0,0 rFeVZ/SSV 0,1 rFeVZ/SSV 0,5 rFeVZ/SSV 1,0 rFeVZ/SSV Unidade
0,0 gFeVZL! 04 gFeVZL! 2,0gFeVZL! 4,0 gFeVZL!
PBM 154,92 188,2° 206,7¢ 204,05 NLchs kgSSV-!
ER 82,6% 88,4° 88,7° 89,0° %
v 0,848 0,961° 1,054% 1,036° gDQOcH4 gDQO0emov!
' 0,338 0,383° 0,420° 0,413 NLcn4 gDQOremov’!
v 0,701% 0,852° 0,935°¢ 0,923b¢ gDQOcns gDQO:pi!
2
0,279% 0,339° 0,373¢ 0,368 NLcus gDQOupi™!
Yr - 333,7° 89,3° 49,1¢ NmLcus gFeVZ!
A 1,37¢ 0,84° 0,83 0,66° d
k 0,081% 0,084% 0,082% 0,085% d!
i 7,87% 9,64° 10,020 10,41° NLcns gSSV! d!
CH4 80,6* 83,6° 83,0° 83,7° %
CO: 19,4% 16,4° 17,0 16,3° %
H»S 0,0? 0,0? 0,0? 0,0? %
2° Ciclo
PBM 174,32 191,3° 200,9% 200,7° NLchs kgSSV-!
ER 92,28 93,3b 94 3be 94,6° %
v 0,827° 0,930° 0,964% 0,960° gDQOcH4 gDQO0emov!
' 0,329% 0,370° 0,384° 0,382° NLcn4 gDQOremov™!
v 0,763% 0,865° 0,909% 0,908 gDQOcn4 gDQOpi!
2
0,304% 0,345° 0,362 0,362° NLcu4 gDQOupi™!
Yr - 170,0° 53,4° 26,5° NmLcus gFeVZ!
A 0,00* 0,00? 0,00* 0,00? d
k 0,1172 0,136% 0,152b 0,158°¢ d!
i 12,57% 15,93 18,64 19,57¢ NLcns gSSV! d!
CH4 85,22 86,3% 94,5b 96,7° %
CO: 14,8% 13,7% 5,5% 3,3 %
H,S 0,0? 0,0? 0,0? 0,0? %

Fonte: O autor (2025).

Contudo, o aumento da dose de 2,0 gFeVZ L' para 4,0 gFeVZ L ndo elevou
significativamente os valores dos parametros de eficiéncia e de rendimentos. Esse resultado
também ¢ corroborado pela diminuicdo de Yr com o aumento da dose aplicada, passando de
333,7 mLcus gFeVZ! em Rigy para 89,3 e 49,1 mLcus gFeVZ! em Rsow € em Rigow,
respectivamente (Tabela 10). Destaca-se que a menor dose avaliada (0,4 gFeVZ L) ja
apresentou beneficios a DA, aumentando em 21,5% o PBM e em 7,0% a ER, além favorecer o
processo cinético de geragdo de CH4. Esses resultados indicam que todas as doses utilizadas

desse aditivo foram suficientes para estimular a metanizagcdo da ARS, uma agua residuaria com
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elevado teor de matéria organica particulada, mesmo em um ensaio metanogénico realizado
com um indculo ndo adaptado ao tratamento do substrato avaliado.

Em estudo semelhante, Wu et al. (2015) avaliaram o tratamento anaerdbio da ARS
com a aplicacdo de diferentes concentragcdes de FeVZ e indculo adaptado ao tratamento de
dejetos de suinos, objetivando indicar uma faixa ideal de rFeVZ/SSV que maximizava a
eficiéncia da metanogénese e minimizava os impactos negativos promovidos pelo FeVZ. O
experimento foi conduzido em reatores batelada com 150 mL de volume total e 100 mL de
volume reacional, operando em pH inicial igual a 7,0, agitacdo orbital de 200 rpm e temperatura
de 30 °C por 30h. As concentra¢des avaliadas de FeVZ foram: 3,0, 7,0, 15,0, 25,0 € 50,0 g L™,
correspondendo as razdes FeVZ/SSV de 0,32, 0,74, 1,58, 2,63 e 5,26, respectivamente. Os
autores obtiveram os melhores resultados na rFeVZ/SSV igual a 2,63, na qual a eficiéncia de
remocao passou de 75,1% no controle para 89,2% e o PBM aumentou em aproximadamente
149%, passando de 54,5 mLcus no controle para 135,6 mLcus. A maior eficiéncia de
contribuicdo no PBM por adi¢do de FeVZ foi de 48,6 mLcus gFeVZ!, obtida na rFeVZ/SSV
0,74, sendo que as doses mais elevadas, assim como em nosso estudo, diminuiram a eficiéncia
de contribui¢do por FeVZ. Os autores relataram que o PBM diminuiu com a aplica¢do de 50,0
gFeVZ L! e relacionaram esse resultado com o aumento das espécies de minerais de ferro no
lodo (advindos da oxidagdo do FeVZ), os quais dificultaram o metabolismo dos
microrganismos € danificaram a estrutura celular, acumulando-se na superficie celular como
precipitado ferroso ou encapsulando as células microbianas.

Enquanto Wu et al. (2015) avaliaram elevadas doses de FeVZ, obtendo até
prejuizos a DA, a presente investigacao buscou avaliar o efeito de menores concentragdes desse
aditivo no tratamento da ARS, com a hipotese de que baixas razdes FeVZ/SSV sao suficientes
para melhorar o desempenho da metanizacdo desse efluente em baixa carga organica. Com
efeito, mesmo a maior razdo FeVZ/SSV (1,0) avaliada ndo promoveu nenhum tipo de prejuizo
a biomassa anaerobia, fato evidenciado pela andlise das comunidades microbianas, pelos
indices de alfa-diversidade e pelos parametros de eficiéncia e cinética obtidos. Além disso, a
utilizagdo de baixas doses também dificulta a inducdo de efeitos negativos desse material nos
rendimentos de CHy, principalmente porque a elevada oxidag¢dao do FeVZ pode aumentar muito
a pressao parcial de Hz e, entdo, induzir toxicidade as arqueias por acimulo de AGVs.

O FeVZ aumentou os rendimentos de producao de CH4 (Y1 e Y2) e o teor de CHg4
no biogéas. O melhor resultado foi obtido em Rspy, em que o Y foi de 1,05 gDQOch4
gDQOyemov !, valor superior em 24,3% ao resultado do controle (0,85 gDQOcH4 gDQO0xemov’).
Enquanto isso, o Y2 passou de 0,70 gDQOcns gDQO4p ! no controle para 0,94 gDQOcH4
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gDQOqp! em Rsoy, indicando maior utilizagdo do substrato. O teor de CH4 no biogas aumentou
entre 3% e 4% nos reatores que receberam FeVZ. Esses resultados podem ser fundamentados
nos beneficios que a adicdo de FeVZ promove a DA, como o enriquecimento de bactérias
fermentativas e de arqueias metanogénicas mediante ao estimulo a producdo e a atividade de
enzimas acidogénicas, como acetato quinase, piruvato-ferredoxina oxidorredutase,
fosfotransacetilase, butirato quinase e fosfotransbutirilase, ¢ metanogénicas, como a
hidrogenase redutora de F420 (HrF420) (He et al., 2022).

Nesse sentido, Liu ef al. (2012), avaliaram o impacto de p6 de FeVZ (0,2 mm de
diametro) no estagio de acidogénese para otimizar a formagao de AGVs. Os autores conduziram
o experimento em dois reatores acidogénicos, um recebeu 20 g L' de p6 de FeVZ (Rrevz) €
outro ndo recebeu nenhum aditivo (reator controle). Ambos tinham 2 L de volume reacional e
operavam no modo de fluxo ascendente. Os reatores eram alimentados com agua residuaria
sintética composta por sacarose (DQO afluente de 3.000 mg L), como fonte de carbono, e
quantidades adequadas de nitrogénio e fésforo para a obtencgao da relagao DQO:N:P de 200:5:1.
Os reatores foram inoculados com 14,8 g L' de lodo sanitario, em termos de solidos suspensos
totais (SST). O tempo de detengdo hidraulica (TDH) foi variado de 6h para 2h. Os autores
obtiveram maior grau de acidifica¢do (razdo entre a DQO de AGVs produzidos pela DQO
aplicada) no Rrevz em relacao ao controle. Em TDH de 6h, o grau de acidificagdo em Rrevz foi
de 42,1% e no controle foi apenas de 37,1%. Quando o TDH foi reduzido para 2h, o grau de
acidificagdo reduziu significativamente para 22,3% no controle, enquanto permaneceu estavel
em Rrevz (41,4%). Liu et al. (2012) observaram que o efluente gerado no reator controle tinha
maior parcela de DQO gerada por carboidratos, mas a DQO no efluente do reator aditivado era
gerada principalmente por AGVs, indicando que a hidrdlise e a acidogénese foram aceleradas.
Os autores justificaram esse resultado pelo aumento da atividade da enzima piruvato-
ferredoxina oxidorredutase (PFO). A atividade PFO em Rrevz foi determinada como sendo
0,05375 +0,00113 unidades mg-proteina™’, enquanto, no controle foi apenas 0,00305 = 0,00034
unidades mg-proteina!, significando que a atividade de PFO em Ragvs foi cerca de 17 vezes
superior a do controle. O ferro ¢ um componente indispensavel da enzima PFO que poderia ter
uma influéncia direta na oxidagdo bioldgica, incluindo hidrélise e fermentagdo. A producao de
Fe?" ajudaria a PFO a manter alta atividade, acelerando a acidogénese.

Outra vantagem do FeVZ ¢é sua elevada capacidade redutora (E° = —440 mV). Em
meio anaerobio, o FeVZ sofre corrosdao gerando H> exdgeno (aquele que ndo ¢ formado pela
degradagdo da matéria organica durante a DA), o qual participa da transferéncia indireta de

elétrons interespécies (TIEI) como um doador de elétrons para a redu¢cdo de CO> a CH4 durante
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a metanogénese hidrogenotrofica (MH), resultando em rendimentos maiores do que os
possibilitados apenas pela utilizagcao do substrato (Ye et al., 2021).

Nesse prisma, Vyrides et al. (2018), avaliaram o efeito do pH na transformagao de
COz em CH4 por lodo granular anaerdbio oriundo do tratamento de 4guas residuarias laticinios.
O experimento foi conduzido em reatores de vidro com 125 mL de volume total e 60 mL de
volume reacional, operando em regime de batelada sob agitacdo de 100 rpm e 30 °C por 11
dias. Os reatores foram inoculados com 2 gSV L' e receberam 50 gFeVZ L' em p6. Para criar
condigdes anaerdbias, CO; foi introduzido em cada reator por 10 min para remover oxigénio.
CO; foi a inica fonte de carbono para os microrganismos anaerobios. A pressdo do headspace
foi regulada inicialmente entre 1,5 e 1,6 atm ¢ ao final do experimento encontrava-se entre 1,0
e 1,1 atm, devido a amostragem didria de 1 mL do headspace para andlise de composi¢ao do
biogdas. Os ensaios foram realizados em triplicata para cada pH analisado (5, 6 e 7), totalizando
9 reatores e utilizaram duas abordagens. Na primeira, o pH do meio reacional era monitorado
diariamente e corrigido, por meio de acido cloridrico (HCl) 2M ou por hidroxido de sédio
(NaOH) 2M, para os valores pré-estabelecidos (5, 6 e 7). Na segunda abordagem, os valores de
pH eram analisados, mas ndo ajustados. Para medir o pH, era removido 1 mL de volume
reacional de cada reator e, quando necessario, era adicionado um volume adequado de meio
basal para manter o volume de trabalho.

Vyrides et al. (2018) obtiveram maior acimulo de CHs4 em pH 5 (cerca de 28
mLCHy) e 6 (cerca de 30 mLCHj4) regulado diariamente e em pH 5 (cerca de 28 mLCHs) sem
qualquer regulagdo. Em pH 7, foram gerados aproximadamente 25 ¢ 26 mLCH4 nas condigdes
de pH regulado e ndo regulado, respectivamente. A maior produgao e CHs4 em pH 5 e 6 ocorreu
devido a maio geragdao de H» nessas condi¢des em detrimento ao pH 7, devido as condicdes
mais favoraveis para a geracao abiotica de H, em valores de pH mais baixos. Em pH 5 foram
produzidos em torno de 23 mLH> nas duas abordagens avaliadas e em pH 6 foram gerados
aproximadamente 24 mLH>, quando pH era corrigido, e cerca de 18 mL quando pH ndo era
ajustado. Enquanto isso, em pH 7, a producao maxima de H» foi cerca de 10 mL e 4 mL nas
condicdes reguladas e ndo reguladas, respectivamente. Os autores concluiram que em valores
iniciais de pH de 5 e 6, a geragdo de H» por FeVZ foi maior em comparacio ao pH 7, mas nao
houve, em nenhuma condicdo avaliada, limitagdo de substrato para as arqueias metanogénicas
e, a propor¢ao em que o pH aumentava de 5 para 7 a atividade metanogénica aumentava devido
o pH neutro ser mais favoravel para o metabolismo de metanogénicos. Isso justificou as
produgdes de CH4 ndo serem tao inferiores em pH 7 em comparagdo ao pH 5 e 6, mesmo com

a menor geracdo de H». Outros trabalhos também relatam o aumento da producdo de CH4 por
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H> exdgeno advindo da corrosdo do FeVZ em testes metanogénicos realizados em pH neutro
(D. Dong et al., 2019; Hu et al., 2015; Liu et al., 2011; Wu et al., 2015).

Além desses mecanismos que favorecem a DA, o FeVZ pode reduzir o potencial de
oxidacao-reducao (POR) devido a sua forte propriedade redutora, criando um ambiente mais
favoravel para arqueias e para bactérias estritamente anaerdbias. Para microrganismos
anaerobios obrigatorios, um baixo POR ¢ fundamental, pois o potencial mais alto pode reduzir
completamente citocromos, impactando negativamente o transporte de elétrons extracelulares
e o crescimento dos microrganismos (J. Zhang et al., 2020). Conforme Wei et al. (2018), o POR
ideal para arqueias ¢ de aproximadamente -350 mV. Além disso, o POR também pode
determinar o tipo de fermentacdo e, consequentemente, a composi¢do de AGVs formados
durante a DA. Em um POR maior que -278 mV, a fermenta¢do do tipo propionico (producao
de propionato e acetato) ¢ preponderante, enquanto em ambientes acidos (pH < 4,5) com POR
inferiores a — 300 mV a fermentagdo do tipo acético (formagdo de acetato e etanol) ¢
preferencial. J& a fermentagao do tipo butirico (geragdo de butirato e acetato) ¢ facilitada em
ambientes levemente acidos e neutros (pH > 6) com POR inferiores a — 300 mV (Baek et al.,
2018). O propionato ndo pode ser utilizado diretamente pelos metanogénicos, sendo necessario
sua degradacdo a acetato. Porém, a oxidagdo anaerdbia do propionato (OAP) ¢
termodinamicamente desfavoravel, o que pode gerar acimulo desse acido e limitar a produgdo
de CHs (Wei et al., 2018). Logo, o favorecimento das fermentagdes do tipo butirato e acetato
em detrimento a fermentagdo do propionato, pela diminuicdo do POR provocada pela adi¢ao
de FeVZ ao sistema de tratamento anaerobio, pode levar a um aumento da producao de acetato,
e consequentemente, de CH4. Embora a oxidagao anaerdbia do butirato (OAB) também seja
termodinamicamente desfavoravel nas Condigdes Padrao de Temperatura e Pressao (CPTP),
sua energia livre de Gibbs (+48,1 kJ mol) é menos positiva do que a requerida para a OAP
(+76,1 kJ mol™!) (Y. Liu et al., 2012).

Nesse conjuntura, Liu ef al. (2012), trabalho detalhado anteriormente, avaliaram a
composi¢ao de AGVs formados na acidogénese da sacarose e concluiram que a dosagem de
FeVZ reduziu a fermentagdo do tipo propionico e aumentou significativamente a producao de
acetato e butirato independentemente do TDH (6h, 4h e 2h) aplicado aos reatores acidogénicos.
A porcentagem de propionato em Rrevz variou de 32 a 35%, enquanto no controle esse acido
correspondia a 49 a 56% dos AGVs formados sob diferentes TDH. Em Rrevz, as porcentagens
médias de acetato (31%) e de butirato (35%) foram superiores aos do controle (22% de acetato
e 26% de butirato). Os autores atribuiram esse resultado a elevada capacidade redutiva do FeVZ

que promoveu a redu¢do do POR de -111 e -227 mV no controle, faixa que favorecia a produgao
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de propionato, para a faixa de -282 e -326 mV em Rrevz, que beneficiava a producdo de acetato
e butirato, além de tornar o ambiente anaerébio mais favoravel para o metabolismo de
microrganismos estritamente anaerdbios. Os efluentes de Rrevz € do reator controle foram
utilizados para alimentar reatores metanogénicos, os quais tinham de 6 L de volume reacional
e operavam em fluxo ascendente com TDH fixo de 18h. O reator que recebeu o efluente de
Rrevz foi denominado de Rmi e que recebeu do controle de Rmz. O efluente de Rrevz que
continha uma porcentagem menor de propionato e maior grau de acidificacao foi mais favoravel
a metanogénese, retornando valores médios superiores de remogao de DQO (95 a 99%) e de
produgio de CHs (0,31 Lens gDQOkemov.! em detrimento a Rz, 0 qual removeu 73 a 88% de
DQO e produziu 0,26 Lcpg g2DQO0remov.™!). Outros trabalhos também reportaram o efeito positivo
do FeVZ na acidogénese e na metanogénese devido a redu¢do do POR (CHEN et al., 2015;
GOLKOWSKA; GREGER, 2013; XI et al., 2014; ZHU et al., 2014).

Com o aumento da dose de FeVZ, o A diminuiu de 1,37 d para 0,66 d, indicando
que o aditivo acelerou a adaptacao microbiolodgica ao substrato (Tabela 10). Enquanto isso,
apesar de o p ter aumentado, passando de 7,9 NLcns KgSSV™! d! para 10,4 NLcus KgSSV! d-
I, a elevacdo da dose ndo promoveu diferenca estatistica significativa neste parAmetro cinético
entre os reatores que receberam aditivo. O parametro k£ ndo apresentou diferenca significativa
entre os tratamentos estatisticos no primeiro ciclo. Observando apenas os rendimentos de
produgdo, a ER e o PBM apresentaram melhores resultado em Rsoy. Entretanto, quando os
parametros cinéticos sdo analisados, observa-se que a razdo de 1,0 FeVZ/SSV apresentou
beneficios substanciais na diminuicdo da A e no aumento da p, indicando que essa dose
promoveu um maior estimulo a sintrofia microbiana. O aperfeicoamento da cinética de
metanizagdo do substrato pode ser relacionada a capacidade do FeVZ em estimular a TIEI via
H; exogeno e a TDEI mediante sua superficie condutiva (Zhu et al., 2020).

Nesse cenario, Zhu et al. (2020) relataram que baixas concentragdes de FeVZ
poderiam favorecer a DA estimulando a TIEI, inclusive enriquecendo arqueias metanogénicas
hidrogenotroficas, mas ndo eram suficientes para a ativar alguns mecanismos de TDEI e nem
capazes de aumentar a abundancia relativa de microrganismos sintroéficos atuantes nesse
processo. Esses autores avaliaram a aplicacdo de FeVZ (5,0, 10,0 e 20,0 g L™!) na DA seca de
residuos alimentares, tendo lodo sanitario como indculo. Todas as concentracdes de FeVZ
aumentaram o PBM e tornaram mais eficiente a remocao de PS e PN, principais componentes
dos residuos alimentares. Todavia, somente as doses de 10,0 e 20,0 gFeVZ L apresentaram
impactos significativos no aumento da secrecao de PN nas SPE, que foram classificadas como

exoenzimas eletroativas. Essas PN continham grupos amida e ligagdes H que poderiam
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transferir elétrons e participar da transferéncia de elétrons de longo alcance, impactando
positivamente no estabelecimento de TDEI. Os autores também relataram que a capacidade de
transferéncia de elétrons (CTE) das SPE, que refletem as quantidades de grupos oxidativos e
redutores nas SPE disponiveis para trocar elétrons, como fragdes de quinona e hidroquinona,
aumentaram 1,4, 5,4 e 3,6 vezes para as doses 5,0, 10,0¢20,0 g LY, respectivamente, em relacao
ao controle. Sob a menor dose de FeVZ (5,0 g L), arqueias hidrogenotréficas (Methanoculleus
e Methanomassiliicoccus) foram enriquecidas, fundamentando o aumento do PBM por meio de
TIEL. No entanto, essa dose ndo foi suficiente para resistir a choques de carga organica.
Enquanto isso, as biomassas que receberam as maiores doses de FeVZ tinham predominéncia
de Methanothrix, indicando o aumento da contribui¢do de producdo de CHs pela via
acetoclastica e o estabelecimento de TDEI (entre Syntrophomonas e Methanothrix).

No segundo ciclo, houve uma melhora mais significativa nos indicadores do
processo anaerobio, principalmente nos parametros cinéticos. A ER, o teor de CH4 no biogéas e
0s parametros cinéticos p e k foram elevados com o aumento da razao FeVZ/SSV (Tabela 10).
Isto ocorreu porque o lodo ja estava mais adaptado ao substrato e porque o FeVZ exercia papel
fundamental nos processos de transferéncia de elétrons. Além disso, o A foi ausente em todos
os tratamentos. A menor dose de FeVZ também proveu efeito positivo na metanizagdo da ARS,
como o aumento de 12,4% no Y1 e 13,4% no Y em relagdo ao controle, mas apresentou fraco
desempenho na melhoria dos pardmetros cinéticos, indicando que a aceleragdo da cinética
metanogénica ¢ dose-dependente de FeVZ. Com o lodo mais adaptado, o impacto benéfico do
aumento da concentragdo de FeVZ foi menos significativo nos indicadores de rendimento (Y1,
Y2 e Yr), mas foi expressivo em tornar o biogas mais puro aumentando o teor de CH4 em 10,9%
e 13,5% em Rso% € Rioow, respectivamente, em relagdo ao controle. Esses resultados sugerem

que no segundo ciclo o FeVZ continuava a ser oxidado, fornecendo H, a MH.

5.3.4 Desempenho da Fes0y

O aumento maximo no PBM promovido pela nanomagnetita (Fe3O4, 50-100 nm)
foi de 29,0%, elevando de 154,1 NLcua kgSSV™! no controle para 199,8 NLcus kgSSV™! em
Rioy (Tabela 11). Destaca-se o excelente desempenho da menor dose aplicada em estimular o
processo metanogénico e aumentar em Y1, Y2, ER e o teor de CH4 no biogas em 20,2%, 29,0%,
7,3% e 2,6%, respectivamente. Além disso, apresentou elevado valor de Yr (449,1 NmLcn4
gFe;047"), sendo a maior taxa de contribui¢io de material condutor na geracdo de CH4 para o

primeiro ciclo de tratamento, em que Yr do CAG foi de 378,6 NmLcns gCAG! e 0 Yr do FeVZ
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foi 333,7 NmLcus gFeVZ! (Tabela 9 e 10). Os efeitos positivos da FesOs na DA estio
relacionados ao estimulo da sintrofia microbiana e o enriquecimento de microrganismos
eletroativos participantes de TDEI. Além disso, conforme Wang et al. (2016), 6xidos de ferro

podem aumentar a producdo de coenzima F420, fortalecendo a atividade metanogénica.

Tabela 11 — Rendimentos e parametros de eficiéncia e de cinética nos ensaios de PBM com
adicdo de Fe304 (valores médios).

1° Ciclo
Rc Rio% Rs0v Ri00%
Parametros 0,0 rFe;04/SSV 0,1 rFe;04/SSV 0,5 rFe;04/SSV 1,0 rFe;04/SSV Unidade
0,0 gFe3Os L' 0,4 gFe3sOs L' 2,0 gFe3sOs L' 4,0 gFe3s04 L!
PBM 154,92 199,8° 191,2° 184,5°¢ NLcus kgSSV!
ER 82,6% 88,7° 89,0° 88,9¢ %
v 0,848 1,019° 0,972° 0,941°¢ gDQOchs gDQOremov”!
' 0,338 0,406° 0,387° 0,375°¢ NLchs gDQOremov!
v 0,701* 0,904° 0,865 0,835°¢ gDQOcn4 gDQOpi!
2
0,279% 0,360° 0,345 0,332°¢ NLcu4 gDQOupi™!
Yr - 449,12 72,6° 29,6¢ NmLcus gFe3047!
A 1,37% 0,08° 0,73°¢ 0,73°¢ d
k 0,081% 0,081% 0,079? 0,078% d!
i 7,87* 9,40° 9,14% 8,72¢ NLcns gSSV! d!
CHy 80,6% 82,7° 81,1% 79,0¢ %
CO: 19,4% 17,3% 18,92 21,0¢ %
H.S 0,02 0,0? 0,02 0,02 %
2° Ciclo
PBM 174,32 190,7° 193,2° 192,3% NLchs kgSSV!
ER 92,2% 93,5b 94,3%° 95,5¢ %
v 0,827% 0,892 0,896° 0,881° gDQOchs gDQOremov’!
' 0,329 0,355 0,357° 0,351° NLcus gDQOremov!
v 0,763? 0,835° 0,845 0,842° gDQOcns gDQOpr!
2
0,304° 0,332° 0,337° 0,335° NLcn4 gDQOupi™!
Yr - 164,3% 37,7° 18,0¢ NmLcns gFe3Oq’!
A 0,00* 0,00* 0,00? 0,00* d
k 0,1172 0,141° 0,150°¢ 0,161¢ d!
n 12,57% 16,66° 18,38t 19,19¢ NLcus gSSV! d!
CHy 85,22 84,4* 85,52 85,12 %
CO: 14,8* 15,6* 14,52 14,9* %
H2S 0,02 0,0? 0,02 0,0* %

Fonte: O autor (2025).

A Fe304 media a transferéncia de elétrons ao se aderir aos e-pili e aumentar a CE
dessa proteina, dispensando a presenga de citocromos do tipo C (Liu et al., 2015). Além disso,

Xu et al. (2019), defendem que a ciclagem dinamica bioquimica entre Fe(III)(mineral)-Fe(II)-
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Fe(Ill)(mineral) de oxidos de ferro semicondutores pode acelerar o fluxo de elétrons de
bactérias sintroficas para arqueias metanogénicas, pois o potencial de oxidacao-reducao dos
pares redox de 6xidos de ferro ¢ suficientemente baixo para conduzir a redugao de CO2 a CHy
(E” (Fe;04/Fe*") = =314 mV, EY (0-Fe,03/Fe*") = —287 mV, E” (CO,/CH4) = —244 mV).
Nesse sentido, as bactérias sintroficas oxidam compostos orgénicos e transferem elétrons
extracelularmente para 6xido de ferro (III) mineral que aceita os elétrons e ¢ reduzido para
oxido de ferro (II), o qual transfere elétrons para metandgenos para reduzir CO; a CHs. Nesse
processo, o Fe(Il) ¢ oxidado novamente a Fe (III) mineral, assim o ciclo redox do ferro pode
mediar efetivamente a TDEI. Por meio desses mecanismos de TDEI, a Fe3O4 acelerou a cinética
metanogénica, promovendo a diminui¢do de A em 94,2% em Rioy € em 46,5% nos reatores
Rs0% e Rioo € aumentando em 19,5%, 16,3% e 10,6% o p nos reatores suplementados com 0,4,
2,0 e 4,0 gFe;04 L. Ndo ocorreu impacto no k (Tabela 11).

E notério que o aumento da dose de Fe;04 diminuiu progressivamente os valores
médios dos parametros de rendimento de producao de CH4 (PBM, Y1, Y2, 1) e aumentou A em
relagdo ao reator aditivado com 0,4 gFe;O4 L' (Tabela 11), indicando que doses mais elevadas
desse aditivo podem ocasionar impactos adversos ao processo anaerobio. Por exemplo, a
concentracdo de CH4 no biogés foi reduzido em 1,6% com a adi¢do de 4,0 gFe;O4 L. Apesar
disso, ressalta-se que todos os reatores que receberam essa nanoparticula apresentaram melhor
desempenho na metanizacdo da ARS em relagdo ao controle.

Em conformidade com esses resultados, outras pesquisas indicaram que doses
elevadas de Fe3;O4 impactaram negativamente a DA. Nesse contexto, Aguilar-Moreno et al.
(2020), avaliando a aplicacao de Fe3O4 (4,2 + 0,7 nm) nas concentragdes 20,0 ,40,0 e 60,0 mg
L' na DA mesofilica de cama de frango, residuo composto por feno de capim, palha de arroz,
serragem, sabugo de milho triturado, fezes, penas e restos de ragdo para aves, reportaram que a
menor dose aplicada foi a que mais beneficiou o processo anaerobio, aumentando o PBM em
73,9% em relagdo ao controle. Porém, as maiores doses diminuiram a taxa de produgao de CH4
e 0 PBM em relagio a 20,0 mgFe;O4 L', apesar de todos os reatores aditivados apresentaram
melhor desempenho na DA em detrimento ao controle. Nao foram apresentados ou discutidos
fatores que possam ter induzido o menor desempenho das maiores doses, mas os autores
afirmaram que os resultados positivos foram ocasionados devido a Fe3O4 agir como um material
condutor ¢ promover TDEI. Também foi sugerido que a Fe3Os4 possa ter sido aderida a
membrana celular das arqueias e atuado como uma proteina de transporte de elétrons para o
meio intracelular, agindo semelhantemente a proteina metanofenazina. Altamirano-Corona et

al. (2021), estudando o efeito da magnetita (425um) nas concentracdes de 0,1,0,5¢ 1,0 g L™!
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na DA de residuos alimentares também relataram que a menor dose utilizada apresentou melhor
resposta no rendimento de CHa, gerando 618,3 NmLcus gSV!, correspondendo a um acréscimo
de 30,1% em relacdo ao controle que produziu 475,2 NmLcus gSV™'. Enquanto isso, os reatores
com 0,5 e 1,0 g L'! apresentaram geracdo de 527,7 e 524,5 NmLcns4 gSV™!, respectivamente,
valores inferiores ao obtido com a menor dose, mas superiores ao controle.

Os mecanismos ativados por nanoparticulas condutoras que provocam efeitos
adversos a DA ainda ndo estdo bem esclarecidos na literatura, mas parecem ser dose-
dependentes, ou seja, quanto maior a dose aplicada maior a probabilidade de ocorréncia de
impactos negativos na metanogénese. Wang et al. (2016), apontaram que nanoparticulas
metalicas podem ser adsorvidas pela membrana celular, ocasionando ruptura de membrana e,
consequentemente, reducao na producao de CH4. Em consonéncia, os estudos conduzidos por
Fu et al. (2019), sobre o efeito de nanoparticulas na metanogénese, esclareceram que uma
grande quantidade de Fe3O4 passa através da membrana celular e entra no citoplasma, o que
pode provocar desequilibrio metabolico ou toxicidade as arqueias metanogénicas.

Contudo, esses efeitos negativos parecem ter se limitado ao primeiro ciclo, pois, no
segundo ciclo, todas as doses aplicadas apresentaram impacto positivo na DA, embora tenham
retornado valores estatisticamente iguais para os parametros de rendimento de CHs. O PBM
passou de 174,3 NLcns kgSSV! para 193,1 NLcus kgSSV™!, correspondendo a um aumento de
10,8% (Tabela 11). Nao houve diferenga estatistica significativa do teor de CH4 nos reatores
suplementados com Fe3O4 e o reator controle. Enquanto isso, o aumento da dose de Fe3O4
aprimorou a cinética de metanizagdo da ARS, elevando o p em 32,5%, 46,2% ¢ 52,6% ¢ 0 kem
20,4%, 28,1% e 37,7% nos reatores com 0,4, 2,0 e 4,0 gFe304 L™, respectivamente. Nesse ciclo,
todos os tratamentos apresentaram auséncia da fase de laténcia.

Em conformidade com esses resultados, outros estudos também demonstraram os
efeitos positivos da Fe;O4 na cinética metanogénica, como Yin ef al. (2017) que reportaram o
aumento de p em 12,2%, a diminui¢ao de A em 32,3% e a melhora na ER de matéria organica
em 8,1% na DA de aguas residudrias sintéticas em reatores anaerobios operados em bateladas
sequenciais (ASBRs) utilizando 10 gFe304 L™, tendo triptona como fonte de carbono. Enquanto
isso, Altamirano-Corona et al. (2021) comunicaram a reducao de A de 6 para 4,3h e 0 aumento
de p de 71,9 para 84,6 NmLcus gSV! d”! com a adi¢do de 0,1 gFe;04 L™ no tratamento de

residuos alimentares, uma concentracao dez vezes inferior a aplicada por Yin ef al. (2017).
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5.3.5 [Estabilidade dos Digestores Anaerobios

A estabilidade dos digestores anaerdbios foi analisada por meio dos valores de pH,
0s quais sdo apresentados na Tabela 17. O pH manteve-se entre 7,5 e 8,0 em todos os reatores
nos dois ciclos de tratamento da ARS, indicando que ndo houve acumulo de 4cidos organicos
capaz de provocar a redugdo do pH a valores inadequados (iguais ou inferiores a 6,0) para o
metabolismo das arqueias metanogénicas (Nathia-Neves ef al., 2018). Em geral, os aditivos nao
ocasionaram variagdes significativas nos valores de pH em relacdo ao controle, mas o FeVZ
tendeu a alcalinizar os efluentes, devido a sua corrosdo em meio anaerobio consumir acidez
(H") e disponibilizar hidroxilas (OH"), contribuindo para elevar o pH para a faixa de 7,9 ¢ 8,0.

Apesar do nitrogénio amoniacal total (NAT) e de seus componentes, nitrogénio
amoniacal livre (NAL) e amonio (NH4"), ndo terem sido monitorados, afirma-se que ndo houve
toxicidade ou inibicdo a atividade metanogénica por acimulo desses compostos nitrogenados,
ja que as concentragdes médias iniciais, considerando todas as condigdes avaliadas no teste de
PBM, foram inferiores aos valores comumente relatados como inibitérios. E comumente
relatado que concentra¢des de NAT acima de 3.000 mg-N L' e de NAL acima de 150 mg-N L
! podem inibir o processo de DA e deprimir a produgio de CHs (Meng et al., 2020).

No primeiro ciclo, as concentracdes iniciais de NAT e NAL foram de 167,3 = 18,3
mg-N L'e6,5+0,7mg-N L, respectivamente, e no segundo ciclo, os valores médios iniciais
de NAT foram 181,1 + 16,6 mg-N L' e de NAL foram 8,7 + 0,8 mg-N L. Logo, mesmo com
a produgdo de nitrogénio amoniacal advindo da degradacao de proteinas e aminoacidos durante
o tratamento anaerobio da ARS, as concentragdes de NAT e NAL nao chegariam valores
inibitorios. Com base nesses resultados, conclui-se que os digestores anaerdbios funcionaram

em ambiente propicio a atividade metanogénica.

5.3.6 Anadlise das Comunidades Microbianas

Os indices de alfa-diversidade Shannon e Chaol foram analisados para a
compreensdo das modificagdes na diversidade, uniformidade e riqueza das comunidades
microbianas ocasionadas pela inser¢do de MCs no tratamento anaerdbio da ARS. Conforme
Sun et al. (2021), quanto maior o indice de Shannon mais uniforme ¢ a biomassa, e, quanto
maior indice de Chaol, maior a riqueza de espécies. Um grafico comparativo entre os valores

dos indices de alfa-diversidade das dez biomassas avaliadas ¢ apresentado na Figura 17.
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Figura 17 — Indices de alfa-diversidade (Shannon e Chao1) das comunidades microbianas das

biomassas avaliadas.
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A diversidade de bactérias ndo sofreu impacto significativo pela adi¢do de FeVZ e
de Fe30s, independente da dose, mas o CAG promoveu um efeito mais expressivo do indice
Shannon, indicando que os microrganismos estavam distribuidos de forma mais uniforme,
sendo que o aumento da dose de CAG também influenciou positivamente no aumento da
diversidade bacteriana. Enquanto isso, os trés MCs tenderam a aumentar a diversificagdo e a
uniformidade na comunidade de arqueias, sendo que o CAG teve efeito mais significativo. O
maior impacto no aumento da diversidade e da uniformidade de bactérias nas biomassas que
receberam CAG esta relacionado a elevada capacidade desse material em reter biomassa em
sua superficie (Yan et al., 2018).

Em contraponto, os trés MCs tenderam a diminuir a riqueza das espécies de
bactérias e de arqueias, indicando uma sele¢do microbioldgica correlacionada diretamente com
os diferentes efeitos de cada aditivo sobre a digestdo anaerobia da ARS. Como exemplo, o CAG
aumentou a abundancia relativa de bactérias sintroficas (Synergistota e Spirochaetota), o FeVZ
enriqueceu arqueias metanogénicas hidrogenotréficas - AMHs (Methanolinea), e a FezO4
estimulou o aumento populacional de arqueias metanogénicas acetocldsticas - AMAs
(Methanothrix). Como exce¢do, o CAG tendeu a aumentar a riqueza de bactérias, mas esse
efeito foi diminuido com o aumento da dose aplicada desse material. Assim, € possivel concluir
que o CAG, a Fe304 e 0 FeVZ diminuiram a riqueza e tenderam a aumentar a diversidade e
uniformidade das comunidades microbianas.

Analisando a abundancia de bactérias e de arqueias nas biomassas, nota-se que em

comparagdo com o lodo de inoculo, a biomassa de controle (sem adicdo de MCs) apresentou
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diminui¢do na abundancia relativa de bactérias (73,4% no indculo para 53,9% no controle) e,
consequentemente, aumento na abundancia de arqueias (26,6% no inoculo para 46,1% no
controle), indicando aumento da atividade metanogénica. O CAG tendeu a aumentar a
abundancia relativa de bactérias, passando de 53,9% no controle para 55,8%, 50,5% e 58,1%
nas doses 0,4, 2,0 ¢ 4,0 gCAG L. Enquanto isso, as doses mais elevadas de FeVZ aumentaram
a abundancia relativa de arqueias, passando de 46,1% no controle para 45,4%, 49,4% ¢ 48,1%
nas doses 0,4, 2,0 e 4,0 gFeVZ L'. Em oposto, a Fe;O4 promoveu, progressivamente, a
diminui¢do da abundancia relativa de arqueias (46,1% no controle para 47,7%, 43,8% e 42,6%
nas doses 0,4, 2,0 ¢ 4,0 gFe;04 L).

Ademais, as comunidades microbianas presentes na biomassa dos reatores de
controle e nas biomassas que receberam aditivos apresentaram demasiada semelhanga quanto
a classificagdo taxondmica, sendo que as maiores alteragdes parecem ter sido provocadas pela
especializacdo microbiologica a degradagdo do substrato (a comunidade microbiana do lodo de
in6culo € consideravelmente mais distinta das que realizaram o tratamento da ARS com ou sem

aditivo) e ndo pela adicdo de MCs.

5.3.6.1 Estrutura da Comunidade Bacteriana

Comparando a comunidade bacteriana do inéculo (lodo do tratamento de agua
residuaria de cervejaria - ARC) e a do lodo do reator controle (lodo do tratamento de ARS),
observa-se que os filos predominantes apds o tratamento da ARS foram Chloroflexi,
Actinobacteriota, Nitrospirota, Firmicutes, Synergistota e Patescibacteria e os filos que
tiveram abundancia relativa reduzida foram Bacteroidota (14,41% no inoculo e 2,64% no
controle), Proteobacteria (8,91% no indculo e 0,66% no controle) ¢ Caldatribacteriota (2,64%
no in6culo e 0,31% no controle) (Figura 18A). Essas modificagdes na microbiota estdo em
conformidade com a adaptacdo microbioldgica a degradagdo do substrato, enquanto a ARC ¢
um substrato rico em PS e PN dissolvidas (matéria orgénica soluvel), a ARS tem elevada
concentracdo de matéria organica particulada advinda de residuos de ragdo e tem elevados
teores de PS, PN e lipideos provenientes das fezes e urina dos suinos (Maria ef al., 2023).

A ARC ¢ oriunda das operacdes envolvidas na cadeia de produgdo da cerveja, como
filtragdo, descargas de equipamentos, lavagem de contéineres, limpeza de tanques, cubas,
tubulacdes e pisos (MORAIS et al., 2021a). A ARC contém grande quantidade de matéria
organica solavel, principalmente polissacarideos, amido soluvel, proteinas, aminodcidos,

etanol, 4cidos graxos volateis (AGVs), e substancias suspensas, como lipidios, residuos de
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levedura, lupulo e malte (Su et al., 2023). Além disso, a ARC pode conter produtos de limpeza
e desinfeccao, que possuem nitrogénio e fésforo como seus constituintes (Simate et al., 2011).
Dependendo da matéria-prima, da quantidade de agua utilizada para limpeza das instalagoes e
dos equipamentos da cervejaria e dos agentes de limpeza utilizados, ¢ gerado um efluente de
cervejaria com as seguintes caracteristicas: demanda bioquimica de oxigénio (DBOs) entre 300
e 3.500 mg L™!, demanda quimica de oxigénio (DQO) entre 800 ¢ 7.000 mg L™, nitrogénio
amoniacal entre 50 e 500 mg L™! e fosforo total entre 10 e 50 mg L' (Soliman et al., 2024).
Enquanto isso, a ARS ¢ caracterizada por possuir concentragdes de matéria organica e de
nutrientes muito superiores 8 ARC, podendo conter: demanda bioquimica de oxigénio (DBOs)
entre 6.500 ¢ 7.200 mg L™!, demanda quimica de oxigénio (DQO) entre 5.000 e 30.000 mg L,
nitrogénio total entre 800 e 6.000 mg L', nitrogénio amoniacal entre 500 ¢ 2.200 mg L' e
fosforo total entre 100 e 1.400 mg L™! (Ding et al., 2017; Lourinho et al., 2020; L. Shi et al.,
2024).

Em consonancia com as caracteristicas fisico-quimicas da ARC, ¢ esperado que um
lodo adaptado ao tratamento desse efluente seja abundante em bactérias dos filos Bacteroidota,
Proteobacteria e Caldatribacteriota, as quais sdo fundamentais para a hidrélise e fermentacao
anaerobia de polissacarideos, como glicose, celulose, hemicelulose, resultando em AGVs de
cadeia curta, principalmente acetato (CH3COQ") e propionato, H> e CO2 (Lv et al., 2022; Wang
et al.,2024). Enquanto isso, a digestao anaerdbia da ARS requer uma atividade hidrolitica mais
abrangente capaz de promover a degradacdo de polissacarideos, proteinas e lipideos. Isso
propiciou a reducdo da abundancia relativa de bactérias dos filos Bacteroidota, Proteobacteria
e Caldatribacteriota, o enriquecimento dos filos Firmicutes (2,57% no inéculo e 6,46% no
controle), Actinobacteriota (13,48% no indculo e 17,51% no controle) e Synergistota (3,71%
no inéculo e 10,56% no controle), e a manutencdo de uma eclevada abundancia relativa de
Chloroflexi (correspondeu a pelo menos 30% da populagdo total de bactérias em todas as
biomassas avaliadas).

Conforme Xiao et al. (2021), o filo Firmicutes podem produzir uma variedade de
enzimas relacionadas a degradacdo de produtos organicos complexos e sdo as bactérias
dominantes na acidifica¢do hidrolitica, geralmente aparecendo no sistema DA com alto teor de
amoénia. Com efeito, o aumento da abundancia relativa desse filo indica adaptagdo
microbioldgica para tornar os processos de hidrolise e de acidificacao mais eficientes. Isso ¢
condizente com o tratamento anaerobio da ARS, a qual possui elevado teor de matéria organica

particulada, sendo rica em proteinas e lipidios.



Figura 18 — Classifica¢do taxondmica da comunidade bacteriana
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Nesse contexto, as caracteristicas da ARC e da ARS também justificam a elevada
abundancia relativa do filo Chloroflexi. As bactérias pertencentes a esse filo sao hidroliticas-
fermentativas ¢ atuam na degradagdo de diversas proteinas e carboidratos. Além disso,
promovem a granulacao do lodo ao fornecerem uma estrutura filamentosa na qual os flocos sao
formados (Wang et al., 2022). Wang et al. (2019), avaliando a DA de sacarose e etanol com
suplementag¢ao de Fe3O4, concluiram que Chloroflexi poderia atuar como parceiro doador de
elétrons na TDEI. A eletroatividade desse filo foi sugerida inicialmente por Blanchet et al.
(2014) que observaram que essas bactérias eram dominantes em biofilmes eletroativos de
reatores eletroquimicos alimentados com CH3COO. Os MCs ndo impactaram
significativamente no crescimento desses microrganismos.

Acidobacteriota foi enriquecido na presenga de CAG, em que, quanto maior a dose
desse aditivo maior foi a abundancia relativa desse filo, resultando no aumento de 2,47% no
controle para 2,81%, 3,79% e 5,50% nos reatores com 0,4, 2,0 e 4,0 gCAG L. A classe
Aminicenantia do filo Acidobacteriota ¢ capaz de fermentar carboidratos e proteinas e pode
estabelecer interagdes sintroficas com Methanosaeta (Methanothrix) e Methanosarcina ao
fornecer produtos oxidados, como Hz e CH3COO", para a geragdo de CHy (Xiang et al., 2024,
2023). Como a Methanosarcina nao foi observada nas biomassas avaliadas, ¢ provavel que as
relagdes sintroficas dessas bactérias tenham ocorrido com as arqueias Methanothrix, a qual foi
a arqueia mais abundante e predominante em todos as culturas.

O CAG foi o aditivo que mais enriqueceu bactérias sintroficas atuantes nos
processos de acidogénese, acetogénese, oxidacao sintrofica de acetato e oxidacao sintrofica de
propionato, muito provavelmente devido sua capacidade de adsorcdo de AGVs e posterior
disponibilizacdo para as bactérias sintroficas. Nesse contexto, analisou-se as abundancias
relativas das classes  Symergistia, Spirochaetia, Syntrophia, Syntrophobacteria,
Syntrophorhabdia e Syntrophomonadia (Figura 18B). A soma das abundancias relativas dessas
classes taxonomicas era de 13,4% no controle e passou para 13,8%, 17,0% e 15,0% nas culturas
que receberam 0,4, 2,0 e 4,0 gCAG L.

Synergistia foi mais enriquecida na presenca de CAG, tendo sua abundancia
relativa aumentada de 10,6% no controle para 10,7%, 13,5% e 11,5% nas biomassas que
receberam 0,4, 2,0 e 4,0 gCAG L, respectivamente. De acordo com Hu et al. (2019), as
bactérias do filo Symergistota sdo bactérias sintroficas capazes de converter aminoacidos e
acidos graxos volateis de cadeia curta e longa em H», CO; e CH3COO". Também sao bactérias
sintroficas oxidantes de acetato (BSOA) que convertem esse acido organico em Hz e COo,

apoiando a metanogénese hidrogenotréfica (MH). As bactérias da classe Spirochaetia também
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sdo BSOA e podem atuar na degradagdo de carboidratos, como glicose, galactose e sacarose,
em AGVs de cadeia curta (ZHU et al., 2023b). O CAG foi o Ginico material a enriquecer, mesmo
que discretamente, bactérias dessa classe taxonomica.

Ja a Fe304 enriqueceu a classe taxonomica Syntrophomonadia, passando de 0,3%
no controle para 0,5%, 1,3% e 2,4% nas biomassas que receberam 0,4, 2,0 e 4,0 gFe;04 L™,
respectivamente. Conforme Wang et al. (2021), as bactérias pertencentes a classe
Syntrophomonadia (filo Firmicutes) sdo microrganismos sintroficos que podem degradar
AGVs em CH;COO" e H». Essas bactérias possuem genes de sintese de e-pili e podem
estabelecer TDEI com Methanosarcina. Além disso, harmonizam suas atividades com AMHs
(Methanobacterium e Methanofollis) por meio de TIEI (Castilho ef al., 2022). Segundo Yuan
et al. (2020), oxidos de ferro, principalmente Fe3Os4, podem enriquecer Syntrophomonas e
arqueias parceiras de TDEI e TIEI, como Methanothrix e Methanobacterium, respectivamente.
Outra classe que teve abundancia aumentada pela Fe3O4, mesmo que discretamente, foi a
Syntrophia. Essas bactérias também participam de interagdes sintréficas com metanogénicos
hidrogenotroficos, garantindo uma utilizagdo eficiente de H> durante a fermentagdo, sendo
extremamente importantes e correlacionadas a eficiéncia nos processos de transferéncia de
elétrons, pois possuem genes que codificam e-pili e sdo altamente provaveis de estarem
envolvidas em TDEI (Hou et al., 2023b; Yajie Li et al., 2024).

Enquanto isso, as maiores doses de FeVZ aumentaram de forma discreta a
abundancia relativa das classes Syntrophobacteria (de 1,7% no controle para 2,2% em Rsoy, €
2,0% em Rioow), Syntrophorhabdia (de 0,27% no controle para 0,29% em Rsoy, € 0,34% em
R100%) € Syntrophomonadia (de 0,28% no controle para 0,45% em Rso € 0,47% em Riooe). As
duas primeiras classes sdo de bactérias sintroficas oxidantes de propionato (BSOP),
pertencentes ao filo Desulfobacterota, que atuam de forma sintrofica com as arqueias
metanogénicas (Methanothrix, Methanobacterium) ou com bactérias redutoras de sulfato
(BRS) na degradagao de compostos organicos em Hz e CH3COO" (Ariesyady ef al., 2007). A
atividade dessas bactérias depende estritamente da presenca de microrganismos consumidores
desses produtos devido a necessidade de regulagdo da pressao parcial de H, (Franchi et al.,
2018). O enriquecimento dessas duas classes taxondmicas esta consoante a capacidade do FeVZ
em aumentar a atividades de enzimas acidogénicas e metanogénicas. A degradagado sintrofica
do propionato em CH3COQO" sugere um ambiente anaerdbio com baixa pressao parcial de H» (<
10* atm) e indica maior disponibilizacdo de substrato para as AMAs, elevando, assim, a taxa
de utilizag¢@o do substrato e a producdo de CHy (Shi ef al., 2021). Liu et al. (2012), reportaram

que o FeVZ aumentou a abundancia relativa de bactérias sintréficas oxidantes de AGVs,
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principalmente butirato (Syntrophomonas spp.) e de propionato (Syntrophorhabdia wolinii e
Syntrophorhabdia fumaroxidans), em um reator acidogénico tratando sacarose e justificaram
esse resultado com a ativagdo de enzimas acidogénicas promovidas pelo FeVZ.

A Fe304 enriqueceu expressivamente o filo Patescibacteria, o qual teve abundancia
relativa aumentada de 3,2% na biomassa controle para 5,1%, 24,0% e 19,7% nas culturas que
receberam 0,4, 2.0 e 4,0 gFe304 L', respectivamente. O superfilo Patescibacteria ou também
conhecido por Filo Candidato de Radiagdo (FCR) compreende microrganismos
filogeneticamente e metabolicamente diversificados, caracterizados por seu tamanho
ultrapequeno. Estes sdo constituidos por bactérias auxotroficas, ou seja, dependem de nutrientes
produzidos por outros microrganismos, € que tém capacidade metabolica limitada, dependendo
exclusivamente da fermentagdo (fosforilagdo em nivel de substrato) para producao de energia,
e possuindo estilo de vida simbidtico (relagdes potencialmente comensais, mutualisticas e
parasitarias) com outros microrganismos (X. Liu et al., 2024).

Estudos comprovaram o parasitismo de cepas do filo Patescibacteria (linhagem de
nivel familiar Ca.Yanofskybacteria pertencente a classe taxondmica Parcubacteria) em
Methanothrix, mas nao avaliaram o impacto dessa interacdo microbioldgica sobre a
metanogénese (KURODA et al., 2022). Nesse contexto, observou-se uma correlagdo positiva
de enriquecimento de Patescibacteria e Methanothrix com o aumento da dosagem de FeszOs,
mas nao foram obtidos resultados que suportem a indicagao de relacao simbidtica ou parasitaria
por esses microrganismos, apesar do um impacto negativo na metanogénese ocasionado pelas
maiores doses desse aditivo no primeiro ciclo de tratamento da ARS. Além disso, a abundancia
relativa de bactérias pertencentes a classe Parcubacteria foi irriséria em todas as culturas
avaliadas. Em contraponto, os microrganismos da classe Dojkabacteria, pertencentes ao filo
Patescibacteria, foram os mais enriquecidos pela Fe3Os. Conforme Jiang et al. (2022) e Li et
al. (2021), essas bactérias estdo associadas a degradacdo de carboidratos, sendo tolerantes a
condicdes ambientais adversas e sdo enriquecidas em meios ricos em ferro, sugerindo que esses
microrganismos atuam em alguma etapa do ciclo redox do ferro.

Thermodesulfovibrionia foi enriquecida na presenca de FeVZ, aumentando de
abundéancia de 14,1% no controle para 15,5% na biomassa que recebeu 4,0 gFeVZ L', Essas
bactérias pertencem ao filo Nitrospirota e sio BRS que codificam vias respiratdrias completas
para atuar na reducao dissimilatoria de nitrato (X. Chen et al., 2022; Umezawa et al., 2021).
Conforme Zhao et al. (2023), a Thermodesulfovibrionia pode utilizar H e carbono organico,
como lactato, piruvato e formiato, para reduzir sulfato (SO4>) a sulfeto (S*), que poderia

combinar-se com metais ¢ formar sulfetos metalicos, como sulfeto de cadmio (CdS) e sulfeto
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de ferro(Il) (FeS), promovendo a remo¢do de metais de solos e de dguas por meio de
precipitacao. Esse mecanismo pode ter contribuido para que nos reatores suplementados com
FeVZ nao fosse identificado a presenga de H>S no biogas, sendo que no biogds dos demais
retores foram obtidos tracos inquantificaveis de H»S.

Os géneros mais abundantes em todas as biomassas foram: Mesotoga, Longilinea,
JGI-0000079-D21, Clostridium sensu stricto 1, Georgenia (Figura 18C). O CAG aumentou a
abundancia relativa do género Mesotoga de 0,8% no controle para 1,3%, 2,1% e 1,5% em 0,4,
2,0 e 4,0 gCAG L, respectivamente. Essas bactérias pertencem ao filo Thermotogota e sio
microrganismos fermentativos que podem degradar compostos organicos complexos,
principalmente carboidratos, para produzir CH;COO", S* e COz (Lee et al., 2017). Conforme
Liet al. (2023), Mesotoga sao BSOA que oxidam CH3COO™ em CO; e atuam em parceria com
Methanobacterium no processo de TIEI via H> como mediador redox, apoiando a producao de
CH4 por meio de MH.

De acordo com Zhang et al. (2023), Longilinea pertence ao filo Chloroflexi e ¢ uma
bactéria hidrolitica filamentosa que pode converter carboidratos em AGVs e Hj, sendo
relacionada ao estabelecimento de sintrofia com metanogénicos hidrogenotroficos. Yang et al.
(2023), investigando em efluentes da industria farmacéutica o efeito de 6xido de ferro lantanio
(LaFeOs3) na remocao de carbamazepina, um antidepressivo de dificil biodegradagdo em meio
aquoso, reportaram que Longilinea agiu como um microrganismo exoeletrogénico, oxidando
matéria organica em CH3COO", H> e CO; enquanto gerava elétrons, que fluiam via LaFeOs
para Methanothrix, a qual aceitava os elétrons e usava os produtos oxidados para formar CHa.
Xia et al. (2016) apontaram que Longilinea contém gene pilA altamente expresso que poderia
regular o crescimento de e-pili, os quais formaram nanofios condutores para estabelecer TDEI
com metanogénicos sem assisténcia externa. Portanto, esse género de bactérias deve ter atuado
fortemente em processos de transferéncia de elétrons. O CAG enriqueceu o género Longilinea
de 0,7% no controle para 1,1%, 1,4% e 1,8% em 0,4, 2,0 e 4,0 gCAG L', respectivamente.

JGI-0000079-D21 ¢ um género pertencente a classe Synergistia e teve abundancia
relativa aumentada de 5,4% no controle para 6,1%, 8,4% e 7,8% em 0,4, 2,0 e 4,0 gCAG L,
respectivamente. Essas bactérias sdo capazes de converter AGVs em CH3COO" e H», estando
relacionado a hidrdlise e acidificagdo e tem potencial para degradar compostos inibitérios,
como fenois e compostos N-heterociclicos (LI et al., 2022; ZHU et al., 2023a). Estudos indicam
que essas bactérias sao eletroativas e seu enriquecimento foi obtido em sistemas eletroquimicos,

indicando seu potencial para transferéncia de elétrons extracelulares (Qi et al., 2022). Além
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disso, esses microrganismos foram favorecidos na presenca de pano de carbono (Zeng et al.,
2024) e de CAG (Zhao et al., 2017), sugerindo participacao de TDEI via MCs carbonaceos.

A Fes04 foi o aditivo que mais enriqueceu o género Clostridium sensu stricto 1 (filo
Firmicutes), o qual teve abundancia relativa aumentada de 1,6% no controle para 2,5%, 4,2%
e 2,7% nas biomassas aditivadas com 0,4, 2,0 e 4,0 gFe304 L'}, respectivamente (Figura 18C).
Consoante Feng et al. (2023), o género Clostridium spp. estabelece relagdo sintrofica com
metanogénicos para facilitar a produ¢ao de CHa4. Além disso, Clostridium spp. sao bactérias
redutoras de ferro (BRF) que sdo enriquecidas na presenca de Fe3Os, as quais atuam na hidrolise
de substratos e na transferéncia de elétrons extracelulares para os 6xidos insoltveis de Fe*" por
e-pili, promovendo a redu¢iio de Fe*" para Fe** (Peng et al., 2018). Para o FeVZ, o tinico género
enriquecido foi o midas g 581, pertencente a classe Thermodesulfovibrionia.

Outro género taxondmico importante nas biomassas avaliadas foi Georgenia,
correspondendo a pelo menos 10% do total de bactérias nas amostras analisadas. Essas bactérias
pertencentes ao filo Actinobacteriota sao responsaveis pela degradagdo de proteinas (Liang et
al.,2023). Wang et al. (2024), avaliando a DA de chorume de aterro sanitario, reportaram que
o género Georgenia tem elevada tolerancia a ambientes adversos e desempenha um papel
fundamental na hidroélise de matéria organica, facilitando, assim, a degradacao de compostos
organicos toxicos presentes em chorume de aterros sanitarios. Além disso, os autores
observaram uma correlacao positiva significativa entre Georgenia e Methanothrix, indicando
que a Georgenia ndo apenas forneceu substratos, mas também criou um ambiente favoravel
para metanogénicos e, consequentemente, promoveu uma melhora na taxa de DA e aumentou
a estabilidade geral do reator. Observando a Figura 18C, conclui-se que o enriquecimento de
Georgenia ndo parece ter relacdo com a aplicacdo dos MCs, mas, sim, devido a adaptacao

microbioldgica para degradagdo do substrato.

5.3.6.2 Estrutura da Comunidade Arqueal

Com o tratamento da ARS ocorreu a diminui¢ao da abundancia relativa de arqueias
do filo Euryarchaeota e o aumento de arqueias pertencentes ao filo Halobacterota,
principalmente devido ao enriquecimento do género Methanothrix, o qual pertence a classe
Methanosarcinia (Figura 19). Methanothrix sdo arqueias acetoclasticas que formam CHg4 pela
descarboxilagdo de CH3COQO", mas podem realizar redugdo de CO, a CH4 quando atuam como
microrganismos endoeletrogénicos, recebendo elétrons de bactérias exoeletrogénicas, no

processo de TDEI (Feng et al., 2023).



Figura 19 — Classifica¢do taxondmica da comunidade arqueal ao
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Apesar de todas as culturas apresentarem elevada abundincia do género
Methanothrix, correspondendo a pelo menos 82% da populacdo total de arqueias, observa-se
que a Fe3O4 promoveu o enriquecimento desses metanogénicos, aumentando a abundancia
relativa de 83,7% no controle para 84,7%, 88,6% e 87,5% nas biomassas que receberam 0,4,
2,0 e 4,0 gFe;04 L', respectivamente. A espécie taxondmica Methanothrix soehngenii foi
dominante nas biomassas avaliadas. Segundo Ma et al. (2021), a Fe304 aumenta a abundancia
de bactérias acetogénicas e, de forma correlacionada, enrique arqueias Methanothrix, as quais
podem aceitar elétrons diretamente de MCs ou de bactérias que respiram metais. Como
discutido anteriormente, existe correlagao positiva entre o enriquecimento de Methanothrix e
de bactérias do filo Patescibacteria, sendo necessario o desenvolvimento de estudos visando
avaliar os impactos dessa relacdo simbiotica sobre a DA de residuos organicos, principalmente
no que tange a producdo de CHa.

Logo, as arqueias Methanothrix devem ter participado ativamente de mecanismos
de transferéncia de elétrons via aditivos condutores. Com base na andlise de abundéncia
taxondmica ¢ do efeito dos aditivos nas biomassas avaliadas sugere-se que as bactérias
sintréficas das classes taxondmicas Symergistia, Spirochaetia, Syntrophobacteria,
Syntrophorhabdia, Syntrophomonadia, Syntrophia, Clostridia e as pertencentes aos géneros
Clostridium sensu stricto 1, Mesotoga, Longilinea e JGI-0000079-D21 sao os potenciais
parceiros de TDEI das arqueias Methanothrix soehngenii.

O FeVZ promoveu o aumento, embora discreto, da abundancia relativa das arqueias
do género Methanolinea, passando de 2,3% no controle para 2,8%, 2,6% e 3,0% nas biomassas
aditivadas com 0,4, 2,0 e 4,0 gFeVZ L, respectivamente (Figura 19B). Segundo Feng e al.
(2023), o FeVZ em digestores anaerobios estd relacionado ao enriquecimento de
Methanobacterium, Methanolinea e Methanothrix. Isso ocorre devido a capacidade do FeVZ
de liberar H> quando oxidado em meio anaerdbio. Esse efeito ¢ amplamente relatado na
literatura técnica e parece ser independente da dose de FeVZ adicionada. Entretanto, quando as
doses de FeVZ aplicadas sao elevadas (ainda ndo ha consenso sobre a concentragdo ou razao
de massa entre FeVZ e SSV), ocorre o enriquecimento de bactérias homoacetogénicas da
familia Clostridiaceae. Tal aspecto parece ser uma estratégia inteligente para manter a pressao
parcial de H> adequada enquanto ha o fornecimento de substrato (CH3COO") para AMAs, em
destaque a Methanothrix, aumentando a utilizacdo do substrato e, consequentemente, as taxas
de producdo de CH4 (D. Dong et al., 2019). Logo, devido as baixas concentragdes de FeVZ
empregadas, ndo foram observados maior enriquecimento de bactérias homoacetogénicas e

nem de arqueias acetocldsticas nos reatores que receberam FeVZ em comparagdo aos outros
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MCs avaliados. Contudo, o FeVZ deve ter mediado TDEI entre Methanothrix e bactérias
fermentativas por sua superficie condutiva.

Conforme Feng et al. (2023), os gé€neros de arqueias mais abundantes em reatores
suplementados com CAG sdo Methanothrix, Methanosarcina € Methanolinea. Todavia, nao foi
observada nenhuma tendéncia de aumento ou diminui¢do na abundancia relativa dos principais
géneros de arqueias pela influéncia do CAG, independentemente da dose avaliada. As
principais espécies taxonOmicas identificadas foram Methanobacterium beijingense,
Methanobacterium formicicum, Methanothrix harundinacea e Methanothrix soehngenii, sendo

que esta ultima foi a mais abundante em todos os reatores (Figura 19C).

5.3.7 Anadlise Comparativa do Efeito dos Materiais Condutores

O efeito positivo dos aditivos sobre a cinética de metanizacdo da ARS e sobre a
producao de CH4 pode ser visualizado na Figura 20, na qual sao apresentadas as CCMs geradas
em todas as condi¢des do teste de PBM, e na Tabela 12, onde consta um resumo do impacto
dos MCs nas principais varidveis-resposta avaliadas, em que as faixas apresentadas se referem
ao efeito da aplicagdo das trés doses de MCs em relagdao ao controle. Os valores de A para o
segundo ciclo foram subtraidos da Tabela 12, pois, em todas as configuragdes experimentais
esse parametro foi igual a zero, indicando a auséncia da fase /ag. Na Figura 20, foram
destacados os maiores valores de PBM gerados a partir de cada aditivo, sendo possivel observar

que a maior dose aplicada nao foi essencialmente a que gerou maior volume de CHa.

Figura 20 — Curvas cumulativas de metano do teste PBM.
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Tabela 12 — Impacto dos aditivos nas principais variaveis-resposta do teste de PBM.

1° Ciclo de Tratamento

Varidvel-Resposta Valores CAG FeVZ Fe304
PBM 154,9 NLcn4 KgSSV! +8,1% a+24,4%  +21,5% a +33,5% +19,1% a +29,0%
I 7,9 NLcus KgSSV'd?' +16,0% a+31,1%  +22,6% a +33,0% +10,9% a+19,5%
k 0,081 d! +10,6% a +19,5% -3,9% a +5,4% -3,8% a+1,1%
A 1,37d -48,5% a -100% -38,6% a-51,3%  -46,5% a-94,2%
CHj4 81,0 % +2,0% a +4,2% +3,1% a +3,8% -1,6% a +2,6%
2° Ciclo de Tratamento
Varidvel-Resposta Valores CAG FeVZ Fe304
PBM 174,3 NLcns KgSSV! +4,9% a +5,8% +9,8% a +15,2%  +9,4% a +10,8%
m 12,6 NLcus KgSSV1d!  +37,6% a+63,6%  +26,7% a +55,6% +32,5% a +52,6%
k 0,120 d! +31,7% a +52,9%  +16,2% a +34,8% +20,4% a +37,7%
CH4 85,2 % +0,03% a +1,9% +1,3% a+13,5%  -0,3% a +0,98%

Fonte: O autor (2025).

Comparando o efeito dos MCs, conclui-se que o CAG foi o material que mais
beneficiou a cinética de produgdo de CH4, diminuindo expressivamente o tempo de fase /ag
desde o primeiro ciclo de tratamento, até mesmo indicando auséncia dessa etapa nas biomassas
que receberam 4 gCAG L' (Tabela 9). Isso ocorreu devido a capacidade do CAG em reter
biomassa, adsorver matéria organica e compostos inibitdrios e estimular TDEI. Considerando
o segundo ciclo de tratamento, esse material foi o que mais aumentou o p € o &, elevando esses
parametros em 63,6% e 52,9%, respectivamente, em relagdo ao controle (Tabela 12). No
primeiro ciclo, quanto maior a dose de CAG menor o PBM, devido a adsor¢do de matéria
organica, enquanto para o segundo ciclo, devido a menor capacidade de adsor¢ao do CAG, ndo
houve diferenga estatistica significativa entre as doses avaliadas para os valores médios de
PBM, embora todos os valores tenham sido superiores ao controle (Figura 20 ¢ Tabela 12). A
maior dose (1,0 rCAG/SSV) foi a ideal para otimizar a cinética de metanizacao da ARS.

O CAG enriqueceu BSOA, como Mesotoga, Longilinea, JGI-0000079-D21 e
bactérias das classes taxondmicas Synergistia e Spirochaetia, aumentando a quantidade de
substrato disponivel para arqueias hidrogenotroficas. A otimizagdo da cinética metanogénica e
o enriquecimento de BSOA indicaram o fortalecimento de sintrofia microbiana e o
estabelecimento de TDEI. Os mecanismos de transferéncia de elétrons promovidos pelo CAG

e os microrganismos que foram enriquecidos por esse aditivo sao ilustrados na Figura 21.
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Figura 21 — Mecanismos de transferéncia de elétrons promovidos pelo CAG.
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O FeVZ foi o material que mais elevou o PBM, aumentando esse pardmetro em
33,5% e em 15,2% em relagdo ao controle no primeiro ¢ no segundo ciclo de tratamento,
respectivamente (Tabela 12). Também promoveu purificacao do biogas ao elevar o teor de CH4
de 85,2% no controle para 86,3%, 94,5% e 96,7% nos reatores que receberam 0,4, 2,0 e 4,0
gFeVZ L', respectivamente, correspondendo a aumentos de 1,3%, 10,9% e 13,5%. O
aperfeicoamento cinético foi dose-dependente de FeVZ, ou seja, quanto maior a concentragdo
desse aditivo mais rapida foi a metanizacao da ARS (Figura 20 e Tabela 12). Logo, a maior
dosagem de FeVZ (1,0 rtFeVZ/SSV) foi a ideal para otimizar o processo anaerobio.

O FeVZ atuou no fortalecimento da MH, liberando H> ex6geno no meio anaerobio,
¢ aumentou a abundancia relativa de BSOP, como as bactérias das classes Syntrophobacteria e
Syntrophorhabdia, e outras bactérias sintroficas oxidantes de AGVs, como as pertencentes a
classe Symtrophomonadia, aumentando a disponibilizagdo de CH3COO™ para as arqueias
metanogénicas, contribuindo a elevagdo do PBM e dos rendimentos de produ¢ao. Além disso,
esse material enriqueceu as arqueias hidrogenotroéficas do género Methanolinea, a qual deve ter
utilizado o H» exdgeno via TIEI para aumentar a taxa de redugdo de CO> a CHs e deve ter
mantido relagdes sintroficas com as BSOP e demais bactérias fermentativas. Portanto, o FeVZ
agiu apoiando a TIEI via H» e deve ter participado de processos de TDEI entre bactérias
fermentadoras e arqueias metanogénicas, via conducdo de elétrons por sua superficie. Os
mecanismos de transferéncia de elétrons e os microrganismos enriquecidos por esse material

sdo representados na Figura 22.
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Figura 22 — Mecanismos de transferéncia de elétrons promovidos pelo FeVZ.
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O principal efeito da Fe3;O4 foi o beneficiamento da cinética metanogénica com o
aumento da dose aplicada no segundo ciclo de tratamento. Esse aditivo aumentou o u € 0 k em
52,6% e 37,7%, respectivamente, em relacao ao controle (Tabela 12). Doses superiores a 0,4
gFe304 L' ndo produzem efeitos benéficos adicionais a0 PBM, mas impactam na velocidade
em que o CHg4 ¢ produzido (Figura 20). A Fe3O4 ndo apresentou resultados satisfatorios quanto
ao aumento do teor de CH4 no biogas. No primeiro ciclo ocorreu a diminuigao desse parametro,
com o aumento da dose, enquanto no segundo ciclo, ndo houve diferenca estatistica
significativa do teor de CH4 nos reatores suplementados com Fe3Os e o reator controle. Assim,
esse aditivo foi 0 que menos impactou na producao de um biogés mais puro, rico em CHa.

A Fe304 enriqueceu bactérias sintréficas oxidantes de AGVs, como as pertencentes
a classes taxonomicas Syntrophomonadia, Syntrophia e Clostridia. Essas bactérias e as das
classes Anaerolineae e Synergistia, as mais abundantes nas culturas anaerobias, devem ter
devem ter estabelecido TDEI via Fe304 com metanogénicos, principalmente arqueias do género
Methanothrix, a qual teve abundancia expressivamente aumentada na presenga de Fe3Os. Os
processos de TDEI estimulados pela Fe3O4 € os microrganismos envolvidos sdo resumidos na

Figura 23.



Figura 23 — Mecanismos de transferéncia de elétrons promovidos pela Fe3Os.
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5.4 Conclusao

Este trabalho avaliou o efeito da aplicagdo de 0,4, 2,0 e 4,0 g L' de carvio ativado
granular (CAQG), de ferro de valéncia zero (FeVZ) e de nanomagnetita (Fe3O4) na metanizacao
da 4gua residudria de suinocultura (ARS). O CAG foi o material que mais beneficiou a cinética
de produgao de metano (CH4), sendo que mesmo a menor dose avaliada foi capaz de elevar o
Potencial Bioquimico de Metano (PBM) e impactar positivamente a cinética metanogénica,
reduzindo a fase /ag expressivamente desde o primeiro ciclo de tratamento, indicando, assim,
o fortalecimento da atividade sintrofica microbiana e o estabelecimento de processos de
transferéncia direta de elétrons interespécies (TDEI). O FeVZ forneceu e estimulou o consumo
de hidrogénio (H») via metanogénese hidrogenotrofica, apoiando a transferéncia indireta de
elétrons interespécies (TIEI), sendo também o material que mais aumentou o PBM e o teor de
CHa4 no biogés. Enquanto isso, o aumento da dose de Fe3O4 beneficiou os pardmetros cinéticos
de geracdo de CH4. Entretanto, doses superiores a 0,4 gFe;04 L' ndo produziram impactos
positivos adicionais a0 PBM. Em relagdo a dindmica populacional microbiana, verifica-se que
o CAG enriqueceu bactérias sintroficas oxidantes de acetato, o FeVZ promoveu o crescimento
de bactérias sintroficas oxidantes de propionato e a Fe3O4 aumentou a abundancia relativa de
bactérias sintroficas oxidantes de acidos graxos volateis (AGVs). Em relagdo as arqueias
metanogénicas, o FeVZ enriqueceu Methanolinea, um género hidrogenotréfico, e a Fe3Oq
aumentou significativamente a abundancia de arqueias acetoclasticas do género Methanothrix,
possivelmente tendo sido a principal arqueia a estabelecer TDEI com bactérias sintroficas.

Conclui-se que a adi¢do de aditivos condutores de elétrons em concentragdes
relativamente baixas em comparagdao com outros estudos da literatura técnica e limitados a
concentragdo de solidos suspensos volateis presente nos reatores foi suficiente para otimizar o
tratamento anaerobio da ARS realizado por um inéculo ndo adaptado ao substrato avaliado,
aumentando o PBM e aperfei¢coando a cinética de metanizagao.

Como sugestao para vindouros trabalhos tém-se a avaliagdo do efeito desses
materiais na DA de diferentes aguas residudrias agroindustriais em reatores batelada e em
reatores com alimentagdo em fluxo continuo que permitam a imobilizagcdo, segregacdo e
recuperacdo dos materiais, operando em baixas e elevadas cargas organicas e em temperaturas
mesofilicas e termofilicas. Outra lacuna cientifica a ser explorada seria a investigacao do
impacto desses aditivos em experimentos acidogénicos, visando a producao e a recuperagdo de
H; e de AGVs de elevado valor agregado, como 4cido caproico e acido caprilico, os quais sdo

compostos fundamentais e valiosos para diversos segmentos industriais.



5.5 Material Suplementar

Figura 24 — Micrografia MEV do CAG x 100 (A); x 500 (B); x 1000 (C).
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Figura 25 — Micrografia MEV do FeVZ x 500 (A); x 1000 (B); x 5000 (C).
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Figura 26 — Micrografia MEV da Fe;04 x 5000 (A); x 10000 (B) e x 20000 (C).
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Fonte: O autor (2025).
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Tabela 13 — Equagdes de rendimentos e formulas dos modelos matematicos de produgdo.

Rendimentos Equacéo
DQO
ER = QOgrgmovina Eq. 5.1
DQOABI&?)DA.
CH4

Y1 = Eq.5.82

cr DQOREMOVIDA. a

CH4

Y2chs = ——— Eq. 5.S3

o DQOspicaoa. k
YR — CH4R CH4C Eq 5.94

Myc
Modelo de Primeira Ordem-Exponencial
M, = M[1— exp(—kt)] Eq.5.85
Modelo de Gompertz Modificado
e

M, = Mexp {—exp [Hﬁ 1-t+ 1]} Eq. 5.S6
Modelo Logistico
M M

t= _ Eq. 5.87

1+exp [W + 2] q

Legenda: ER: eficiéncia de remog¢ao; DQOremovina: massa de DQO removida do sistema; DQOapricapa: massa
de DQO total aplicada no reator; DQOcn4: massa de DQO removida por produg@o de metano; Yi: rendimento de
producdo de metano por DQO removida; Y,: rendimento de producdo de metano por DQO aplicada; Vcuar:
volume de CH4 produzido nos reatores com aditivos; Vcuac: volume de CHs produzido nos reatores controle (sem
aditivos); Mmc: massa de material condutor adicionada; Yr: rendimento de producdo de CH4 por massa de material
condutor adicionada; M;: metano acumulado; M: volume total de metano gerado; k: constante de velocidade
producdo de metano de primeira-ordem; t: tempo de digestdo; e: numero de Euler; A: tempo da fase lag; u: taxa
maxima de produgdo de metano.

Fonte: O autor (2025).

Tabela 14 — Parametros utilizados para comparar os resultados do ajuste cinético realizado pela
aplicacdo de diferentes modelos matemadticos nos ensaios de PBM com CAG.
1° Ciclo de Tratamento

Modelo Parimetros CAG 0% CAG10% CAG50% CAG 100%
Primeira Ordem R? 0,940 0,945 0,950 0,956
Exponencial NRMSE 8,40 8,01 7,49 6,93
AIC 91,94 95,05 91,67 85,32
Gompertz R? 0,975 0,975 0,976 0,976
Modifiondo NRMSE 5,37 5,39 5,16 5,13
AIC 78,75 83,59 81,01 77,14
R? 0,987 0,985 0,985 0,984
Logistico NRMSE 3,91 421 4,15 421
AIC 67,94 75,15 73,60 70,43

2° Ciclo de Tratamento

Modelo Parimetros CAG 0% CAG10% CAG50% CAG 100%
i eira Ord R? 0,989 0,991 0,993 0,992
Pr]'z";;'or;en:iaf’m NRMSE 3,40 2,99 2,49 2,84
AIC 62,45 59,76 53,83 57,99
Gompertz R? 0,989 0,985 0,978 0,983
Modifiendo NRMSE 3,47 3,83 4,56 4,08
AIC 65,21 70,13 76,40 72,34
R? 0,982 0,981 0,970 0,976
Logistico NRMSE 4,35 4,37 5,32 4,82
AIC 72,87 74,64 81,63 77,98

Fonte: O autor (2025).
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Tabela 15 — Parametros utilizados para comparar os resultados do ajuste cinético realizado pela
aplicacdo de diferentes modelos matematicos nos ensaios de PBM com FeVZ.
1° Ciclo de Tratamento

Modelo Parametros FeVZ 0% FeVZ 10% FeVZ 50% FeVZ 100%

Primeira Ord R? 0,940 0,951 0,943 0,950
rg;‘;g;‘en criaf’m NRMSE 8,40 7,48 7,99 7,53
AIC 91,94 91,92 96,18 94,89
Gompertz R? 0,975 0,982 0,977 0,980
Modificado NRMSE 5,37 4,59 5,06 4,79
AIC 78,75 77,35 82,63 81,54

R? 0,987 0,989 0,987 0,987

Logistico NRMSE 3,91 3,55 3,87 3,82
AIC 67,94 68,64 73,47 73,86

2° Ciclo de Tratamento
Modelo Parametros FeVZ 0% FeVZ 10% FeVZ 50% FeVZ 100%

imeira Ord R? 0,989 0,995 0,988 0,989
Prl‘z‘;‘;‘or:;‘en:iafm NRMSE 3.40 221 3,51 3,32
AIC 62,45 51,02 68,41 66,46

Gompertz R? 0,989 0,988 0,991 0,990
Modificado NRMSE 3,47 3,483 3,11 3,24
AIC 65,21 68,48 66,31 67,64

R? 0,982 0,981 0,987 0,986

Logistico NRMSE 4,35 4,42 3,73 3,83
AIC 72,87 76,61 72,48 73,38

Fonte: O autor (2025).

Tabela 16 — Parametros utilizados para comparar os resultados do ajuste cinético realizado pela

aplicacdo de diferentes modelos matemadticos nos ensaios de PBM com Fe304.
1° Ciclo de Tratamento

Modelo Parimetros Fe304 0% Fe304 10% Fe304 50% Fe3s04 100%
Primeira Ordem R? 0,940 0,941 0,940 0,940
Exponencial NRMSE 8,40 8,00 8,20 8,17
AIC 91,94 96,26 95,55 94,23
Gompertz R? 0,975 0,972 0,975 0,975
Modificado NRMSE 5,37 5,58 5,26 5,23
AIC 78,75 85,98 82,49 81,06
R? 0,987 0,983 0,986 0,986
Logistico NRMSE 3,91 431 3,95 3,96
AIC 67,94 77,16 72,74 71,58

2° Ciclo de Tratamento

Modelo Parametros Fe304 0% Fe304 10% Fe304 50% Fe304 100%
Primeira Ordem R? 0,989 0,991 0,992 0,993
Exponencial NRMSE 3,40 3,09 2,87 2,64
AIC 62,45 62,35 61,21 56,85
Gompertz R? 0,989 0,986 0,984 0,985
Modificado NRMSE 3,47 3,74 4,05 3,84
AIC 65,21 70,79 74,83 71,69
R? 0,982 0,980 0,977 0,78
Logistico NRMSE 4,35 4,47 4,79 4,67
AIC 72,87 76,90 80,53 78,28

Fonte: O autor (2025).
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Tabela 17 — Valores de pH iniciais e finais para cada ciclo de tratamento da ARS.

pH
Reatores Inicial Final
1° ciclo de tratamento

Controle Rc 7,5 7,8
Rio% 7,5 7,8

CAG Rsov 7,5 7,9
R100% 7,5 7,9

Rio% 7,5 7,9

FeVZ Rsov 7,5 7,9
R100% 7,5 8,0

Rio% 7,5 7,8

Fe304 Rsov 7,5 7,8
R100% 7,5 7,8

Reatores 2° ciclo de tratamento

Controle Rc 7,6 7,8
Rio% 7,6 7,7

CAG Rso% 7,6 7,7
Ri00% 7,6 7,7

Rio% 7,6 7,9

FeVZ Rsov 7,6 7,9
Ri00% 7,6 7,9

Rio% 7,6 7,7

FezO04 Rso% 7,6 7,7
Rioo% 7,6 7,7

Legenda: Rc: reator controle; Rjoy: reatores com 0,4 g L™ de aditivos; Rsgy: reatores com 2,0 g L' de aditivos;
Ryov: reatores com 4,0 g L' de aditivos; CAG: carvdo ativado granular; FeVZ: ferro de valéncia zero; Fe;Oa:
nanomagnetita.

Fonte: O autor (2025).
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6 INFLUENCIA DE MATERIAIS CONDUTORES, DA RAZAO SUBSTRATO
INOCULO E DA TEMPERATURA NA DIGESTAO ANAEROBIA DA AGUA
RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

RESUMO

Apesar da digestao anaerobia mesofilica (DAM) ser convencional para o tratamento de residuos
organicos, a digestdo anaerobia termofilica (DAT) apresenta vantagens, como destruicdo de
patdgenos, taxas de hidrélise e fermentagdo mais elevadas e menor requisi¢do de volume
operacional, o que a torna uma estratégia interessante para a degradacdo de compostos
organicos complexos, como aguas residuarias com elevados teores de matéria organica
particulada. Nesse contexto, aditivos condutores podem auxiliar a vencer obstaculos
caracteristicos de sistemas termofilicos, como o acimulo de hidrogénio (H>) e de acidos graxos
volateis (AGVs). Perante o exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia da
aplicagcdo de carvao ativado granular (CAG), ferro de valéncia zero (FeVZ), nanomagnetita
(Fe304) e das associagoes entre esses aditivos (Fe;O4+CAG e FeVZ+CAG) na DAM e na DAT
da agua residudria de suinocultura (ARS) em condic¢des de baixa e de elevada carga organica,
regulada pelo parametro razao substrato inoculo (RSI). O estudo consistiu em testes de
potencial bioquimico de metano (PBM) realizados em reatores de vidro com 100 mL de volume
reacional. A DAM foi conduzida a 37 + 0,1°C e a DAT em 55 + 0,1°C. Os reatores foram
inoculados com lodo mesofilico ou lodo termofilico a 4 gSSV L™! e alimentados com ARS nas
concentragdes de 2,0 gDQO L' e de 8,0 gDQO L, gerando RSI de 0,50 + 0,1 gDQO-gSSV"!
e de 2,0 = 0,1 gDQO-gSSV™!, respectivamente. Os aditivos foram aplicados a 2 g L' (0,5 g
gSSV1), o que correspondeu a 50% do teor de SSV inseridos aos reatores. Na DAM em RSI
0,5, o CAG apresentou maior éxito em otimizar a cinética de metanizagdo, elevando em 29,9%
a velocidade de producao de CH4 (k) e reduzindo o tempo necessario para a sintese de 80% do
PBM (tempo de digestdo técnica, T80) em 15,9%. Enquanto isso, o FeVZ foi o material que
mais aumentou o PBM (+19,4%), a taxa maxima de produgdo de metano (p, + 40,5%) e o teor
de CH4 no biogas (+22,1%). Em RSI 2,0, o CAG destacou-se dentre os demais materiais,
promovendo acréscimos de 11%, 10,2% e 26,3% no PBM, k e p, respectivamente, além de
reduzir o T80 em 7,0%. Nos ensaios termofilicos em RSI 0,5, o FeVZ aumentou o PBM, o
rendimento de produgdo de CHs4 (Y1), o teor de CHs e o p em 22,6%, 23,6%, 20,0% e 35,5%,
nessa ordem. Enquanto isso, o CAG e as combinagdes propiciaram melhor desempenho

cinético. Na DAT em RSI 2,0, a Fe304, 0 FeVZ ¢ as combinagoes FesO4+CAG e FeVZ+CAG
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obtiveram melhor desempenho. A Fe3;O4, por exemplo, elevou o PBM (+32,2%), o Yi
(+30,1%), o teor de CH4 (+1,9%), o p (+38,9%) e reduziu o T80 em 4,3%. Methanothrix
soehngenii dominou a DAM e Methanolinea tarda e Methanosarcina thermophila
prevaleceram na DAT. Foi sugerida a ocorréncia de uma modificacdo da rota principal de
producdo de CH4 de metanogénese acetoclastica na DAM para metanogénese hidrogenotrofica
na DAT. A metanogénese metilotrofica, associada a presenca Candidatus Methanomethylicus,
foi estimulada na DAT. Conclui-se que a performance dos digestores foi aperfeicoada pela
aplicacdo dos aditivos condutores de elétrons. Em todos os cenarios, a DAM foi mais eficiente
do que a DAT, apontando a necessidade de mais estudos que visem otimizar o tratamento da

ARS em condig¢des termofilicas.

PALAVRAS-CHAVE: Aditivos condutores de elétrons; Agua residuaria de suinocultura;

Digestdo anaerdbia mesofilica; Digestdo anaerdbia termofilica; Razao substrato indculo.

PONTOS DE DESTAQUE
e A DAM teve melhor performance do que a DAT;
e CAG e suas associagdes aperfeicoaram a cinética de metanizagao;
e FeVZ e Fe304 elevaram a produgao de metano dos digestores anaerdbios;
e Metanogénese acetoclastica dominou a DAM;
e Metanogénese hidrogenotrofica preponderou na DAT;

e Metanogénese metilotrofica foi estimulada na DAT.

RESUMO GRAFICO

Figura 27 — Resumo Gréfico.
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6.1 Introducao

A digestdo anaerdbia (DA) é um bioprocesso que concilia o tratamento de residuos
organicos com a recuperagdo de bioenergia, na forma de biogéas (Alam; Dhar, 2023). A DA ¢
composta por quatro fases principais: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese.
Inicialmente, bactérias fermentativas hidroliticas quebram biopolimeros organicos complexos
(carboidratos, proteinas e lipideos) em matéria organica simples (aglicares, aminoacidos e
peptideos). Posteriormente, na acidogénese, esses compostos sdo convertidos a acidos graxos
volateis (AGVs), principalmente acido acético, propidnico e butirico, por bactérias
fermentativas. Na acetogénese, os acidos organicos sdo oxidados a acido acético, hidrogénio
(H2), formiato (HCOO") e didxido de carbono (COz) por bactérias sintroficas acetogénicas.
Esses produtos sao utilizados por arqueias metanogénicas para a produgao de biogas, composto
principalmente por metano (CH4), COz e sulfeto de hidrogénio (H»S), durante a ultima fase da
DA, denominada de metanogénese (Yildirim; Ozkaya, 2023). O teor de CH4 no biogés esta
comumente na faixa de 50 a 60%, correspondente a um valor energético de 6 kWh m™ nas
condic¢des normais de temperatura e pressdo (CNTP), o que torna o biogas um recurso valioso
para aplicagdes energéticas. Dentre elas estd a geracdo de energia térmica, mecanica ou elétrica
através de sua queima e a producao de biometano, obtido a partir da purificacao do biogés, que
pode ser utilizado como combustivel veicular ou para alimentar motogeradores em redes
elétricas (Baek et al., 2018). Além disso, a producdo de biogés via DA ¢ uma estratégia eficaz
para a obtencdo de energia renovavel, o que contribuiu para diminuir a dependéncia de
combustiveis fosseis, reduzindo o lancamento de gases de efeito estufa (Lin et al., 2018a).

A DA pode ocorrer em condigdes psicrofilicas (10 a 20 °C), mesofilicas (25 a
45°C), termofilicas, (50 a 60°C) e hipertermofilicas (70 a 80 °C), sendo a DA mesofilica (DAM)
a mais utilizada em sistemas de tratamento de residuos orgéanicos devido proporcionar melhor
estabilidade operacional, menor custo energético e ser a ideal para o crescimento das arqueias
metanogénicas (Singh et al., 2023). Porém, a DA termofilica (DAT) apresenta vantagens em
detrimento a DAM, pois favorece a destruicao de patégenos presentes no substrato e no indculo,
pode gerar um biogas com elevados teores de CH4 e acelera os processos fermentativos,
tornando as taxas das reacdes mais rapidas (2 ou até 3 vezes maiores em comparagdo com a
DAM), o que favorece uma maior solubilidade de compostos organicos, diminui o tempo de
detencdo hidraulica (TDH) e, consequentemente, reduz o volume util necessario para o
tratamento dos residuos (ALMEIDA STREITWIESER, 2017; GE; JENSEN; BATSTONE,

2011). Além disso, a DAT ¢ eficaz em atenuar genes de resisténcia a antibioticos (GRAs) no
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lodo digerido, produzindo biossélidos que geralmente sdo livres de patogenos e podem ser
utilizados para aplicagdes agricolas, sem restrigdes (Labatut et al., 2014; Tian et al., 2019). Por
esses motivos, a DAT estd sendo amplamente avaliada para a degradacdo de compostos
organicos complexos, como aguas residuarias com elevados teores de matéria organica
particulada, dejetos de animais e restos alimentares.

Um sistema anaerdbio termofilico ¢ considerado menos estavel em comparagao ao
mesofilico, pois a alta taxa de fermentacdo da matéria organica na DAT pode ocasionar uma
desarmonia na producao de acidos organicos e H» por bactérias fermentativas e acetogénicas, e
no consumo desses produtos por arqueias metanogénicas, ocasionando acimulo de AGVs
seguido pela acidificagdo do reator (queda brusca do pH para valores iguais ou inferiores a 5,0)
(Appels et al., 2008; Yan et al., 2017). Esse processo promove a inibicao da produgdao de CHa,
pois as arqueias metanogénicas atuam de forma adequada em ambientes com pH entre 6,0 ¢ 8,0
e tém metabolismo 6timo na faixa de pH entre 6,6 e 7,4 (Nathia-Neves ef al., 2018).

Além disso, a quebra acelerada de proteinas pode acarretar em um rapido aumento
da concentragdo de nitrogénio amoniacal total (NAT), o qual, em elevadas concentragdes, pode
inibir a atividade e o crescimento dos microrganismos anaerobios (Ryue et al., 2020). O NAT
¢ composto por nitrogénio amoniacal livre (NAL) € pelo ion amonio (NHs"). O NAL ¢é a espécie
mais preocupante, pois tem a capacidade de se difundir passivamente na membrana celular
microbiana, acarretando em desequilibrio de protons e deficiéncia de potassio (Liu et al., 2019).
Somando-se a isso, elevadas concentragdes de NAL também podem levar ao acumulo de
AGVs, diminuir o pH e provocar a falha do digestor (Yenigiin; Demirel, 2013). Entretanto,
concentragdes de NAL de até 200 mg L' sdo benéficas para o metabolismo da microbiota
termofilica, agindo como um tampao natural para resistir a acidificacdo do acimulo de acidos
organicos nos digestores (Sung; Liu, 2003; Yuan; Zhu, 2016). Concentragdes de NAL entre
300 e 800 mg L', de NH4" entre 1.500 e 3.000 mg L' e de NAT entre 1.500 e 11.000 mg L'
sao comumente relatados como inibitorios ao processo de DA (Rocamora et al., 2020). Varios
fatores influenciam na resisténcia de digestores ao NAT, como a aclimatagdo do inoculo, a
fonte, o tipo e a atividade metanogénica do in6culo (H. Tian ef al., 2017; Tian et al., 2018).

Esses problemas relacionados a estabilidade operacional de digestores anaerdbios
submetidos a temperaturas termofilicas intensificam-se sob operagdes com altas taxas de carga
organica, nas quais a acumulacdo de produtos inibitérios a metanogénese (AGVs, Hy e
nitrogénio amoniacal) € facilitada (Jang et al., 2018). Nesse contexto, a razao substrato indculo
(RSI) ¢ um parametro fundamental em sistemas anaerobios, principalmente em reatores

operando em regime batelada, pois permite regular a quantidade de alimento (carga orgéanica)
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fornecido em relacdo a quantidade de microrganismos presentes nos digestores (de Sousa e
Silva et al., 2024). A aplicagao de uma elevada carga organica (alta RSI) pode abalar a sintrofia
entre os microrganismos anaerobios, acidificar irreversivelmente o reator e inibir a
metanogénese por desequilibrios metabdlicos ocasionados por excesso de NAL. Em
contraponto, uma baixa RSI pode prejudicar a indugdo de enzimas necessarias para a DA e
dificultar a obtengdo da produg¢ao maxima de CHy4 (Li et al., 2022). Logo, para dificultar a
ocorréncia de perturbagdes operacionais em digestores anaerobios submetidos a elevadas
cargas organica, ¢ necessario a utilizagdo de uma biomassa com alta afinidade ao substrato
tratado e com elevada atividade metanogénica (Ryue et al., 2020). A instabilidade operacional,
o elevado requisito de energia, a sensibilidade dos microrganismos termofilicos a variagdes de
condigdes ambientais, como alteracdes no pH e na temperatura, o extenso periodo de
aclimatacdo microbiana e de inicializagdo de digestores termofilicos sdo as principais
desvantagens e empecilhos para a consolidagdo da aplicacdo da DAT em sistemas de tratamento
de residuos e efluentes organicos em escala real (Kushkevych et al., 2020).

Uma técnica emergente para superar as perturbagdes de processo na DAT e elevar
a taxa de producdo de CHj4 ¢ a aplicacdo de mediadores redox insoliveis (MRIs), também
designados como materiais condutores (MCs) de elétrons (Alam; Dhar, 2023). Esses aditivos
podem aumentar a sintrofia microbiana, promover a transferéncia direta de elétrons
interespécies (TDEI) e aliviar o acimulo de AGVs e de nitrogénio amoniacal, evitando, assim,
os problemas de instabilidade de digestores anaerdbios termofilicos (Kumar et al., 2021). A
TDEI ¢ um bioprocesso em que elétrons advindos da oxida¢do da matéria organica realizada
por microrganismos doadores de elétrons (bactérias fermentativas) sdo transferidos mediante
conectores bioelétricos, como proteinas eletricamente condutoras fixadas na membrana celular,
a exemplo citocromos do tipo ¢ (OmcS) e pili eletricamente condutores (e-pili), para
microrganismos aceptores de elétrons (arqueias metanogénicas) (Baek er al., 2018). Nesse
contexto, os MCs atuam como condutores abidticos eficazes para a transferéncia externa de
elétrons entre bactérias fermentativas e arqueias metanogénicas, podendo substituir ou se
associar aos conectores bioelétricos para aumentar a taxa de transferéncia de elétrons (Park et
al., 2018). Segundo Lovley (2017), a TDEI ¢ mais vantajosa sob aspectos energéticos do que a
transferéncia indireta de elétrons interespécies (TIEI) realizada por mediadores redox
solubilizados (MRSs), como o H; e o formiato (HCOQ"), pois ndo envolve reagdes redox
enzimaticas que consomem energia para formar esses transportadores de elétrons.

Conforme Kutlar et al. (2022), os MCs comumente avaliados quanto aos seus

potenciais de aperfeigoar a DAT sdo o carvao ativado granular (CAG), a nanomagnetita (Fe3O4)
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e o ferro de valéncia zero (FeVZ). O CAG ¢ um material poroso com elevada area superficial
que possui grupos funcionais em sua superficie, como quinonas, lactonas, carboxilas, hidroxilas
e éteres, que viabilizam a mobilidade de elétrons por meio de reagdes de oxidagao-redugdo (Van
Der Zee et al., 2003). Essas caracteristicas favorecem a fixagdo microbiana, a formagao de
biogranulos, a adsor¢do de compostos inibitdrios a metanogénese, como o NAL, e o estimulo a
TDEI (Lin et al., 2018a). Enquanto isso, o0 FeVZ possui elétrons livres que se movem em sua
rede cristalina, caracteristica inerente a ligagdo metalica, o que confere a esse material elevada
condutividade elétrica e favorece a ocorréncia de TDEI por sua superficie condutora. Além
disso, esse material atua na ativacdo de enzimas acidogénicas e metanogénicas e age como um
doador de elétrons, liberando H», que beneficia a metanogénese hidrogenotrofica (Zhang et al.,
2011). Ja a Fe3O4 pode ligar-se aos e-pili, elevando a capacidade condutora dessas proteinas e,
consequentemente, aumentando a taxa de transferéncia de elétrons (Liu et al., 2015). A Fe;O4
¢ constituida por 6xidos de ferro (FeO e Fe2Os3) que participam de reagdes de oxidagao-redugdo
e mediam a transferéncia extracelular de elétrons. Em geral, os MCs fortalecem a sintrofia
microbiana, aceleram a degradagdo do substrato ¢ aumentam a geracdo de CH4 (Wu et al.,
2023). Por esses motivos, estimular a TDEI via MCs ¢ uma estratégia inovadora para elevar o
desempenho de digestores anaerdbios termofilicos.

No entanto, o impacto desses materiais na DAT de residuos e efluentes organicos
ainda ¢ pouco discutido na literatura técnica, sendo escassas informagdes quanto as suas
contribuigdes reais na cinética de metanizagdo de diferentes substratos, nas alteragdes das
comunidades microbianas e na capacidade de estabilizar processos anaerdbios submetidos a
elevadas taxas de carregamento organico. Nesse contexto, torna-se atraente a investigacao do
efeito desses materiais no tratamento anaerdbio da agua residudria de suinocultura (ARS) sob
condic¢des mesofilicas e termofilicas quanto a cinética de metanizagdo e a producdo de CHs. A
ARS ¢ um efluente agricola que possui elevadas concentragdes de matéria organica complexa,
solidos suspensos e nutrientes, possuindo elevado potencial poluidor, podendo contaminar o
solo e recursos hidricos caso disposto no meio ambiente sem tratamento adequado (Lourinho
et al., 2020; Morais et al., 2021c). Estima-se que a pegada hidrica média da produgdo de carne
suina seja de 3.000 a 9.000 L de agua por quilo de carne, o que indica uma geragao expressiva
de ARS (Séez et al., 2017). Somando-se a isso, a geragdo de ARS continuara aumentando
devido ao crescimento esperado na producdo de carne suina até 2050 (Bouwman et al., 2013).
A correta gestdo ambiental da ARS ¢ imprescindivel para a mitigar os impactos ambientais
gerados pela suinocultura e pela alta demanda global por proteinas animais (Domingues ef al.,

2021).
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Conforme Luque ef al. (2024), a ARS ¢ caracterizada por valores de pH entre 6,7 e
8,9, turbidez entre 360 e 4.350 NTU, demanda quimica de oxigénio (DQO) entre 910 e 19.380
mg L', demanda bioquimica de oxigénio (DBOs) entre 2.000 e 30.000 mg L™, nitrogénio total
(NT) entre 200 e 2.055 mg L', nitrogénio amoniacal entre 110 e 2.200 mg L ™! e fésforo total
(FT) entre 10 e 918 mg L™!. As elevadas concentra¢des de NAL e nitrogénio amoniacal na ARS,
provenientes da decomposi¢ao de proteinas e ureia, podem inibir a atividade metanogénica,
resultando no acimulo de AGVs e baixo rendimento de biogas (Alves Lourengo et al., 2025).
O alto contetido organico na ARS também se deve a presenga de compostos formadores de cor,
como acido fulvico, acido humico, melanoidina, e compostos cromdforos, aqueles que
apresentam grupos organicos, geralmente insaturados, como C=C, C=0, -NO,, capazes de
absorver radiagdo eletromagnética nas regioes ultravioleta e visivel (Yoon et al., 2014).
Ademais, a ARS possui elevada carga microbioldgica (Escherichia coli e Salmonella sp.) e
contém compostos refratarios, como metais pesados, antibioticos e hormonios (C. Li et al.,
2023). Essas caracteristicas fisico-quimicas da ARS, principalmente as elevadas concentracdes
de matéria organica particulada e de gorduras, induzem a uma lenta metanizacdo desse
substrato, tornando a DA pouco eficiente sob aspectos cinéticos (Morais et al., 2021b).

Nesse cenario, a DAT pode acelerar e intensificar os processos hidroliticos,
aumentando a disponibilidade de matéria organica para microrganismos acidogénicos,
acetogénicos e metanogénicos, elevando, assim, o potencial bioquimico de metano (PBM) da
ARS. Enquanto isso, os MCs podem contribuir para tornar a DAT da ARS mais estavel, mesmo
em sistemas de tratamento com elevada carga orgénica (alta RSI). Nesse contexto, o CAG tem
capacidade de adsorver compostos inibitorios a atividade metanogénica que comumente
acumulam-se em digestores termofilicos, como NAL e AGVs. Além disso, os aditivos podem
estimular a TDEI, acelerando a cinética de metanizagcdo do substrato, e sdo capazes de
enriquecer os microrganismos anaerobios, contribuindo para a utilizagcao e consequente redugao
da concentracao de acido acético e de equivalentes redutores, como H> e o HCOO", reduzindo
a possibilidade de ocorréncia de instabilidade operacional por acumulo de 4cidos organicos.

Perante o exposto, o objetivo deste trabalho foi analisar a influéncia da aplicacao
de carvao ativado granular, ferro de valéncia zero, nanomagnetita e das associacdes entre esses
aditivos na digestdo anaerdbia mesofilica e termofilica da dgua residuéria de suinocultura em
condigdes de baixa e de elevada carga organica, regulada pelo parametro razdo substrato
in6culo, avaliando a estabilidade dos digestores, a eficiéncia da produgdo de metano, a cinética
de metanizagdo, a uniformidade e a riqueza das comunidades microbianas e as altera¢des nas

estruturas das comunidades de bactérias e de arqueias.
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6.2 Materiais e Métodos

6.2.1 Substrato e Inoculo

A agua residudria de suinocultura (ARS) utilizada como substrato foi obtida em um
criatorio de suinos localizado no Departamento de Zootecnia (DZO) da Universidade Federal
do Ceard (UFC) em Fortaleza, Ceard, Brasil. Um peneiramento (malha quadrada de abertura de
2 mm) foi aplicado na ARS visando remover so6lidos grosseiros. A ARS foi armazenada sob
refrigeracdo a 4 °C para diminuir a agdo dos microrganismos na biodegrada¢do natural da
matéria organica e para evitar mudangas significativas da tipologia da ARS.

Como indculos foram utilizados um lodo mesofilico (LM) e um lodo termofilico
(LT), originados pela adaptacdo de um lodo de cervejaria (LC) ao tratamento de glicose. O
cultivo dessas biomassas foi realizado em dois reatores anaerdbios (1,44 L de volume
reacional), de escala laboratorial, um operando a temperatura ambiente, cerca de 28 °C, e o
outro a temperatura termofilica de 55°C. O regime de alimentacdo dos reatores foi de fluxo
continuo, com carga organica volumétrica (COV) de 2,5 gDQO L d! e tempo de detengdo
hidraulica (TDH) de 12h. O tempo operacional foi de 200 dias. O LC foi coletado de um Reator
Anaerobio de Manta de Lodo e Fluxo Ascendente (UASB) que compunha uma Estagao de
Tratamento de Efluentes Industriais (ETEI) localizada no municipio de Pacatuba, Ceara, Brasil,
e operava em condi¢des mesofilicas no tratamento de efluente de cervejaria. A caracteriza¢ao
dos in6culos quanto a concentracao de soélidos e a Atividade Metanogénica Especifica (AME)
pode ser observada na Tabela 18. A metodologia ¢ as equagdes (Equacdes 6.S1 a 6.S3)

empregadas para a obtencao dos valores de AME sdo apresentadas no Material Suplementar.

Tabela 18 — Caracteriza¢do dos indculos utilizados nos ensaios metanogénicos.

Parimetros Lodo de Cervejaria Lodo Mesofilico Lodo Termofilico Unidades
(19 (LM) (LT)
ST 86,7+ 1,5 49,8 £ 1,3 457+4,5 gL!
STV 69,8 +1,5 420+14 372+3.8 gL!
STF 16,9 +0,3 7,8+0,4 8,5+0,7 gLt
SSV 68,7+ 1,4 41,713 36,9+3,8 gL!
SSV/ST 79,0 83,7 80,8 %
AME 0,263 +0,01 0,759 +£0,01 0,665 + 0,10 gDQOcn4 gSSV! d”!

Legenda: ST: solidos totais; STV: s6lidos totais volateis; STF: s6lidos toais fixos; SSV: sélidos suspensos volateis;
AME: atividade metanogénica especifica.
Fonte: O autor (2025).
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6.2.2 Aditivos

Como aditivos aos testes de PBM, foram utilizados materiais condutores (MCs) de
elétrons, como a nanomagnetita (Fe3Os), o ferro de valéncia zero (FeVZ) e o carvao ativado
granular (CAG), e um material ndo condutor, o dioxido de silicio (SiO2). A Fe3O4 (Sigma-
Aldrich®, EUA) tinha 97% de pureza, tamanho de particulas de 50-100 nm, 4rea superficial de
6-8 m? g! e densidade aparente de 4,8-5,1 g cm™. O FeVZ (Sigma-Aldrich®, EUA) tinha
particulas de até 450 pm e pureza maior ou igual 99%. O CAG foi adquirido da Sigma-Aldrich
(DARCO®, EUA) e apresentava as seguintes caracteristicas: tamanho de particulas de 0,8-1,7
mm, densidade aparente de 1,8-2,4 g cm™, a 4rea superficial de 650 m? g! e nivel de impurezas
menor ou igual que 0,4% (cinzas). O SiO; granular foi adquirido de Sigma-Aldrich® (Supelco,
Alemanha) e tinha particulas de 0,1 a 0,3 mm e pureza maior ou igual 96%. O SiO; foi
empregado visando comparar o impacto a metanogénese de um material que atua apenas como
nucleo de agregacdo de microrganismos com materiais que estimulam processos de

transferéncia de elétrons.

6.2.3 Teste de Potencial Bioquimico de Metano

O teste de Potencial Bioquimico de Metano (PBM) foi conduzido em frascos de
vidro com 300 mL de volume total, sendo 100 mL de volume util e 200 mL de Aeadspace. O
experimento foi conduzido sob regime de batelada alimentada com dois ciclos operacionais
idénticos, cada um com tempo experimental de 28 dias, totalizando 56 dias de ensaio. Ao fim
do primeiro ciclo, o sobrenadante dos reatores era removido e uma nova alimentagdo idéntica
a primeira era inserida. O volume util e o volume de headspace foram iguais nos dois ciclos. O
primeiro ciclo foi realizado visando uma adaptacao microbioldgica das culturas microbianas ao
substrato e as condi¢des operacionais do experimento, como temperatura, carga organica e
aditivos, enquanto o segundo ciclo foi considerado o teste de PBM. Com efeito, o presente
estudo discutiu os resultados do segundo ciclo operacional.

Foi avaliado o impacto da razdo substrato inoculo (RSI 0,5 e 2,0) e da aplicagdo de
aditivos (CAG, FeVZ, Fe304 e Si0») na digestao anaerobia mesofilica (DAM) (37 +£0,1°C, LM
como inoculo) e termofilica (DAT) (55 + 0,1°C, LT como indculo) da ARS. Os reatores foram
inoculados com LM ou LT a 4 gSSV L! e alimentados com ARS nas concentragdes de 2,0
gDQO L' e de 8,0 gDQO L', gerando RSI de 0,50 = 0,1 gDQO-gSSV! e de 2,0 £ 0,1
gDQO-gSSV™!, respectivamente. Os materiais condutores (CAG, FeVZ e Fe;04) e o material
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nio condutor (SiO,) foram aplicados a 2 g L' (0,5 g gSSV™'), o que correspondeu a 50% do
teor de SSV inseridos aos reatores. O meio basal (macro e micronutrientes) adicionado foi
formulado conforme Morais et al., (2021c). O pH inicial foi corrigido para 7,0 com NaOH 1 N
e, posteriormente, bicarbonato de sédio (NaHCOs3) foi adicionado como tampdo na proporc¢ao
de 1 g de tampdo para cada 1 g de DQO L-!. Os reatores foram lacrados com borrachas butilicas
e tampas plasticas e, em seguida, o headspace dos reatores foi purgado com nitrogénio gasoso
(N2) por 2 minutos, a fim de formar um ambiente anaerdbio. Por fim, os reatores foram mantidos
por 28 dias, por ciclo, em uma incubadora (MA-420, Marconi LTDA, Brasil) sob agitagcdo
orbital de 150 rpm e temperatura adequada ao ensaio mesofilico (37 £ 0,1°C) e termofilico (55
+ 0,1°C) (Filer et al., 2019; Mshandete et al., 2004).

O teste de PBM foi realizado com sete grupos para cada condi¢do experimental,
sendo assim designados: 1) reator controle — Rc: Indculo + ARS, 2) reator SiO; — Rsio2: Indculo
+ ARS + 2,0 gSiO; L, 3) reator Fe;O4 — Rresos4: Indculo + ARS + 2,0 gFe;04 L7, 4) reator
CAG - Rcag: Inéculo + ARS + 2,0 gCAG L, 5) reator FeVZ - Rrevz: Inoculo + ARS + 2,0
gFeVZ L1, 6) reator Fe304+CAG - Rrezo4+: Indculo + ARS + 1,0 g Fe;04 L1 + 1,0 gCAG L,
7) reator FeVZ+CAG - Rrevz:: Indculo + ARS + 1,0 gFeVZ L1 + 1,0 gCAG L. As associagdes
entre os aditivos (Fe;O4+CAG, FeVZ+CAG) foram realizadas objetivando analisar o impacto
da aplicacdo conjunta de aditivos que beneficiam a digestdo anaerdbia por diferentes
mecanismos. Cada material presente nas associa¢des foi aplicado a 1 g L™, totalizando 2 g L™!
de aditivos, gerando a mesma concentragdo de MCs aplicada nos demais grupos experimentais.
O experimento foi conduzido em triplicata, totalizando 21 reatores por condigao avaliada. Esse
arranjo experimental foi replicado para as condi¢des de RSI de 0,5 e 2,0 sob condigdes
mesofilicas e termofilicas, resultando na montagem de 84 reatores (Figura 28).

Para avaliar a producao residual de CH4 devido a degradacdo de matéria organica
residual contida nos inoculos, foram montados reatores de controle enddgeno, os quais
continham apenas o in6culo a ser avaliado, o meio basal e o tampao, ou seja, sem fonte de
carbono proveniente de substrato. Foram incubados 3 reatores de controle enddgeno para cada
lodo empregado (LM e LT), somando 6 reatores. O PBM foi determinado subtraindo a produgao
de CH4 dos reatores de controle enddgenos pela producdo bruta de CH4 dos reatores de trabalho

(Holliger et al., 2016).
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Figura 28 — Delineamento experimental do teste de PBM.
SUBSTRATOS, INOCULOS E ADITIVOS
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SUINOCULTURA (ARS)  MESOFILICO (LM) TERMOFILICO (LT) (Fe;0,) GRANULAR (CAG) ZERO (FeVZ) sILiCIO (Si0,)

CONFIGURAGAO EXPERIMENTAL

DESCRICAQ: REATORES BATELADA COM 300 mL DE VOLUME TOTAL E 100 mL DE VOLUME REACIONAL.
COMPOSICAO DO MEIO BASAL: INGOCULO (LM ou LT) a 4 gSSV L', ARS a 2gbQO0 L'e8 gDQO L', MACRO E MICRONUTRIENTES, TAMPAO EM pH 7,0.
CONDIGOES AMBIENTAIS AVALIADAS: RAZAO SUBSTRATO/INGCULO (RSI) 0,5 e 2,0 gDQO gSS\Af1 : TEMPERATURA: 37°C e 55°C.
ENSAIO REALIZADO EM TRIPLICATA PARA CADA CONDICAO, TOTALIZANDO 84 REATORES DE ANALISE E 6 REATORES DE CONTROLE ENDOGENO.

ENDOGENO CONTROLE (CR) si0: FeaD: Fevz CAG Fe10: + CAG FeVZ +CAG
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COMPOSICAD DE BIOGAS

Fonte: O autor (2025).

6.2.4 Processamento de Dados e Estudo Cinético

As principais variaveis de resposta referentes aos ensaios de PBM foram: Potencial
Bioquimico de Metano (PBM, NLcns4 kgSSV™); eficiéncia de remocdo de DQO (ER, %);
rendimentos de produ¢io de CH4 por DQO removida (Y1, gDQOcH4 gDQOremov™!), aplicada
(Y2, gDQOcHs gDQO4p1") € por massa de aditivo (Yr, NmLcus gap™!); composicdo de biogas
(CH4, CO; e HzS, %); velocidade de producdo de CHa4 (k, d!), taxa méxima de producido de
CH4 (n, NLcua Kgssv'! d1) e tempo de digestdo técnica referente a sintese de 80% do PBM
(T80, d). Os valores de pH e de nitrogénio amoniacal foram avaliados para analisar a
estabilidade (bom funcionamento) dos digestores anaerdbios. As alteracdes nas comunidades
microbianas ocasionadas pela influéncia dos diferentes aditivos e cargas aplicadas foram
analisadas com o propdsito de identificar os principais microrganismos atuantes na degradacao
anaerobia da ARS e sugerir os potenciais parceiros, bactérias fermentativas e arqueias

metanogénicas, de transferéncia direta de elétrons interespécies (TDEI).
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Para o tratamento estatistico dos dados, foi utilizado o software SISVAR
(Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras, Minas Gerais, Brasil) (Ferreira, 2019;
FERREIRA, 2008). A analise de variancia (one-way ANOVA) foi realizada com nivel de
confianca de 95% e probabilidade de 5% (p < 0,05). As médias foram comparadas pelo Teste
de Scott & Knott, e seus valores foram apresentados seguidos por letras do tratamento
estatistico, onde letras iguais reportam sem diferenca significativa para p < 0,05. A vantagem
do Teste de Scott & Knott em relagdo ao Teste de Tukey € proveniente do fato de que nenhuma
média pode pertencer a mais de um agrupamento, ou seja, o teste determina a constituicao de
grupos disjuntos, sempre que for encontrada significancia estatistica na ANOVA,
possibilitando, assim, robustez estatistica e clareza nos resultados (Scott; Knott, 1974). A
analise de variancia e o teste de médias foram realizados abrangendo os valores dos parametros
dos ensaios mesofilicos e termofilicos, possibilitando a comparagao dos resultados.

As equacgdes aplicadas para os calculos dos rendimentos de produgdo de CHs e as
formulas dos modelos matematicos (Primeira Ordem-Exponencial, Gompertz-Modificado,
Logistico e Transference) utilizados para extrair os valores dos parametros cinéticos sao
apresentados nas Equacoes 6.54 a 6.S11 presentes na Tabela 25 do Material Suplementar. A
aplicacdo desses modelos de producdo ja estd consolidada na literatura técnica, mostrando
eficdcia para simular a producdo de CH4 em microbiomas anaerobios (Rincon et al., 2013).
Analises de regressdo ndo linear de minimos quadrados foram realizadas utilizando a
ferramenta Solver do software Microsoft Office Excel 2019, visando o ajuste das equagdes nao
lineares dos modelos selecionados aos dados experimentais de acimulo de CH4 no tempo. Esse
método ajusta valores das variaveis do modelo visando minimizar a soma dos quadrados das
diferengas entre os valores previstos e os medidos (Etuwe et al., 2016; Ware; Power, 2017).
Para determinar a correlagdo entre os valores experimentais e preditos pelos modelos, foi
calculado o coeficiente de determinagdo (R?). A selecdo do modelo que descreve melhor a
cinética de metanizacdo do substrato foi realizada usando as seguintes fungdes de erro: erro
quadratico médio normalizado (NRMSE) e Critério de Informagao de Akaike (AIC) (Lima et
al., 2018; Membere; Sallis, 2018). Quanto menor o valor dos erros, maior a adequacio dos
dados estimados pelo modelo cinético aos dados experimentais. As férmulas utilizadas para
calcular R>, NRMSE e AIC sdo apresentadas nas Equacdes 6.S12 a 6.S14 do Material

Suplementar.
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6.2.5 Meétodos Analiticos

A estabilidade operacional dos digestores foi analisada pelos valores iniciais e finais
de pH, determinados em um pHmetro DM-20 (Digimed Analitica LTDA, Brasil), e pelas
concentragdes de nitrogénio amoniacal total (NAT) e suas fragdes, nitrogénio amoniacal livre
(NAL) e ion aménio (NH4"), obtidas em um destilador de nitrogénio MA-036 (Marconi, Brasil).
Para o calculo dos parametros de eficiéncia e de rendimento de produg¢do de CHs4, foram
realizadas anélises de demanda quimica de oxigénio (DQO) total, particulada e soltivel ao inicio
e ao final do experimento. As analises fisico-quimicas foram realizadas conforme o Standard
Methods for the Examination of Water, Wastewater (APHA, 2017).

A quantifica¢do da producao volumétrica de biogas foi realizada nos dias 0, 1, 2, 4,
7,9,11, 14, 16, 18, 21, 23, 25, e 28 do experimento, por meio do registro da pressao acumulada
no headspace de cada reator, utilizando um transdutor de pressao manométrica (Warme LTDA,
Brasil). Uma amostra de 1 mL de biogas de cada reator foi analisada por cromatografia gasosa
para determinar a composicao do biogds (CHs, CO», H2S, Ny) (Morais et al., 2021a). Nos
experimentos em RSI 0,5 a composi¢do de biogas foi analisada apenas ao final do teste de PBM,
considerando, assim, que a propor¢ao de CHs gerada em relagdo aos demais gases constituintes
do biogas foi constante em todo o periodo experimental. Contudo, nos ensaios conduzidos em
RSI 2,0 a analise de composi¢cdao do biogas foi realizada sempre que a pressdao interna dos
reatores estava perto de exceder a pressdo maxima registrada (999 mbar) pelo transdutor de
pressdo manométrica. Apos a coleta da amostra e andlise qualitativa do biogas, os headspaces
dos reatores eram esvaziados para possibilitar o monitoramento da pressao de biogas e o estudo
cinético de produ¢do de CHs4. As amostras de biogds foram coletadas usando seringas
herméticas (SampleLock, Hamilton Company, EUA).

A composicao do biogas foi analisada por cromatografia gasosa com detecgao por
descarga por ionizagdo de barreira dielétrica (GC-BID, gas chromatography-barrier ionization
discharge) (GC BID-2010 Plus, Shimadzu Corporation, Japao), equipada com uma coluna GS
GASPRO (60 m x 0,32 mm) (Agilent Technologies Inc., EUA). As temperaturas do forno,
injetor e detector foram 250, 50 e 100 °C, respectivamente. O gés hélio foi utilizado como gés
de arraste em um fluxo de 2 mL min™!, e o tempo de execugio do método foi de 9 min (de Sousa
e Silva et al., 2024). A pressao interna do reator foi convertida em volume de CH4 usando as
Condicdes Normais de Temperatura e Pressao (CNTP) como referéncia [Prer= 1 atm (1.013,25
mbar) e Trr: 273 K (0°C)]. Assim, foi utilizado a porcentagem de CH4 no biogas, a pressao

registrada no mandmetro (mbar) e um fator de conversdo (mLcus mbar™') para obter o volume
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gerado de CH4 (Morais et al., 2021a). As equagdes utilizadas para esses calculos sdo
apresentadas nas Equacdes 4.S15 a 6.S17 do Material Suplementar.

A producdo dos acidos graxos volateis (AGVs) foi mensurada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC, high performance liquid chromatography), utilizando
cromatografo HPLC LC-2050C 3D (Shimadzu Corporation, Japao), equipado com coluna
SUPELCOGEL™ 8H (30 cm x 7,8 mm) (Merck Supelco, Alemanha) e pré-coluna
SUPELCOGEL™ 8H (5 cm x 4,6 mm) (Merck Supelco, Alemanha), a 55° C, com H2SO4 10
mM em 4gua deionizada como eluente (fluxo isocratico de 1,0 mL'min™') e Detector Arranjo de
Diodo (Diode Array Detector, Shimadzu Corporation, Japao) a 45 °C. O tempo de execug¢do do
método foi de 32 min. Essa metodologia foi elaborada pela adaptagdo do método para
determinacdo de acidos organicos volateis em efluentes de reatores anaerdbios reportado por
Rodrigues Cerqueira et al. (2011). Os AGVs quantificados pelo método sdo: acido férmico
(CH202), acido acético (C2H402), acido propidnico (C3HsOz), 4cido isobutirico (iso-C4HgO»),
acido butirico (C4Hsg03), acido isovalérico (iso-CsHi002) e acido valérico (CsHi0O»). Para as
analises cromatograficas e para as analises de DQO soltvel, as amostras foram filtradas em

membrana de fibra de vidro com poro de 0,45 um (EMD Millipore, EUA).

6.2.6 Sequenciamento Genético e Bioinformdtica

Foi utilizado PowerSoil® (MoBio Laboratories Inc., EUA) para a extragdo do DNA
das amostras colhidas dos reatores. Foram analisadas 28 amostras, correspondentes a cada
condi¢do avaliada. Assim, cada triplicata gerou 1 amostra de biomassa. O Laboratorio de
Epidemiologia Molecular de Competéncia Analitica (Analytical Competence Molecular
Epidemiology Laboratory — ACME Lab) da Fundag¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz) em Ceara,
Brasil foi responsavel pelas andlises de sequenciamento genético e processamento dos dados.
A biblioteca de amplicons para a regido V4 e V5 do gene 16S rRNA foi preparada conforme
descrito por Illumina (2013) usando primers especificos da regido (515F/806R). Esferas de
purificacdo Agencourt AMPure XP - PCR (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) foram utilizadas
para limpar os produtos da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), os quais foram,
posteriormente, quantificados com o kit de ensaio dsSDNA BR (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA)
em um Qubit Fluorometro 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). O sequenciamento foi
realizado via MiSeq 300-Cycle Reagent Kit v2 com um MiSeq Desktop Sequencer (Illumina).

As leituras de sequenciamento foram tratadas via DADA2 v1.28.0 (Callahan et al.,

2016). A classifica¢do taxondmica das variantes de sequenciamento de amplicons (ASVs) foi
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realizada com base na versao 5.1 do banco de dados MiDAS de microrganismos de lodo ativado
e digestores anaerobios (Dueholm et al., 2024), usando o método assignTaxonomia do DADA?2.
O indice de diversidade alfa foi gerado com o comando estimativa richness do pacote Phyloseq
v1.44.0 (McMurdie; Holmes, 2013). As abundancias absolutas das fun¢des foram previstas com
PICRUSt2 (Douglas et al., 2020), que realiza um posicionamento filogenético dos ASVs
montados em uma arvore de referéncia que contém 20.000 genes do banco de dados de
Genomas Microbianos Integrados (IMG) (Markowitz et al., 2012), utilizando as ferramentas
HMMER (http://www.hmmer.org), EPA-ng (Barbera et al., 2019) e GAPPA (Czech;
Stamatakis, 2019). Apds a colocacdo filogenética, o PICRUSt2 prevé numeros de copias
individuais da familia de genes para cada ASV usando o pacote Castor R (Louca; Doebeli,

2018).
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6.3 Resultados e Discussao

6.3.1 Performance dos Digestores Anaerobios em RSI 0,5

O desempenho dos digestores mesofilicos e termofilicos foi aperfeicoado pela
aplicacdo dos materiais condutores (MCs) de elétrons. Os aditivos elevaram o teor de CH4 no
biogas, o potencial bioquimico de metano (PBM), os rendimentos de produg¢do de CH4 por
DQO removida (Y1), aplicada (Y2) e por massa de aditivo adicionada (YRr), a eficiéncia de
remocao (ER) e otimizaram a cinética de metanizacdao do substrato, aumentando a velocidade
de produgdo (k) e a taxa maxima de produgao (1) de CHs e reduzindo o tempo de digestao

técnica (T80) em detrimento ao controle (Tabela 19).

Tabela 19 — Rendimentos de produ¢do de metano, pardmetros cinéticos e composi¢des de
biogas referentes aos ensaios mesofilicos e termofilicos realizados em razao substrato indculo
(RSI) 0,5 (valores médios).

Digestdo Anaerdbia Mesofilica

Parametros Rc Rsio2 RFe304 Rcac Rrevz Rre304+ Rrevz+
PBM 196,4° 203,3* 210,5° 195,7° 234,54 200,8* 219,5°
ER 97,7% 96,4° 96,8 99,6° 98,1° 99,6° 99,3¢
Y 0,817% 0,856 0,883¢ 0,798* 0,9814 0,819* 0,898°
Y2 0,798* 0,826° 0,855 0,795* 0,956° 0,816* 0,892¢
Yr - 13,79° 28,10° -1,54° 76,234 8,70% 46,10°
T80 4,42 4,42 3,7 3,7 3,8° 3,7 3,7
k 0,359* 0,386* 0,446° 0,467° 0,423° 0,486° 0,446°
n 70,59° 78,46° 93,95¢ 91,43¢ 99,17° 97,60° 97,85°
CH4 81,9* 82,8% 83,5% 84,3* 100,0° 84,4* 100,0°
CO: 18,1* 17,2% 16,5* 15,72 0,0° 15,6 0,0°
Parimetros Digestiao Anaerobia Termofilica
Rc Rsioz Rre304 Rcac Rrevz Rre304+ Rrevz+
PBM 199,02 207,1° 220,2° 215,8° 244,1¢° 210,0° 223,9°
ER 89,54 85,7° 88,8f 91,68 88,3f 89,94 92,08
Yi 0,854° 0,928¢° 0,952¢ 0,901°¢ 1,055¢ 0,895¢ 0,934¢
Y2 0,764° 0,795* 0,845° 0,828° 0,937¢° 0,806* 0,863
Yr - 16,20° 42,32¢ 33,52° 90,04¢ 21,85° 49,66°
T80 7,0° 6,44 7,4¢ 6,9° 8,1° 6,64 6,34
k 0,2394 0,271¢ 0,2564 0,257¢ 0,237¢ 0,2504 0,2724
0 46,724 59,58¢ 59,79¢ 59,91¢ 63,60° 53,75t 63,43°
CH4 75,3¢ 75,7° 80,34 79,54 90,4° 75,6° 82,1*
CO2 24,7¢ 24,3¢ 19,74 20,54 9,6° 24 4° 17,9%

Legenda: PBM: potencial bioquimico de metano (NLcns kgSSV!); PPB: potencial de produgdo de biogas (NLpiogas
kgSSV-'); ER: eficiéncia de remogio de matéria organica (%); Yi: rendimento de produgdo de CH4 por DQO
removida (gDQOcus gDQO0remov!); Y2: rendimento de produgido de CHs por DQO aplicada (gDQOcns gDQOp);
Yr: rendimento de producio de CHs por massa de aditivo adicionada (NmLcus gap™); T80: tempo de digestdo
técnica referente ao tempo de producdo de 80% do PBM (d); k: velocidade de producdo de CHy (d!); p: taxa
maxima de producdo de CHs (NLcus KgSSV™! d!); CHa: teor de metano no biogas (%); COa: teor de didxido de
carbono no biogas (%). Letras iguais significam que ndo ha diferenga significativa (p < 0,05) para o mesmo
pardmetro. A analise de variancia e o teste de médias foram realizados abrangendo os valores dos parametros dos
ensaios mesofilicos e termofilicos, possibilitando a comparacao dos resultados.

Fonte: O autor (2025).
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6.3.1.1 Cinética de Metanizacdo em RSI 0,5

As curvas cumulativas de metano (CCMs) apresentaram forma de L invertido, as
quais indicam rapida producdo de CHs, elevada afinidade microbioldgica ao substrato, auséncia
ou curto tempo de inicializacdo de geragao de CHj4 (fase lag, M), elevada biodegradabilidade
anaerdbia do substrato e a ndo ocorréncia de inibicdo da metanogénese (WARE; POWER,
2017) (Figura 29A e 29B). Esse resultado ¢ sustentado pelo periodo prévio de adaptagdo da
biomassa ao substrato e as condi¢des operacionais do experimento. O modelo Transference foi
o mais adequado para o ajuste cinético, apresentando valores de R? iguais ou superiores a 0,990
para as CCMs mesofilicas e 0,950 para as CCMs termofilicas e baixos valores de AIC quando
comparado aos outros modelos matematicos utilizados (Tabela 26). Por esse modelo foi
possivel extrair os valores de p. O modelo Primeira Ordem Exponencial também apresentou
elevada aderéncia, possibilitando a obtengao de k. As curvas geradas pelos ajustes cinéticos sao
apresentadas nas Figura 29C e 29D. Devido a rapida producdo de CH4, o ajuste cinético,
independentemente do modelo aplicado, indicou auséncia de fase lag (A = 0) em todas as
condigdes avaliadas em RSI 0,5. Por isso, esse pardmetro foi suprimido da Tabela 19.

A digestdo anaerdbia mesofilica (DAM) apresentou cinética aprimorada (maior
valor de k, de p e menor valor de T80) em relacdo a digestdo anaerobia termofilica (DAT), o
que ¢ visivel pelas CCMs (Figura 29). Nesse cenario, 0 k£ (0,359 d!) e o p (70,59 NLcua Kgssy™
I'd'") do controle mesofilico foram 50,8% e 55,8%, respectivamente, superiores aos valores
desses parametros cinéticos no controle termofilico (k= 0,239 d' e p = 46,72 NLcns Kgssv™! d-
1. Além disso, apesar da auséncia de fase de laténcia em todos os digestores, a metanizagio
mesofilica da ARS foi mais acelerada do que a termofilica, atingindo 80% de formagao de CH4
em menos tempo (Figura 29). O T80 corresponde ao tempo em que 80% do volume total de
CH4 foi produzido e ¢ utilizado para avaliar a eficiéncia da cinética de biometanizacdo de
substratos organicos e para estimar o tempo de detengdo hidraulica (TDH) de reatores
anaerdbios sob fluxo continuo de alimentagdo (Coérdoba et al., 2018). Os reatores mesofilicos
tiveram T80 na faixa de 3,7 a 4,4 dias, enquanto os termofilicos precisaram de 6,3 a 8,1 dias
para formar 80% do PBM (Tabela 19). O melhor desempenho cinético dos digestores
mesofilicos esta relacionado com a maior atividade metanogénica especifica (AME) do in6culo
mesofilico (AME = 0,759 + 0,01 gDQOcns4 gSSV™! d!) em comparacio com a do indculo
termofilico (AME = 0,665 + 0,10 gDQOcn4 gSSV™! dh).
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Figura 29 — CCMs experimentais e geradas pelo ajuste cinético aos modelos matematicos

do teste de PBM mesofilico e termofilico em RSI 0,5 (curva média).
6.3A. CCMs do ensaio mesofilico. 6.3B. CCMs do ensaio termofilico.
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Legenda: CCMs: curvas cumulativas de metano; PBM: potencial bioquimico de metano; RSI: razao substrato
indculo (RSI) . As linhas sélidas representam as CCMs geradas a partir dos dados experimentais. As linhas
tracejadas expressam as CCMs geradas pelo ajuste cinético ao modelo matematico mais adequado para cada
tratamento estatistico do teste de PBM. mTransf: CCM gerada pelo modelo Transference. CR: controle; SiO-:
didxido de silicio; Fe3Os: nanomagnetita; CAG: carvao ativado granular; FeVZ: ferro de valéncia zero;
Fe;04+: nanomagnetita associada com carvao ativado granular; FeVZ+: ferro de valéncia zero associado com
carvao ativado granular. As barras de erro que indicam o desvio padrao foram suprimidas para beneficiar a

visualiza¢do das CCMs médias.
Fonte: O autor (2025).

Na DAM, os reatores aditivados com carvao ativado granular (CAG) e com a
associacao de nanomagnetita (Fe304) e CAG (Fe304+CAG) foram os que apresentaram maiores
valores de k em relagdo ao controle (29,9% e 35,3%, respectivamente). Enquanto isso, os
digestores com a combinagdo de ferro de valéncia zero (FeVZ) e CAG (FeVZ+CAG) e os com
FeVZ aumentaram o pu em 38,6% e 40,5%, nessa ordem, em relacao ao controle. Na DAT, os
aditivos elevaram os valores médios de &, mas a analise de variancia nao indicou diferenca

estatistica significativa. Consequentemente, o teste de médias agrupou todos os valores em um



149

mesmo grupo estatistico (Tabela 19). Apesar disso, os digestores que receberam CAG e as
associacdes apresentaram, em média, valor de k superior ao controle. Todos os materiais
elevaram o valor de p, com destaque para o FeVZ ¢ para a combinagdo FeVZ+CAG. Esses
aditivos aumentaram o valor de p de 46,72 NLcus Kgssv! d”! no controle para 63,60 NLchs
Kgssv'! d! e 63,43 NLcus Kgssv'! d!, correspondendo a acréscimos de 35,5% e 35,8%,
respectivamente.

E notério que a aplicagio de CAG e de suas associagdes foram as condi¢des que
mais impactaram positivamente a cinética de metanizagado, elevando a velocidade de produgao
de CH4 e diminuindo o T80 nos digestores mesofilicos e termofilicos (Tabela 19). Nesse caso,
0 CAG reduziu o T80 de 4,4 + 0,4 dias no controle mesofilico para 3,70 = 0,1 dias ¢ as
combinagoes Fe;04+CAG e FeVZ+CAG diminuiram o T80 de 7,0 £ 0,2 dias no controle
termofilico para 6,6 £ 0,2 dias e 6,3 £+ 0,5 dias, respectivamente. Isso ocorreu devido ao CAG
possuir elevada porosidade e area superficial, propriedades que conferem a esse material
elevada capacidade de adsor¢do e adesdo. Assim, o CAG pode reter microrganismos em sua
superficie, contribuindo para a formacao de biofilme e para o enriquecimento de bactérias
sintroficas e de arqueias metanogénicas, além de adsorver matéria organica e facilitar seu
consumo, acelerando a produc¢ao de CH4 (Kalantzis ef al., 2023). O CAG tem a capacidade de
conduzir elétrons por sua superficie mediante reagdes de oxidacao-reducao, facilitando o
estabelecimento de transferéncia direta de elétrons interespécies (TDEI) entre bactérias
fermentativa e arqueias metanogénicas, substituindo a funcdo de proteinas condutoras de
elétrons, como os citocromos do tipo ¢ (OmcS) e os pili eletricamente condutores (e-pili)
(Cavalcante et al., 2021).

Enquanto isso, o FeVZ foi o mais proeminente em aumentar os valores de . Isso
estéa relacionado a elevada capacidade desse aditivo em estimular a TDEI e atuar por diversos
mecanismos no bom funcionamento de digestores anaerdbios (Chen et al., 2020). Contudo,
alguns estudos indicam que a presenca de ferro organicamente ligado a biomassa anaerobia
pode prolongar fase /ag e o inicio da produg¢ao de CH4 (Shen et al., 2021). Isso ocorre porque
os ions de ferro gerados pela corrosdo do FeVZ podem depositar-se sobre a membrana celular
dos microrganismos anaerobios e dificultar os processos de hidrélise, acidificagdo e
transferéncia de nutrientes para o meio intracelular (Xu et al., 2017). Esse motivo pode justificar
o maior T80 nos reatores aditivados com FeVZ (Tabela 19).

Nesse contexto, Dai et al. (2022) também reportaram beneficios do efeito sinérgico
de CAG (8 mesh) e de FeVZ (100 mesh). Os autores avaliaram a DAM de aguas residudrias

farmacéuticas em reatores batelada com 80 mL de volume util mantidos a 37 °C e 120 rpm por
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35 dias. Foram avaliados 20 g L™ de FeVZ, 20 g L' de CAG e uma mistura de 20 g L' de
FeVZ mais 20 g L' de CAG. A aplicagiio conjunta dos aditivos proporcionou os melhores
resultados para o processo anaerobio, reduzindo a A em 15,8%, elevando o p em 171,8% e
aumentando o Y; de 271,7 mLcus gDQO™! no controle para 301,1 mLcus gDQO™, o que
correspondia a um acréscimo de 10,8%. Assim como no presente trabalho, Dai et al. (2022),
atribuiram os resultados obtidos pela capacidade do FeVZ ¢ do CAG em atuar como canais
eletronicos para regular a sincronizagdo elétrica entre acidificacdo hidrolitica e processos
metanogénicos, além de estimular TDEI e diversificar as rotas metanogé€nicas ao enriquecer
arqueias hidrogenotroficas e metilotroficas. O efeito dos aditivos sobre as comunidades de

bactérias e de arqueias ¢ detalhado na se¢do 6.3.4.

6.3.1.2 Rendimentos de Producdo de Metano em RSI 0,5

A DAM apresentou maior ER do que a DAT (Tabela 19). Isso ocorreu devido a
uma parcela da matéria organica ter permanecido como 4cido acético (entre 8,4 ¢ 52,3 mg L")
e acido butirico (entre 2,4 e 6,2 mg L) nos digestores termofilicos ao final do teste de PBM.
Enquanto isso, ndo foi detectado AGVs de cadeia curta no efluente dos digestores mesofilicos.
Esse resultado indica que, apesar da fermentacao acelerada na DAT, as biomassas mesofilicas
apresentaram maior potencial de realizar oxidagao sintrofica de AGVs.

Analisando a influéncia dos aditivos nos parametros de produ¢do de CH4 e remogao
de matéria organica da DAM da ARS, obteve-se que os reatores aditivados com FeVZ e com a
associacdo FeVZ+CAG apresentaram os maiores valores de PBM, Y1, Y2 e Yr (Tabela 19). A
aplicacio de FeVZ elevou o PBM de 196,4 NLcus kgSSV™! no controle para 234,5 NLcu4
kgSSV™!, correspondendo a um aumento de 19,4%. Ainda comparando com o controle, esse
aditivo elevou o Y1 em 20,1% e o teor de CH4 no biogas em 22,1%. Destaca-se que o FeVZ
purificou o biogés, o qual foi composto por 100% de CHj4 e tragos de COs. Isso foi possibilitado
pela elevada capacidade redutora do FeVZ, o qual em meio anaerobio sofre oxidagdo, gerando
H,, OH" e Fe**. O H; exdgeno (aquele que nio foi sintetizado a partir da DA do substrato) atua
como um booster para a metanogénese hidrogenotréfica (MH), estimulando o consumo de CO>
para a sintese de CH4 e, consequentemente, elevando os rendimentos de producdo (Ye et al.,
2021). Além disso, o FeVZ promove a producdo e a ativacao e enzimas acidogénicas, como
como acetato quinase, piruvato-ferredoxina oxidorredutase, fosfotransacetilase, butirato
quinase ¢ fosfotransbutirilase, e metanogénicas, como a hidrogenase redutora de F420

(HrF420), o que contribui para oxidacdo sintrofica de propionato e butirato, aumentando a
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quantidade de substratos (acetato e Hy) para as arqueias metanogénicas (He et al., 2022). O
FeVZ também apresentou o maior Yr (76,23 NmLcus gFeVZ™), refor¢ando sua capacidade em
aprimorar a DAM da ARS. Os digestores que receberam 2 gCAG L' apresentaram elevada ER
(99,6%), mas teor de CH4 no biogés (84,3%) semelhante aos outros digestores, com excegao
dos que receberam FeVZ, mas retornaram valores baixos de PBM (234,5 NLcus kgSSV™), de
Y1 (0,798 gDQOcHs gDQO0remov™!) € de Y2 (0,795 gDQOch4 gDQO04p "), indicando que o CAG
adsorveu matéria organica e que uma parcela desta se tornou indisponivel aos microrganismos
anaerobios, limitando a producao de CHas.

Na DAT, o impacto dos aditivos sobre os parametros de rendimento foi mais
notério. O PBM do controle (199,0 NLcns kgSSV™!) foi elevado em 4,1%, 10,6%, 8,4%, 22,6%
5,5% e 12,5% nos digestores que receberam SiO,, Fe3Os, CAG, FeVZ, Fe3;04+CAG e
FeVZ+CAG, respectivamente. Assim como na DAM, o FeVZ foi o material que mais
beneficiou o processo, apresentando os maiores valores de Y (1,055 gDQOcH4 gDQO0xemov’),
Y2 (0,937 gDQOchH4 gDQO04p ") € de teor de CHa (90,4%), correspondendo a acréscimos em
detrimento ao controle de 23,6%, 22,6% ¢ 20,0%. Além disso, esse material apresentou o maior
Yr (90,04 NmLcus gFeVZ™) dos ensaios realizados em RSI 0,5.

O efeito positivo do FeVZ na metanizacdo de residuos organicos também foi
relatado em outros estudos. Por exemplo, Li ef al. (2023b), analisaram o impacto do FeVZ (150
pm) na DAT de lodo ativado residual. O estudo foi conduzido em reatores de vidro de 200 mL
de volume reacional mantidos em incubacdo por 32 dias a 55 °C no banho-maria. As doses de
FeVZ avaliadas foram: 0, 25, 100 e 250 mg gST!, as quais elevaram a producio de CH4 em
0,8 (5,16 mL gST™), 11,9 (34,10 mL gST™") e 12,0 (34,43 mL gST"') vezes, respectivamente,
em detrimento ao controle. Além disso, as doses mais altas aumentaram o consumo de AGVs
e fortaleceram a atividade de enzimas envolvidas em vias metanogénicas, como
formilmetanofurano desidrogenase e coenzima F420 hidrogenase. O Fe?* advindo da oxidagdo
do FeVZ enriqueceu microrganismos funcionais envolvidos na DAT, como
Methanothermobacter, a qual teve abundancia relativa aumentada em 22,8% em comparagado
com a biomassa do controle. O enriquecimento dessa arqueia metanogénica termofilica pela
influéncia do FeVZ também foi observado no presente trabalho (se¢io 6.3.4).

Assim como na DAM, o CAG adsorveu e indisponibilizou matéria organica nos
ensaios termofilicos, pois apresentou maior ER (91,6%), mas ndo o maior valor de PBM (215,8
NLcus kgSSV'). Contudo, diferentemente dos ensaios mesofilicos, o CAG contribuiu na
producdo volumétrica de CHa, com Yy igual a 33,52 NmLcus gCAG™!, enquanto na DAM o

valor médio desse pardmetro foi -1,54 NmLcus gCAG™! (Tabela 19). Assim como neste
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trabalho, Tiwari et al. (2021), reportaram beneficios da adicdo de CAG (2-5 mm). Os autores
avaliaram a codigestao anaerdbia termofilica de casca de trigo e lodo de esgoto. O ensaio de
PBM foi realizado em reatores de vidro de 1L, os quais foram mantidos a 55 °C com agitagao
orbital de 100 rpm por 51 dias. Foram avaliadas cinco doses de aditivo, sendo elas 10, 20, 30,
40 ¢ 50 g L' de inéculo. A dose 6tima foi de 20 g L™, a qual tornou o processo anaerdbio mais
estavel, mantendo o pH entre 6,5 e 8,0, e elevou o rendimento de biogas (273 mL gVS™!) em
22% em relagiio ao controle. Doses superiores a 20 g L™! reduziram a produgio de biogés para
valores inferiores ao controle. Isso foi justificado pelo fato de que elevadas doses de CAG
podem ocasionar toxicidade de carbono aos microrganismos anaerdbios, induzindo a estresse
oxidativo e, consequentemente, a reducao da atividade metabolica. Em contraponto, o presente
trabalho demonstrou que uma menor dose de CAG (2 g L) ja ¢ suficiente para influenciar
positivamente a metaniza¢do de substratos organicos ricos em matéria organica particulada,
como a ARS, minimizando os riscos de toxicidade aos microrganismos anaerobios.

Realga-se que a Fe3O4 teve um efeito mais promissor na DAT do que na DAM. Em
condicoes termofilicas, esse aditivo elevou em 10,6%, 11,5% ¢ 6,6% o PBM, o Y ¢ o teor de
CHs, respectivamente, em relacdo ao controle, ao passo que em condigdes mesofilicas os
acréscimos nesses parametros foram 7,2%, 8,1% e 2,0%, nessa sequéncia. A Fe3Os ¢ um
material comumente utilizado para aprimorar a DA de residuos organicos devido viabilizar a
transferéncia extracelular de elétrons (TDEI) por meio de reagdes de oxidagao-redugdo, como
o ciclo redox do ferro (Feng et al., 2023). Nesse processo, bactérias redutoras de ferro (BRF)
oxidam matéria organica e reduzem o6xido de ferro (III) a 6xido de ferro (II), o qual promove a
transferéncia de elétrons para a sintese de CH4 via redug¢ao de CO,. Posteriormente, o Fe(II) ¢
oxidado novamente a Fe (III) mineral ou ¢ readsorvido ao Fe (III) (mineral), formando Fe3Os4,
através da reprecipitacdo (XU et al., 2019). Assim, a ciclagem dindmica bioquimica entre
Fe(IIl)(mineral)-Fe(IT)-Fe(IlT)(mineral) pode mediar e acelerar a producdo de CHs. Além desse
mecanismo, a Fe3O4 atua no transporte de elétrons de curto alcance ao associar-se aos e-pili,
elevando a taxa de transferéncia de elétrons dessa proteina, estimula a secrecdao de substancias
poliméricas extracelulares (SPE) com alta capacidade de aceitar e doar elétrons e enriquece

microrganismos capazes de realizar TDEI (Peng et al., 2018; Ueki et al., 2018).

6.3.2 Performance dos Digestores Anaerobios em RSI 2,0

Nos ensaios em RSI 2,0, os aditivos também exerceram impacto positivo sobre a

performance dos digestores anaerobios, principalmente no que tange ao aumento do PBM, dos
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rendimentos de producdo (Y1, Y2 e Yr) e da ER (Tabela 20). A cinética metanogénica também
foi aperfeigoada pela aplicacao dos aditivos, principalmente 0 CAG nos ensaios mesofilicos e

a Fe30j4 ¢ as associagdes de materiais nos testes termofilicos.

Tabela 20 — Rendimentos de produ¢do de metano, pardmetros cinéticos e composi¢des de
biogas referentes aos ensaios mesofilicos e termofilicos realizados em razao substrato indculo
(RSI) 2,0 (valores médios).

Digestdo Anaerdbia Mesofilica

Parametros Rc Rsioz RFe304 Rcac Rrevz RFe304+ Rrevz+
PBM 579,8* 568,2° 574,12 643,55 616,8° 604,7° 603,3°
ER 93,8° 93,1# 93,3% 96,1° 94,5¢ 93,8% 94,5°¢
Y1 0,758* 0,7512 0,757* 0,823 0,802° 0,792° 0,784°
Y2 0,712 0,698* 0,705* 0,791° 0,758° 0,743¢ 0,741°
Yr - -23,14* -11,27* 127,49% 74,09¢ 49,77° 41,81¢
T80 5,7 6,4° 6,5° 5,32 6,3° 5,6 6,6°
k 0,272 0,258 0,240° 0,299¢ 0,254° 0,272% 0,251°
n 157,582 139,79° 139,60° 198,96° 162,314 168,24° 151,82f
CH4 76,3% 75,6 75,1* 75,5% 74,2% 75,9% 74,6*
CO; 25,4% 25.4* 25,4° 25.4° 25.4* 25.4% 25.4%
Parimetros Digestdo Anaerdbia Termofilica
Rc Rsioz Rre304 Rcac Rrevz RFe304+ Rrevz+
PBM 419,04 435,84 554,12 493,0¢° 522,0f 558,6° 530,7¢
ER 83,34 82,44 84,3° 86,5° 80,48 86,4f 84,9°
Y1 0,550¢ 0,578¢ 0,7164 0,626° 0,7084 0,706¢ 0,6844
Y2 0,4584 0,4764 0,605° 0,539f 0,5708 0,610° 0,5808
Yr - 33,51°¢ 270,19¢ 148,00° 205,994 279,16° 198,574
T80 14,1°¢ 17,34 13,5¢ 14,3¢ 15,1¢ 13,5¢ 12,6°
k - - - - - - -
n 27,208 32,938 37,78" 30,518 31,858 37,37" 36,24
CH4 70,9° 67,9° 72,3b 71,5° 73,7° 71,3b 71,6°
CO; 29,1° 32,1°¢ 27,7° 28,5° 26,3° 28,7° 28,4°

Legenda: PBM: potencial bioquimico de metano (NLcns kgSSV!); PPB: potencial de produgdo de biogas (NLbpiogis
kgSSV-'); ER: eficiéncia de remogio de matéria organica (%); Yi: rendimento de produgdo de CH4 por DQO
removida (gDQOcus gDQO0remov!); Y2: rendimento de produgdo de CHa por DQO aplicada (gDQOcns gDQOp);
Yr: rendimento de producio de CHs por massa de aditivo adicionada (NmLcus gap™); T80: tempo de digestdo
técnica referente ao tempo de producio de 80% do PBM (d); k: velocidade de produciio de CHy4 (d™'); u: taxa
maxima de producdo de CHs (NLcus KgSSV™! d!); CHy: teor de metano no biogas (%); COa: teor de didxido de
carbono no biogas (%). Os valores de k para a DAT em RSI 2,0 ndo foram apresentados devido o modelo de
Primeira Ordem Exponencial apresentar baixa aderéncia ao ajuste cinético, tornando os valores desse parametro
ndo confidveis para comparagdo. Letras iguais significam que ndo ha diferenca significativa (p < 0,05) para o
mesmo pardmetro. A analise de variancia e o teste de médias foram realizados abrangendo os valores dos
parametros dos ensaios mesofilicos e termofilicos, possibilitando a comparacdo dos resultados.

Fonte: O autor (2025).

6.3.2.1 Cinética de Metaniza¢do em RSI 2,0

As CCMs mesofilicas apresentaram formas predominantemente exponenciais,
indicando que mesmo com uma maior aplicagio de matéria organica (8 gDQO L") em RSI 2,0,
a biomassa mesofilica foi capaz de degradar eficientemente o substrato fornecido (Figura 30A).

Em contraponto, as CCMs termofilicas apresentaram um padrdo mais lento e gradual de
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producdo de CHa, sugerindo a instabilidade dos digestores anaerdbios e a ocorréncia de
processos que limitaram temporariamente a metanogénese (Morais ef al., 2021b) (Figuras 30B
e 30B). Portanto, compreende-se que para uma maior carga organica aplicada em sistemas
termofilicos ¢ necessdria uma maior dose de aditivos condutores para acelerar a cinética
metanogénica e vencer os fatores de instabilidade comuns a esse tipo de digestor.

Os principais fatores que estdo relacionados a instabilidade de digestores
termofilicos sdo: a rapida taxa de hidrolise da matéria organica ocasiona um descompasso entre
o consumo e a producdo de intermedidrios da digestdo anaerdbia, como H». Isso pode ocasionar
o acumulo de AGVs devido a inibi¢do termodindmica da oxidagdo sintrofica de propionato e
de butirato em acetato, retardando a disponibilizagao de substrato (acetato) para a metanogénese
(YAN et al., 2017). Além disso, o acimulo de nitrogénio amoniacal total (NAT) e de suas
fragdes, nitrogénio amoniacal livre (NAL) e ion amonio (NH4"), também podem gerar
instabilidades na producdo de CHa, pois teores elevados desses compostos podem ser toxicos
as arqueias metanogénicas (Ryue et al., 2020). Nao houve acimulo de AGVs e de nitrogénio
amoniacal em niveis inibitorios, mas acimulos transientes de AGVs retardaram a sintese de
CH4. Os parametros de estabilidade dos digestores, como pH, NAT, NAL ¢ AGVs serdo
discutidos ¢ detalhados na secao 6.3.3.

Assim como nos ensaios em RSI 0,5, o modelo Transference e o Primeira Ordem
Exponencial foram os mais fidedignos para o ajuste cinético das CCMs mesofilicas e para a
extragio dos pardmetros cinéticos que governam a producio de CHa, retornando valores de R?
iguais ou superiores a 0,990 e baixos valores de AIC quando comparados aos outros modelos
aplicados (Tabela 27). Enquanto isso, o modelo Logistico foi o mais adequado para o ajuste
cinético dos perfis de acumulagio de CH4 dos digestores termofilicos, com valores de R? iguais
ou superiores a 0,968 (Tabela 27). Devido ao formato das CCMs termofilicas, o modelo
Primeira Ordem Exponencial ndo apresentou aderéncia satisfatoria para todas as condigdes
avaliadas, reduzindo a confiabilidade do ajuste cinético e impossibilitando o uso dos valores do
parametro k. Com efeito, a cinética de metanizagdo termofilica em RSI 2,0 foi discutida com
base nas formas das CCMs e pelos valores dos parametros T80 e . As curvas geradas pelos

ajustes cinéticos sdo apresentadas nas Figura 30C e 30D.
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Figura 30 — CCMs experimentais e geradas pelo ajuste cinético aos modelos matematicos

do teste de PBM mesofilico e termofilico em RSI 2,0 (curva média).
6.4A. CCMs do ensaio mesofilico. 6.4B. CCMs do ensaio termofilico.
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Legenda: CCMs: curvas cumulativas de metano; PBM: potencial bioquimico de metano; RSI: razao substrato
indculo (RSI) . As linhas sélidas representam as CCMs geradas a partir dos dados experimentais. As linhas
tracejadas expressam as CCMs geradas pelo ajuste cinético ao modelo matematico mais adequado para cada
tratamento estatistico do teste de PBM. mTransf: CCM gerada pelo modelo Transference. mLog: CCM
gerada pelo modelo Logistico. CR: controle; SiO: diéxido de silicio; Fe3sO4: nanomagnetita; CAG: carvao
ativado granular; FeVZ: ferro de valéncia zero; Fe;Os+: nanomagnetita associada com carvao ativado
granular; FeVZ+: ferro de valéncia zero associado com carvdo ativado granular. As barras de erro que
indicam o desvio padrdo foram suprimidas para beneficiar a visualizagdo das CCMs médias.

Fonte: O autor (2025).

Igualmente aos ensaios em RSI 0,5, o ajuste cinético indicou auséncia de fase lag
(A = 0) em todas as condi¢des avaliadas em RSI 2,0. Geralmente curvas em formato de S
alongado apresentam um tempo de laténcia, mas a modelagem cinética nao indicou a presenga
dessa etapa. Isso ocorreu devido a elevada AME das biomassas mesofilicas (BMs) e
termofilicas (BTs) que propicia um rapido consumo de matéria organica soluvel e uma elevada

producdo de CH4 nos primeiros dias do experimento (Figura 30B).
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A cinética de metanizagdo da ARS teve melhor desempenho em condigdes
mesofilicas, apresentando maiores valores de p e menores de T80 em detrimento ao processo
termofilico. Como exemplo, o p (157,58 NLcns Kgssv™!' d!) do controle mesofilico foi superior
em 479% ao valor desse pardmetro no controle termofilico (p = 27,20 NLcua Kgssy!' d).
Somando-se a isso, o T80 foi atingido mais rapido na DAM (entre 5,3 e 6,6 d) do que na DAT
(entre 12,6 ¢ 17,3 d), independentemente da acao dos aditivos (Tabela 20).

Na DAM, o CAG apresentou melhor eficiéncia cinética, elevando o k de 0,272 d!
e o p de 157,58 NLcus4 Kgssv'' d! no controle para 0,299 d' ¢ 198,96 NLcns Kgssv™' d,
correspondendo a acréscimos de 10,2% e 26,3%, nessa sequéncia. Além disso, esse material
reduziu o T80 de 5,7 dias para 5,3 dias. Enquanto isso, a aplicacao de Fe3O4, Fe304+CAG e
FeVZ+CAG foram as condi¢des que mais aumentaram o p (27,20 NLcns Kgssv! d'') na DAT
da ARS, elevando o valor desse parametro cinético em 38,9%, 37,4% e 33,2%, respectivamente.
Em consonancia, o T80 foi reduzido de 14,1 dias para 13,5, 13,5 e 12,6 dias pelo efeito desses

materiais (Tabela 20).

6.3.2.2 Rendimentos de Produc¢ado de Metano em RSI 2,0

Assim como em RSI 0,5, em RSI 2,0, a DAM apresentou maior ER, PBM ¢
rendimentos de producdo de CHs4 do que a DAT (Tabela 20). Isso esta relacionado a maior
concentragdo residual de AGVs nos digestores termofilicos em detrimento aos digestores
mesofilicos (Tabela 21). Além de uma parcela da matéria organica ter permanecido como acido
acético (entre 82,1 e 375,2 mg L), também ocorreu o acimulo de acido propidnico (entre 27,3
e 431,3 mg L), acido isovalérico (entre 7,3 e 232,3 mg L) e 4cido valérico (entre 100,8 e
210,3 mg L), ou seja, intermediarios que nio podem ser convertidos diretamente a CH4 pelas
arqueias metanogénicas, sendo necessario, para isso, a atuagdo prévia de bactérias sintroficas.
Esse resultado reforca a elevada capacidade acidogénica e acetogénica das biomassas

mesofilicas em comparagao as termofilicas.
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Tabela 21 — Concentragdo de acidos graxos volateis em cada grupo de reatores ao final do teste
de PBM (valores médios).

Digestdo Anaerobia Mesofilica
RSI 0,5 RSI 2,0
C2 C3 1Is0-C4 C4 1Iso-C5 C5 C2 C3 Iso-C4 C4 1Iso-C5 C5
Rc ND ND ND ND ND ND ND ND ND 21,3 ND ND
Rsio2 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 23,2 ND ND
Rre304 ND ND ND ND ND ND ND ND ND 39,9 ND ND
Rcac ND ND ND ND ND ND ND ND ND 10,1 ND ND
Rrevz ND ND ND ND ND ND ND ND ND 18,8 ND ND
Rre304+ ND ND ND ND ND ND ND ND ND 32,0 ND ND
Rrevz+  ND ND ND ND ND ND ND ND ND 169 ND ND
Digestao Anaerdbia Termofilica
RSI 0,5 RSI 2,0
C2 C(C3 1Iso-C4 C4 TIso-C5 C5 C2 C3 Iso-C4 C4 1Iso-C5 C5
Rc 84 ND ND 6,2 ND ND 204,4 158,5 ND ND 273 150,1
Rsio2 38,5 ND ND 4,5 ND ND 2450 431,3 ND ND 152,5 1214
Rrezos 31,8 25,8 ND 2,7 ND ND 160,4 135,5 ND ND 103,5 2103
Rcac 32,8 ND ND 3,7 ND ND 297,1 273 ND ND 232,3 100,8
Rrevz 23,0 ND ND 5,0 ND ND 322,9 243,0 ND ND 953 145,3
Rresos+ 52,3 10,5 ND 2,4 ND ND 82,1 0,0 ND ND 100,0 1144
Rrevz+ 28,6 ND ND 4,7 ND ND 3752 0,0 ND ND 7,3 176,5
Legenda: C2: acido acético; C3: acido propidnico; iso-C4: acido isobutirico; C4: acido butirico; iso-C5: acido
isovalérico; C5: 4cido valérico. ND: Nao detectado. Unidade: mg L.
Fonte: O autor (2025).

Reatores

Reatores

Além de produzir CH4 mais rapidamente, a DAM também apresentou maior PBM
em relagdo a DAT. Por exemplo, o PBM do controle mesofilico (579,8 NLcn4 kgSSV™') foi
38,4% superior ao do controle termofilico (419,0 NLcus kgSSV™'). Apesar disso, a influéncia
dos aditivos sobre o aumento do PBM foi mais expressiva na DAT. Isso pode ser verificado
pelos valores de Yr de todos os aditivos, os quais foram superiores nos ensaios termofilicos
(Tabela 20). Como exemplo, Yr de Fe30s4 foi -11,27 NmLcns gFe304! na DAM e de 270,19
NmLcus gFe304! na DAT. O incremento na producio de CHs com a aplicagido do CAG foi de
148 NmLcus gCAG™' na DAT, sendo de 127,49 NmLcns gCAG™' na DAM. Portanto, os aditivos
exerceram papel fundamental no aperfeicoamento do tratamento anaerdbio da ARS em
condi¢des termofilicas, principalmente em relagdo a eficiéncia de producao de CHs. Apesar
disso, o desempenho cinético foi abaixo do esperado devido a produgao lenta e instavel de CHa,
refletida no formato das CCMs.

Na DAM, a aplicagdo de CAG, FeVZ e das combinagdes Fe3;Os+CAG e
FeVZ+CAG elevaram o PBM em 11%, 6,4%, 4,3% ¢ 4,1% em relacao ao controle, nessa
ordem. Nesse cenario, o CAG foi aditivo que mais beneficiou o processo tanto em aspectos de
eficiéncia quanto sob aspectos cinéticos, apresentando os maiores valores de ER (96,1%), Y1
(0,823 gDQOCH4 2DQO0xemov™ '), Y2 (0,791 gDQOcHs gDQO0up), Yr (127,49 NmLcus gCAG™),
k(0,299 d") e pn (198,96 NLcus Kgssy'! d1) (Tabela 20). Nio houve diferenca estatistica quanto
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ao teor de CHs no biogés. O efeito positivo de CAG e de suas associacdes com materiais
condutores a base de ferro também foi reportado em outros estudos.

Nesse contexto, Romero et al. (2020) conduziram ensaios de PBM em reatores
batelada de 120 mL incubados por 24 dias sob temperatura de 40 °C e agitag@o orbital de 150
rpm e demonstraram que a adigdo de 15 g L™! de CAG (0,6 mm) elevou a producio de CHs € 0
Y na DAM da ARS em 42% ¢ em 19%, respectivamente, em detrimento ao controle. Esse
resultado foi atribuido a capacidade do CAG em mediar TDEI e ter enriquecido microrganismos
doadores, como Geobacter e Pseudomonas, e aceptores de elétrons, como Methanothrix.

Enquanto isso, Zhang et al. (2021) avaliaram na preseng¢a de lodo sanitario como
in6culo, a associacdo de FeVZ (0,2 mm) e CAG (32 a 60 mesh) na DAM (37 °C) de residuos
alimentares em reatores batelada com 400 mL de volume reacional, mantidos em incubagao por
43 dias com agitacdo orbital de 60 rpm. As concentracdes de aditivos avaliadas foram 5 g L™!
de FeVZ (5FeVZ), 10 g L' de FeVZ (10FeVZ) ¢ 5 g L'! de FeVZ + 5 g L' de CAG
(5FeVZ+5CAG). A associacdo de materiais condutores elevou o PBM em 2,77%, 11,2%, e
35,0% em relagdo aos reatores 10FeVZ, S5FeVZ, e controle, respectivamente, indicando que a
aplicacdo conjunta de aditivos favoreceu a degradacdo da matéria organica. Além disso, a
adicdo combinada encurtou o tempo de fase /ag em 18,2% em comparag@o aos digestores com
apenas FeVZ. Esse resultado foi justificado pela estrutura porosa do CAG que poderia fornecer
superficie para crescimento dos microrganismos e acelerar a degradagao de AGVs e a produgado
de CHg4, além da redugdo dos teores de NAL devido as propriedades adsortivas do CAG.

Esses dois trabalhos citados anteriormente, relataram resultados mais expressivos
com a aplicacdo de CAG e FeVZ+CAG em comparagdo com o presente trabalho. Isso estd
relacionado as diferencas experimentais, como substrato, indculo, RSI e volume reacional.
Contudo, é importante frisar que ambos utilizaram doses (15 g L' e 10 g L") superiores a
avaliada neste estudo (2 g L"), o que onera o processo, sendo um empecilho a aplica¢io dessa
estratégia de aperfeicoamento da DA em sistemas de tratamento em escala real. Com efeito, €
evidente a necessidade de realizagdo de estudos que objetivem o estabelecimento de uma dose
ideal desses aditivos para a otimizagdo do tratamento anaerébio da ARS, ou de outros residuos
organicos de interesse, sob aspectos cinéticos e de eficiéncia, considerando aspectos
econdmicos (custo do material) e ambientais (recuperagdo, reutilizagdo, descarte e impactos
dos aditivos ao meio ambiente).

Na DAT, a Fe304, 0 FeVZ e as combinagdes Fe;04+CAG e FeVZ+CAG tiveram
efeitos mais proeminentes no aumento dos rendimentos de producdo (Tabela 20). Em relacao

ao controle, o PBM foi acrescido em 32,2%, 24,6%, 33,3% 3 26,7% e o Y foi aumentado em
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30,1%, 28,7%, 28,4% e 24,4% nos digestores que receberam Fe3Os, Fe;04+CAG e
FeVZ+CAG, nessa sequéncia. O maior teor de CH4 no biogas (73,7%) foi obtido nos digestores
aditivados com FeVZ. A Fe;04 apresentou impactos mais positivos nos ensaios termofilicos
tanto em RSI 0,5 quanto em RSI 2,0 em detrimento aos realizados em condi¢des mesofilicas.
Esse resultado esta relacionado as alteragdes nas comunidades microbianas realizadas por esse
aditivo, as quais foram mais expressivas nas BTs do que nas BMs. A Fe30O4 enriqueceu bactérias
pertencentes aos filos Actinobacteriota, Armatimonadota, Coprothermobacterota,
Thermotogota, Synergistota e Firmicutes, além dos géneros de arqueias Methanothermobacter,
Methanosarcina e Methanothrix nas BTs. Enquanto isso, nas BMs, esse 6xido de ferro foi
correlacionado ao aumento de abundancia relativa de apenas dois filos de bactérias, a saber
Armatimonadota e Chloroflexi (se¢do 6.3.4).

O impacto positivo da aplicacdo de Fe3O4 e de CAG também foi reportado por
Zhuravleva et al. (2024), os quais estudaram o uso de aditivos condutores na DAT de alto teor
de solidos. Esse tipo de digestdo anaerobia tem como beneficios o menor requisito de agua e o
menor volume de reatores, mas comumente falha devido ao rapido acimulo de AGVs e a queda
associada no pH. Os autores aplicaram CAG (0,2-1,0 mm) e Fe3O4 (0,16-3,0 um)a 10 e 20 g
L', o que correspondia a 33 e 66 gramas de aditivo por quilograma de substrato,
respectivamente. Como in6culo foi utilizado esterco bovino digerido termofilicamente € como
substrato a fracao organica de residuos solidos urbanos (FORSU). O experimento foi conduzido
em reatores de vidro com 500 mL de volume total mantidos em incubadores a 52 °C por 43
dias, sem agitacdo. A maior dosagem de materiais condutores (66 g kg!) resultou no melhor
desempenho metanogénico. Os aditivos aceleraram o consumo de acidos organicos, mitigando
a inibi¢do da metanogénese apos o acimulo de AGVs (28 a 30 g L!). O maior rendimento de
metano (PBM, 286 mLcus gSV™') foi obtido em reatores com adi¢do de Fe;Os, enquanto as
maiores taxas maximas de producio de CH4 (1, 26,38 mLcna gSV™! d!) e menor fase de laténcia

(A, 2,83 d) foram obtidas em digestores com adi¢ao de CAG.

6.3.3 Estabilidade dos Digestores Anaerobios

A estabilidade dos digestores anaerdbios foi avaliada através dos valores de pH e
dos teores de nitrogénio amoniacal total (NAT), nitrogénio amoniacal livre (NAL) e ion amonio
(NH4"), os quais podem ser visualizados na Tabela 22. Os valores iniciais e finais de pH
encontraram-se entre 7,6 ¢ 8,2 em todos os reatores, indicando que a atividade metanogénica

ocorreu em faixa adequada de pH e que ndo houve acumulo de acidos graxos volateis (AGVs)
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suficiente para promover a acidificacdo dos digestores. Em geral, os aditivos tenderam a elevar
o pH dos reatores em detrimento ao controle, principalmente o FeVZ. Esse aditivo alcalinizou
os efluentes devido a sua corrosdo em meio anaerobio consumir acidez (H") e disponibilizar

hidroxilas (OH"), o que contribuiu para elevar o pH para a faixa de 8,0 a 8,2.

Tabela 22 — Parametros utilizados para verificar a estabilidade dos digestores anaerobios
mesofilicos e termofilicos.

Biomassas Mesofilicas

RSI 0,5 RSI 2,0
Biomassas pH pH NAT NAL NH4* pH pH NAT NAL NH4*
Inicial Final (mg-N L) Inicial Final (mg-N L)

Rc 7,6 7,85 115,6 9,5 106,1 7,6 8,16 277,2 43,0 2342
Rsio2 7,6 7,90 133,6 12,2 121,3 7,6 8,18 250,3 40,3 210,0
Rre3o04 7,6 7,91 170,8 16,0 154,8 7,6 8,22 227,1 39,5 187,6
Rcac 7,6 8,02 154,0 18,1 135,9 7,6 8,15 313,6 47,7 265,9
Rrevz 7,6 8,17 180,3 28,5 151,8 7,6 8,19 205,8 33,8 172,0

Rrezo4+ 7,6 7,91 159,6 14,9 144,7 7,6 8,19 316,4 52,0 264.,4
Rrevz+ 7,6 8,12 140,0 20,1 119,9 7,6 8,22 263,2 45,8 2174
Biomassas Termofilicas
RSI 0,5 RSI 2,0
Biomassas  pH pH NAT NAL NH4 pH pH NAT NAL  NH4'
Inicial  Final (mg-N L) Inicial  Final (mg-N L)

Rc 7,6 7,67 148,4 22,7 125,7 7,6 7,95 307,0 78,6 228.4
Rsio2 7,6 7,78 143,6 27,1 116,5 7,6 7,98 299,5 80,7 218,8
Rre3o04 7,6 7,72 159,9 26,9 132,9 7,6 7,90 3242 76,1 248,1
Rcac 7,6 7,71 156,5 25,9 130,6 7,6 8,00 312,7 87,1 225,6
Rrevz 7,6 7,91 137,2 32,8 104,4 7,6 8,04 321,9 95,8 226,1

Rre304+ 7,6 7,76 152,6 27,8 124,8 7,6 8,00 332,8 92,7 240,1
Rrevz+ 7,6 7,80 136,6 26,8 109,8 7,6 8,03 275,4 80,6 194,8

Legenda: NAT: nitrogénio amoniacal total; NAL: nitrogénio amoniacal livre; NH4": ion aménio; Rcgr: reator
controle; Rsion: didxido de silicio; Reag: carvao ativado granular; Rre3os: nanomagnetita; Rrevz: ferro de valéncia
zero; Rre304+: nanomagnetita associada com carvao ativado granular; Rrevz: ferro de valéncia zero associado com
carvao ativado granular.

Fonte: O autor (2025).

Apesar da ampla faixa de concentragdo de AGVs considerada inibitdria,
Kwietniewska e Tys (2014) indicaram que a propor¢do de acido propidnico para acido acético
maior que 1,4 e que o conteudo de 4cido acético maior que 800 mg L' e o acimulo de acido
butirico e valérico superior a 6500 mg L' promovem inibi¢do do processo anaerdbio e causam
falha do digestor. Todos os reatores apresentaram teores de AGVs muito inferiores a esses,
reforcando a ndo ocorréncia de acidificagdo dos digestores (Tabela 21). Porém, periodos de
acumulagao temporaria de AGVs devem ter interferido na cinética de metanizagao da ARS em
condig¢des termofilicas em RSI 2,0 (Figura 30B).

As concentracdes de NAT em todos os reatores foram inferiores aos que sao
apontados como inibitérios (entre 1.500 e 11.000 mg L), demonstrando que nido houve

prejuizo a producdo de CH4 por excesso de nitrogénio amoniacal (Rocamora ef al., 2020). Os
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valores de NAT foram semelhantes nos ensaios mesofilicos e termofilicos e foram mais
elevados em RSI 2,0 devido a maior carga organica aplicada nos digestores (Tabela 22).
Entretanto, os reatores termofilicos e os com maior pH apresentaram maiores valores de NAL,
pois a elevagdo da temperatura e do pH interferem no equilibrio entre as espécies de nitrogénio
amoniacal, favorecendo a formag¢do de NAL (Prochazka et al., 2012). Apesar disso, nos
sistemas termofilicos, as concentracdes de NAL foram inferiores as consideradas inibitorias a
atividade metanogénica (entre 300 e 800 mg-N L), nio impactando negativamente os
rendimentos de producdo de CHa. Além disso, todos os reatores apresentaram teores de NAL
inferiores a 200 mg-N L', considerada uma concentracio segura para o desenvolvimento da
microbiota anaerdbia. Somando-se a isso, o NAL pode ter favorecido a estabilidade dos
digestores ao formar bicarbonato de amonia, agindo como um tampao do pH capaz de prevenir
a acidificagdo dos digestores (Ryue et al., 2020).

Nao foi observado impacto significativo da reducdo de NAT e NAL ao final do
tratamento da ARS pelos MCs. No entanto, os aditivos, principalmente CAG ¢ FeVZ,
promoveram maior eficiéncia de remog¢ao de matéria organica e aumentaram o PBM (Tabelas
20 e 21), sugerindo intensifica¢do da hidrolise de proteinas e, consequentemente, uma maior
disponibiliza¢do de compostos amoniacais em comparacgao ao controle. Com efeito, ¢ possivel
que o CAG tenha adsorvido NAL e que o Fe*", oriundo da corrosdo do FeVZ, tenha reagido
com NAL, produzindo Fe(OH), e NH4'. Outros estudos, como Zhang et al. (2021),
investigaram a associacdo de FeVZ e CAG na DAM (37 °C) de residuos alimentares e
reportaram a diminui¢do da concentragdo de NAL por esses mecanismos. Porém, seria
necessario um monitoramento dos valores de pH e das concentragdes de NAT durante o periodo
experimental para comprovar essa hipotese.

A maior concentragdo de NAL e de AGVs nos reatores termofilicos promoveu uma
selecdo microbioldgica de bactérias e de arqueias especializadas na degradacdo de matéria
organica em ambientes ricos em nitrogénio amoniacal, sendo um fator fundamental para a
formag¢ao de uma comunidade microbiana termofilica bem distinta da mesofilica (se¢io 6.3.4).
Ressalta-se que a cinética de metanizacdo da ARS na DAT em RSI 2,0 ocorreu de forma mais
lenta em comparag@o com a da DAM nao devido a maior concentragdo de NAL, mas sim devido
ao descompasso entre produgdo e consumo de AGVs, ja que bactérias fermentativas apresentam
metabolismo mais rapido em comparacdo as arqueias metanogénicas. Com base nesses
resultados, conclui-se que os digestores anaerdbios funcionaram em ambiente propicio a

atividade metanogénica, mas os digestores termofilicos apresentaram lentiddo e instabilidade
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na produ¢do de CH4 devido ao acimulo de produtos intermediarios (propionato, valerato e iso-

valerato) que ndo podem ser convertidos a CH4 diretamente.

6.3.4 Analise das Comunidades Microbianas

6.3.4.1 Indices de Alfa-Diversidade

Os efeitos da razao substrato indculo (RSI), da temperatura e dos aditivos sobre a
diversidade e a riqueza das comunidades microbianas foram analisados por meio dos indices
de alfa-diversidade Shannon e Chaol. Segundo Zhao ef al. (2024), quanto maior o indice Chaol
maior ¢ o numero de espécies, indicando uma comunidade microbiana com maior riqueza. Por
outro lado, quanto maior o indice Shannon maior ¢ a diversidade ¢ uniformidade de espécies.

Os indices de alfa-diversidade sao apresentados na Figura 31.

Figura 31 — Indices de alfa-diversidade (Shannon e Chaol) das comunidades

microbianas das biomassas avaliadas.
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Fonte: O autor (2025).

A temperatura promoveu alteragdes significativas na diversidade e riqueza das
comunidades microbianas. As biomassas mesofilicas (BMs) apresentaram maior diversidade
de bactérias (maior indice Shannon) e maior riqueza de espécies de bactérias e de arqueias
(maior indice Chaol) em relag@o as biomassas termofilicas (BTs), tanto em RSI 0,5 como em
RSI 2,0 (Figura 31). Em contraponto, as comunidades de arqueias termofilicas foram mais
diversas do que as mesofilicas, possuindo maior indice Shannon tanto em RSI 0,5 como em
RSI 2,0, indicando maior uniformidade de espécies (Figura 31). Esse resultado relaciona-se

diretamente com a composi¢do microbiana das biomassas avaliadas. Na DAM, Methanothrix
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foi dominante, apresentando abundancia relativa entre 88% e 92% (em RSI 0,5 e 2,0), enquanto
na DAT, na maioria das biomassas, nao houve um género dominante, pelo contrario ocorreu
uma maior diversificagdo de arqueias metanogénicas, como Methanothermobacter,
Methanosarcina, Candidatus Methanomethylicus, Methanolinea e Methanothrix, indicando
uma estratificagdo mais homogénea da comunidade arqueal termofilica.

Em comparagdo com as biomassas de controle (aquelas que realizaram o tratamento
da ARS sem a presencga de aditivos), a diversidade de bactérias nao sofreu impacto significativo
pelos aditivos, independentemente do regime de temperatura e da RSI (Figura 31). Esse
resultado também se aplica as comunidades de arqueias mesofilicas. Porém, os aditivos
elevaram a uniformidade das comunidades de arqueias termofilicas, com exceg¢ao da biomassa
aditivada com CAG em RSI 2,0. Isso ocorreu porque, nessa biomassa, o0 CAG promoveu o
dominio da arqueia metanogénica hidrogenotréfica (AMH) Methanothermobacter, a qual
correspondia a 73% da populagdo total de arqueias. Enquanto isso, os aditivos propenderam a
aumentar a riqueza das comunidades bacterianas, com excecao das BTs em RSI 2,0, sugerindo
a participagdao de mais géneros bacterianos atuantes em processos fermentativos. Os aditivos
também aumentaram a riqueza das comunidades de arqueias mesofilicas e termofilicas em RSI
0,5 e reduziram em RSI 2,0 (Figura 31).

Conclui-se que os aditivos promoveram uma selecdo e especializagao
microbioldgica de bactérias e arqueias com maior afinidade a degradacao de substrato e capazes
de suportar ambientes com maior concentracdo de matéria organica (RSI 2,0) e de produtos
intermediarios do processo anaerobio, como acidos graxos volateis (AGVs) e nitrogénio
amoniacal total (NAT), aumentando a abundancia relativa de microrganismos com capacidade

de realizar TDEI.

6.3.4.2 Estrutura da Comunidade Bacteriana

O substrato, a RSI e os regimes de temperatura provocaram modificacdes
expressivas nas estruturas das comunidades microbianas (Figuras 32 e 33). Em nivel de
dominio (Bacteria e Archaea), as BMs foram compostas majoritariamente por arqueias (entre
61% e 68%), enquanto as BTs apresentaram maior abundancia relativa de bactérias (entre 56%
e 79%). Os aditivos reforgaram esse efeito da temperatura, enriquecendo arqueias e bactérias
nas culturas mesofilicas e termofilicas, respectivamente. Esses resultados estao relacionados as
caracteristicas inerentes a DAM e a DAT. Digestores anaerobios operados em condigoes

termofilicas apresentam elevada capacidade hidrolitica-fermentativa, favorecendo a formagao
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de uma comunidade bacteriana robusta (ALMEIDA STREITWIESER, 2017). Enquanto isso,
a DAM ¢ considerada mais estavel e ideal para o crescimento de arqueias metanogénicas (Singh
et al., 2023). Por isso, as BMs apresentaram maior propor¢do de aqueia. Apesar das
comunidades bacterianas comporem uma menor fracdo das culturas mesofilicas (entre 32% e
39%), apresentaram maior riqueza de espécies (maior indice Chaol) em detrimento as
termofilicas, o que garantiu um sistema anaerobio altamente eficiente na remog¢ao de matéria
organica e produ¢ao de CHy4 (Figura 31 e Tabelas 6.2 ¢ 6.3). A composicao das comunidades
microbianas, em nivel de dominio, ¢ detalhada na Tabela 28.

Os filos bacterianos preponderantes apos o tratamento da ARS foram:
Actinobacteriota, Acidobacteriota, Armatimonadota, Chloroflexi, Desulfobacterota,
Thermotogota,  Spirochaetota,  Nitrospirota,  Synergistota, Firmicutes, TA06 ¢
Coprothermobacterota (Figura 32). As bactérias pertencentes ao filo Actinobacteriota podem
degradar polissacarideos, proteinas e celulose para produzir AGVs e desempenham um papel
fundamental na conversdao de compostos nitrogenados, promovendo o aumento do nivel de
NAT (X. Chen et al., 2024). Esse filo preponderou nas BMs, representado pelo género
Georgenia. Nas BTs, a abundancia relativa de Actinobacteriota diminuiu e ocorreu uma
diversificagdo quanto aos gé€neros taxondmicos dominantes, com a reducdo da abundancia
relativa de Georgenia e o enriquecimento de Bifidobacterium e de Corynebacterium. A RSI 2,0
elevou a presenca desse filo devido a maior atividade hidrolitica requerida para degradar uma
maior carga organica aplicada (Figura 32A).

Georgenia ¢ uma bactéria fundamental na degradacdo de proteinas que tem
abundancia relativa aumentada em sistemas de tratamento anaerdbio com elevada carga
organica e alta demanda hidrolitica de proteinas (Liang et al., 2023). Esse género foi
enriquecido na DAM em RSI 2,0, correspondendo a aproximadamente 10% da populacdo total
de bactérias nas biomassas avaliadas (Figura 32B). Os aditivos ndo apresentaram impactos
positivos ou negativos significativos na abundancia relativa desse género. Ainda nao existem
estudos que reportem a eletroatividade de Georgenia e sua participacao em TDEI mediada por
aditivos condutores. Portanto, o enriquecimento dessa bactéria foi relacionado a adaptagdo

microbioldgica para a degradagao do substrato.
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Figura 32 — Classifica¢do taxondmica da comunidade bacteriana ao nivel de Filo e

A
Género.
A. FILO
IN ! 5 Substrato/Indeulo 2,0
1004
751
504 %
25+
=
51
g o0d = [—
5}
&
'§ 100
R
<
754
g:]
504 =1
g
254
0+
Contole  Si02  CAG FeVi+ Controlc SxO” FcVZ M& FuVZ’
CAG CAG CAG
. Acidobacteriota . Caldatribacteriota . Desulfobacterota . Planctomycctota . Thermotogota
. Actinobacteriota . Caldisericota . Firmicutes . Spirochaetota . Others
Filo
. Armatimonadota . Chloroflexi . Nitrospirota . Synergistota Uneclassified
. Bacteroidota . Coprothermobacterota . Patescibacteria . TAO6
B. GENERO
IN Substrato/Inéeulo 0,5 Substrato/Indeulo 2,0
100
751
504 %
254
<
&
= !
& 0+
gk
E 100
2
<
754
g
504 =l
)
t
254
0-
IN Comrclc 5102 CAG MG FCVZ MG+ Fc\’ Z+ Conlrclc 5107 FL:VZ 1\1& FLVZ"
CAG CAG CAG CAG

. Acetomicrobium . Fervidobacterium . midas g 100305 - midas g 467 ‘.| Thermodesulfovibrio

. Anagrolinea . Georgenia . midas g 1237 . midas g 581 . Others
Género

B coprothermobacter [ JGI-0000079-D21 || midasg 156 | midas g 91974 Unelassified

B cxitispira B Mesotoga | midasg253s [ Syntrophobacter

Fonte: O autor (2025).



166

Bifidobacterium esta envolvido no metabolismo de carboidratos, produzindo
lactato e AGVs, principalmente acetato (CH3COO") (Lv et al., 2025). Enquanto isso,
Corynebacterium produz AGVs, principalmente propionato, ¢ ¢ capaz de aumentar a
fermentacdo de compostos organicos complexos em ambientes com altas concentragdes de
NAT e AGVs (Yusuf et al., 2024). Essa bactéria fermentativa tem a habilidade de assimilar
NH4*, garantindo sua sobrevivéncia em ambientes ricos em nitrogénio amoniacal, tornando-se
pilar para o bom funcionamento de digestores termofilicos (Cortez-Cervantes et al., 2024).
Devido a essa caracteristica, Corynebacterium foi mais abundante na DAT, a qual apresentou
maior teor de nitrogénio amoniacal livre (NAL) (Tabela 22). Os aditivos ndo apresentaram
efeitos significativos para Bifidobacterium, mas Corynebacterium foi favorecida pelo FeVZ e
pela Fe3Oa, os quais aumentaram a abundancia relativa desse género, na DAT em RSI 2,0, de
0,96% no controle para 1,25% e 2,60%, respectivamente.

Acidobacteriota ¢ um filo relacionado a producdo e ao consumo de AGVs
(Mortezaei et al., 2024). Conforme Sun et al. (2022b), as bactérias pertencentes a esse filo
podem secretar enzimas relacionadas com acidificagdo e degradar carboidratos para produzir
AGVs, principalmente CH3COO". Acidobacteriota apresentou maior abundancia relativa nos
ensaios realizados em RSI 0,5, sendo representados pelo género midas g 2538 na DAM e midas
g 1237 na DAT (Figura 32). A literatura carece de informacgdes sobre esses géneros, mas ambos
pertencem a classe Aminicenantia que compreende bactérias habilitadas a fermentar
carboidratos e proteinas e que podem estabelecer interagdes sintréficas com Methanothrix e
Methanosarcina ao fornecer produtos oxidados, como H> e CH3COO", para a geracao de CHy4
(Wu et al., 2022; Xiang et al., 2023).

Os aditivos, principalmente o FeVZ, enriqueceram os microrganismos desse filo,
sugerindo a participagdo de midas g 2538 e de midas g 1237 em TDEI (Figura 32B). O FeVZ
favoreceu o desenvolvimento desse filo devido atuar na producdo e na ativagdo de enzimas-
chave para os processos acidogénicos (Chen ef al., 2020). Na DAM em RSI 0,5, a abundancia
relativa de midas g 2538 aumentou de 9,51% no controle para 11,32% e 15,27% nas BMs
aditivadas com FeVZ+CAG e FeVZ, respectivamente, indicando que o aumento da
concentra¢do de ferro contribuiu para o enriquecimento desse género. A Fe3Os e sua associacao
com CAG também elevou a abundéncia desse género para 13,82% e 11,41%, respectivamente.
No ensaio termofilico (RSI 0,5), o efeito dos aditivos foi ainda mais expressivo, com destaque
para o CAG e o FeVZ. Midas g 1237 foi enriquecido de 0,13% no controle para 8,83%, 15,41%
e 20,48% nas culturas aditivadas com FeVZ+CAG, CAG e FeVZ, respectivamente. Porém, na

DAT em RSI 2,0 esse filo teve abundancia reduzida, provavelmente devido a inadequacao
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ambiental e a disputa com as outras bactérias. E possivel afirmar que os aditivos provocaram
impactos positivos aos microrganismos acidogénicos, contribuindo para a maior estabilidade
dos digestores termofilicos e, consequentemente, para elevar o rendimento de produgao de CHy
(Tabelas 19 e 20).

Armatimonadota ¢ composto por bactérias fermentativas que desempenham papel
crucial na degradagao de carboidratos (W. Zhao et al., 2024). Midas g 216 ¢ midas g 2049
foram os géneros desse filo que preponderaram na DAM e na DAT, respectivamente. A Fe3O4
foi o Unico aditivo que exerceu impacto positivo no enriquecimento dessas bactérias (Figura
32). A abundancia relativa de midas g 216 aumentou de 4,13% no controle para 11,15% na
biomassa aditivada com 2,0 gFe3;04 L™! na DAM em RSI 2,0. Por outro lado, esse 6xido de ferro
enriqueceu o género midas g 2049 de 2,83% no controle para 4,37% na DAT em RSI 0,5.

Chloroflexi ¢ um filo composto por bactérias hidroliticas amplamente relatadas em
sistemas de DA que tratam aguas residuarias e dejetos de animais (de Sousa e Silva et al., 2024).
Esse filo esta relacionado a hidrdlise de matéria organica complexa, fermentagdo de
carboidratos e proteinas, degradacdo de fragmentos bacterianos gerados por lise celular,
participam da formag¢ado de agregados microbianos e possuem elevada atividade de secrecao de
substancias poliméricas extracelulares (SPE) (Z. Chen et al., 2024). E considerado um filo de
bactérias eletroativas, como Longilinea, Bellilinea ¢ Anaerolinea, capazes de participar de
TDEI em sintrofia com arqueias metanogénicas (Ma et al., 2025). Chloroflexi foi abundante
tanto nas BMs quanto nas BTs e foi enriquecida em RSI 2,0, sugerindo aumento da atividade
hidrolitica das biomassas devido a maior carga organica aplicada nessa condi¢do. Os aditivos
elevaram a abundancia relativa de Chloroflexi, com destaque para a Fe3O4 ¢ 0 FeVZ, indicando
o estabelecimento de mecanismos de TDEI entre Chloroflexi e arqueias metanogénicas (Figura
32A). Os geéneros midas g 156 ¢ midas g 467 predominaram na DAM e o género Anaerolinea
na DAT (Figura 32B). Nao foram encontradas informacdes sobre os géneros midas g 156 ¢
midas g 467. Em conformidade com os resultados deste trabalho, Li et al. (2021b), avaliando o
efeito da nanomagnetita (10 a 20 nm) na DAM de acido acético ¢ de acido propidnico,
reportaram que 100 mgFe;04 L' enriqueceu Chloroflexi e tornou o ambiente anaerébio mais
propicio a TDEI o que elevou o consumo de AGVs, aumentou a produ¢do de CH4 e acelerou
a cinética de metanizagao do substrato.

Anaerolinea ¢ uma bactéria fermentativa responsavel pela producao de CH3COO",
H; e CO; por meio da biodegradagdo de carboidratos e proteinas (Wang et al., 2024). Exibe
alta afinidade com arqueias metanogénicas, principalmente Methanosarcina e Methanothrix,

contribuindo para a formagdo de CHy e para a estabilidade de digestores anaerdbios (Wang et
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al., 2024). Anaerolinea ¢ um exoeletrogénico que interage com endoeletrogénicos, como
bactérias redutoras de metais e arqueias metanogénicas, e participa de TDEI mediante aditivos
condutores, como antraquinona-2,6-dissulfonato (AQDS) (Xu et al., 2022), tecido de carbono
(Zeng et al., 2024) e 6xidos de ferro (J. Liu et al., 2024). Esse género prevaleceu na DAT da
ARS, principalmente em RSI 2,0, e teve abundancia relativa aumentada de 11,13% no controle
para 15,02% e 18,17% nas biomassas aditivadas com FeVZ+CAG e FeVZ, respectivamente
(Figura 32B). Além disso, Liu et al. (2024a), concluiram que essas bactérias respondem
positivamente ao aumento da carga orgadnica e que oxidos de ferro podem induzir seu
crescimento e estabelecimento de TDEI com Methanothrix em lodo granular.

Outro filo importante no tratamento anaerobio da ARS foi o Thermotogota, o qual
abrange bactérias mesofilicas, como a Mesotoga, e termofilicas, como a Fervidobacterium.
Mesotoga sdo bactérias sintroficas oxidantes de acetato (BSOA) que oxidam CH3COO™ em CO»
e H> e harmonizam suas atividades com arqueias metanogénicas hidrogenotréficas (AMHs),
como Methanobacterium e Methanolinea, no processo de TIEI via H, como mediador redox,
sustentando a producao de CH4 por meio de metanogénese hidrogenotrofica (MH) (Y. Li et al.,
2023). Fervidobacterium sao bactérias que fermentam varios substratos, como glicose,
celulose, frutose, maltose, ribose, amido e piruvato, com a produ¢dao de CH3COO", etanol, CO>
e H» (Gil-Garcia et al., 2023). Nem os aditivos e nem a RSI impactaram a abundancia relativa
de Mesotoga. Por outro lado, Fervidobacterium predominou em RSI 0,5, apresentando baixa
abundancia relativa em RSI 2,0, e foi enriquecida na presenca de Fe3O4 ¢ de FeVZ (Figura
32B).

Outro filo composto por BSOA e fundamental para a estabilidade de digestores
anaerdbios € o Spirochaetota, o qual foi representado pelo género Exilispira tanto nas BMs
quanto nas BTs. Exilispira ¢ uma BSOA que mantém relagdes sintréficas com AMHs,
principalmente Methanothermobacter e Methanobacterium (Wang et al., 2024). ARSI 2,0 e os
aditivos condutores elevaram a abundancia desse género bacteriano, principalmente o FeVZ e
0 CAG, sugerindo que essas bactérias sao capazes de se proliferarem em digestores anaerobios
operando em elevada carga organica (Figura 32B).

O filo Nitrospirota, representado pelo género mesofilico midas g 581 e pelo género
termofilico Thermodesulfovibrio, compreende bactérias fermentativas e redutoras de sulfato
que competem com as AMHs pelo H, (Hong Dao et al., 2023; Sabarikirishwaran et al., 2023).
Thermodesulfovibrio pode usar Hy, acido formico, 4cido piravico e acido lactico como doadores
de elétrons para a reducdo de sulfato. Essa bactéria contribui para a estabilidade de digestores

anaerobios termofilicos ao consumir H», favorecendo a manuten¢cdo de uma baixa pressao
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parcial de Hz e a oxidagao sintrofica de propionato e butirato. (M. Shi et al., 2024). Contudo, a
atividade de Thermodesulfovibrio pode elevar o teor de sulfeto de hidrogénio (H2S) no biogas
e também a concentracdo de CH3COO™ no meio reacional (Zhang et al., 2022). A RSI e os
aditivos ndo exerceram influéncia sobre a abundancia relativa desse filo e de seus géneros
taxonomicos (Figura 32).

Synergistota foi o filo com maior abundancia relativa em todas as biomassas, sendo
fundamental para o tratamento da ARS (Figura 32). Tal filo engloba bactérias que convertem
aminodcidos em AGVs e que sdo bactérias sintroficas oxidantes de AGVs (Zhu et al., 2022).
Além disso, sdo bactérias que participam de mecanismos de TDEI e estabelecem interagdes
sintroficas com AMHs e com arqueias metanogénicas acetoclasticas (AMAS), o que pode
acelerar a utilizacao de H/CO» e de CH3COO" para a sintese de CH4 (Hu et al., 2024). Devido
a essas caracteristicas, Synergistota é capaz de reduzir o acumulo de propionato e butirato,
promovendo, assim, a estabilidade do processo anaerdbio (Xu et al., 2024). Esse filo foi
representado pelo género mesofilico JGI-0000079-D21 e pelo género termofilico
Acetomicrobium. JGI-0000079-D21 ¢ uma bactéria funcional associada a hidrolise e a
acidificacdo e tem a capacidade de degradar propionato, butirato e 4acidos graxos de cadeia
longa (AGCL) para gerar CH3COO™ e H» (Feng ef al., 2024). Essa bactéria apresentou maior
abundancia relativa na DAM em RSI 0,5, na qual correspondeu de 23% a 29% da populagdo
total de bactérias, em detrimento a RSI 2,0, na qual representava de 10% a 14% da comunidade
bacteriana. Esse género foi enriquecido na presenga de CAG tanto em RSI 0,5 como em RSI
2,0. Como exemplo, a abundancia relativa de JGI-0000079-D21 foi elevada de 26,2% no
controle para 26,5%, 28,3% e 29,7% nas biomassas aditivadas com Fe;04+CAG, FeVZ+CAG
e CAG, respectivamente, nos ensaios em RSI 0,5 (Figura 32B). A associacao de JGI-0000079-
D2] com materiais carbonaceos, principalmente CAG, para elevar o desempenho
metanogénico, também foi observada em outros trabalhos (Yao et al., 2024; Zeng et al., 2024),
implicando que essa bactéria ¢ atuante em processos de TDEI. Enquanto isso, o género
termofilico Acetomicrobium ¢ um microrganismo fermentativo de carboidratos, como a glicose
(M. Xiao et al., 2024). Teve maior abundancia relativa na DAT em RSI 2,0 e os materiais a
base de ferro exerceram influéncia positiva sobre esse género bacteriano (Figura 32B).

Outro filo composto por bactérias sintréficas oxidantes de 4cidos organicos € o
Desulfobacterota. Esse filo de bactérias atua na redugao desassimilatoria de ferro (RDF) e
podem estabelecer interacdes sintréficas com arqueias metanogénicas (Wang et al., 2024).
Desulfobacterota foi componente das BMs tanto em RSI 0,5 quanto em RSI 2,0, em abundancia

relativa semelhante (entre 3 e 6%) (Figura 32A). O género mais proeminente foi
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Syntrophobacter, o qual ¢ composto por bactérias sintroficas oxidantes de propionato (BSOP)
e de butirato (BSOB) que disponibilizam CH3COO™ e H» para a metanogénese (Y. Xiao et al.,
2024). Além disso, sdo bactérias redutoras de sulfato (BRS) e s3o microrganismos
exoeletrogénicos capazes de estabelecer TDEI com Methanosarcina e Methanothrix (Pierangeli
et al., 2024). Os aditivos exerceram pouco efeito sobre a abundancia relativa de
Syntrophobacter, mas podem ter facilitado a TDEI, como reportado por Guo et al. (2024) e Ma
et al. (2024), que observaram relagdes mutualistica entre Syntrophobacter e arqueias
metanogénicas via materiais carbonaceos, como CAG e biocarvao.

O filo Firmicutes também foi componente fundamental das biomassas para a
degradacao anaerobia da ARS, principalmente em ambiente termofilico. Conforme Xian et al.
(2024), Firmicutes possui metabolismo versatil, incluindo hidrolise, producao de AGVs e
reducdo de metais, e sobrevive em uma variedade de condigdes adversas, como as que
envolvem aquecimento, alcaliniza¢do ou acidificacdo. Esse filo apresentou baixa abundancia
relativa nas BMs tanto em RSI 0,5 (entre 1,5% e 3,5%) como em RSI 2,0 (entre 3,0% e 5,2%).
A Fe304 enriqueceu discretamente Firmicutes na DAM (Figura 32A). Nenhum género
taxondmico desse filo foi proeminente nos ensaios mesofilicos. Enquanto isso, na DAT, o filo
Firmicutes foi enriquecido para melhorar a capacidade de hidrélise do consorcio microbiano,
apresentando abundancia relativa entre 6,5% ¢ 9,3% em RSI 0,5 e entre 10,4% e 22,3% em RSI
2,0 (Figura 32). Todos os aditivos, com exce¢do do SiO», enriqueceram esse filo, indicando
sua participagdo em TDEI, sendo que o0 CAG exerceu maior influéncia elevando a abundancia
relativa de Firmicutes de 10,5% no controle para 22,3% nas biomassas aditivadas com 2 gCAG
L' (Figura 32). Em RSI 0,5, os géneros predominantes foram midas g 91974 e
Syntrophaceticus. Ja em RSI 2,0, ocorreu uma maior diversificacdo bacteriana, abrangendo os
géneros midas g 91974, midas g 2455, Syntrophaceticus, Clostridium sensu stricto 1,
Cryptanerobacter e Syntrophothermus, todos em baixa e semelhante abundancia relativa.

Dentre esses géneros destaca-se Syntrophaceticus e Clostridium sensu stricto 1, 0s
quais devem ter participado ativamente da degradagao anaerdbia da ARS. Syntrophaceticus ¢
uma BSOA que se relaciona com Methanothermobacter e ou Methanobacterium para estimular
a via metanogénica de oxidacdo sintrofica de acetato seguida por metanogénese
hidrogenotrofica (OSA-MH), que ¢ uma rota metanogénica comum em digestores anaerobios
termofilicos (Moestedt et al., 2020). Clostridium sensu stricto 1 ¢ um género produtor de AGVs
e Ho, capaz de metabolizar diversos tipos de matérias-primas, como carboidratos, proteinas e
lipideos (Yang; Wang, 2021). E uma bactéria comum na degradagdo anaerdbia de residuos de

suinocultura, como ARS e dejeto suino (Wang et al., 2024). Além disso, esses microrganismos
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sd30 homoacetogénicos, redutores de ferro (Fe*") e participam de TDEI via aditivos condutores,
como FeVZ, biocarvao, polianilina condutora (PANI), tendo Methanothrix e Methanosarcina
como principais parceiros de TDEI (Pan et al., 2021; Si et al., 2015).

TA06 é um filo termofilico composto por microrganismos fermentativos (Ma et al.,
2019; Saghati et al., 2017). O género midas g 100305 foi o mais abundante. Na DAT em RSI
0,5, TA06 compreendeu de 13% a 22% da populagdo total de bactérias. Com o aumento da RSI
para 2,0, a abundancia relativa de 7406 foi extremamente reduzida, sugerindo que ambientes
com elevada carga organica, alta concentracdo de AGVs e de nitrogénio amoniacal ndo sdo
favoraveis para o metabolismo das bactérias pertencentes a esse filo (Figura 32B). 7406 foi
enriquecido de 20,6% no controle para 22,3%, 22,6% e 22,7% nas biomassas aditivadas com
CAG, FeVZ+CAG e Fe;04+CAG, respectivamente. Embora informagdes sobre esse filo sejam
escassas na literatura, Xu et al. (2023) também relataram que o CAG pode elevar a abundancia
de TA06, influenciando positivamente a fermenta¢do da matéria organica.

Outro filo termofilico importante na DAT de residuos organicos ¢ o
Coprothermobacterota, sendo o género Coprothermobacter o mais proeminente. Essas
bactérias sdo estritamente anaerdbias, termofilicas, proteoliticas, produtoras de CH3;COO", Hz e
CO2, sao BSOA e sao capazes de estabelecer TDEI via aditivos condutores (W. Li et al., 2023).
Devido a essas caracteristicas podem manter interacdes sintroficas promotoras de crescimento
com AMAs e AMHs, sendo Methanothermobacter seu principal parceiro (Deligiannis ef al.,
2024). Com efeito, Coprothermobacter ¢ fundamental para a ocorréncia da via metabdlica
OSA-MH, que ¢ uma rota favorecida em digestores termofilicos (Y. Chen et al., 2023).
Coprothermobacterota apresentou baixa abundancia em RSI 0,5, mas foi enriquecido em RSI
2,0, representando de 9% a 26% da populagdo total de bactérias nas BTs (Figura 32A). Esse
resultado coincidiu com a redugdo da abundancia de 7406 em RSI 2,0, sugerindo que ambos
os filos desempenham papel semelhante na degradacdo da matéria organica, mas
Coprothermobacterota prevalece em ambientes com maior carga organica e maior teor de
NAT. A abundancia relativa de Coprothermobacter foi elevada na presenga dos aditivos,
passando de 9,5% no controle para 12,4%, 13,6% e 16,8% nas biomassas que receberam CAG,
FeVZ, e Fe304, nessa ordem. Entretanto, ndo foi observado efeito positivos das associagdes
(FeVZ+CAG e Fe304+CAG), implicando que uma maior dose por material seja fundamental
para enriquecer essas bactérias. Além disso, as combinagdes entre materiais favoreceram a

outros microrganismos, como os pertencentes ao filo Synergistota (Figura 32B).
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6.3.4.3 Estrutura da Comunidade Arqueal

A comunidade arqueal mesofilica foi composta por Methanothrix, Methanolinea e
Methanobacterium, sendo os dois primeiros géneros pertencentes ao filo Halobacterota e o
terceiro ao filo Euryarchaeota. Enquanto isso, na comunidade arqueal termofilica ocorreu uma
maior diversificagdo de géneros, preponderando Methanothermobacter e Methanobacterium do
filo Euryarchaeota, Methanolinea, Methanothrix ¢ Methanosarcina do filo Halobacterota e
Candidatus Methanomethylicus do filo Crenarchaeota (Figura 33A). O regime de temperatura
aplicado aos digestores anaerobios também alterou a comunidade de arqueias em nivel
taxonomico de espécies. Nesse sentido, Methanothrix soehngenii, midas s 4938 pertencente ao
género Methanolinea e Methanobacterium beijingense prevaleceram na DAM, enquanto midas
s 98390 pertencente ao género Methanothrix, Methanolinea tarda e Methanosarcina
thermophila preponderaram na DAT. As espécies taxondmicas de Methanothermobacter e
Candidatus Methanomethylicus ndo foram classificadas pelo banco de dados MIDAS.

Methanothrix ¢ uma arqueia acetoclastica incapaz de utilizar H, na redugdo de CO»
a CH4, mas ¢ apta a direcionar elétrons aceitos via TDEI para essa finalidade (Rotaru et al.,
2014). Enquanto isso, Methanosarcina ¢ um metanogénico mixotrofico (acetoclastico,
hidrogenotrofico e metilotrofico) que pode utilizar CH3COOQO", metanol, metilaminas, Ho/CO; e
monodxido de carbono (CO) para gerar CH4 (Yang Li et al., 2024). Methanolinea e
Methanobacterium sdo arqueias metanogénicas hidrogenotréficas que podem capturar elétrons
diretamente do ambiente externo ou de meios condutores para sintetizar CH4 (Song et al., 2023;
Wang et al., 2020). Methanothermobacter ¢ uma arqueia metanogénica termofilica
hidrogenotrofica que cresce de forma ideal em temperaturas entre 55 °C e 65 °C e suporta
ambientes ricos em NAT (Lin et al., 2024). Ja o género Candidatus Methanomethylicus ¢
composto por arqueias metanogé€nicas metilotréficas (AMMs), as quais s3o adaptadas a

ambientes com alto teor de NH4" (Tirapanampai et al., 2022).
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Figura 33 — Classificacdo taxondmica da comunidade arqueal ao nivel de Filo e
Género.
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A RSI e os aditivos ndo exerceram impacto significativo na estrutura da
comunidade de arqueias mesofilicas (Figura 33). No entanto, os aditivos viabilizaram TDEI
entre bactérias fermentativas e arqueias metanogénicas, exercendo efeitos positivos sobre a
DAM da ARS (Tabelas 19 e 20). Methanothrix dominou as BMs com 88% a 92% de
abundancia relativa, seguido por Methanobacterium com 5% a 8% e Methanolinea com 1% a
4%. Na DAM, os potenciais parceiros de TDEI das arqueias Methanothrix foram as bactérias
fermentativas: midas g 2538 (Acidobacteriota) via FeVZ, Fe;04, CAG e as associagoes, midas
g 216 (Armatimonadota) mediante Fe3Oa, midas g 156 (Chloroflexi) por meio de Fe3O4 e FeVZ
e Syntrophobacter (Desulfobacterota) e JGI-0000079-D21 (Synergistota) por intermédio de
CAG. Enquanto isso, as bactérias Exilispira (Spirochaetota) e Mesotoga (Thermotogota)
devem ter estabelecido sintrofia com Methanobacterium e Methanolinea pela disponibilizagdao
de H» a partir da OSA. Os principais resultados obtidos pela inser¢do dos aditivos na DAM da
ARS quanto aos mecanismos de transferéncia de elétrons e os microrganismos envolvidos

nesses processos sao resumidos na Figura 34 ¢ na Tabela 23.

Figura 34 — Interagdes sintréficas de degradagdo de matéria organica, de produgdo de
metano e de transferéncia extracelular de elétrons estimuladas pelos aditivos condutores na
digestdao anaerobia mesofilica da agua residuaria de suinocultura.

Bactérias Sintréficas Oxidantes de
Propionato (BSOP) e butirato (BSOB)
JGi - 0000079-D21 - Synergistota
Syntrophobacter - Desulfobacterota

co, ®
D Butirato 2

COMPOSTOS CH, P Propionato )’c

ORGANICOS
\ (TDEI via /4 d \ /
Fe,0,) CH, R
Lo = >

Bactérias
Fermentativas Metanogénese
Midas g 216 - Armatimonadota; Acetoclastica
Methanothrix

Midos g 156 - Chloroflexi

ORGANICOS /

OXIDADOS

COMPOSTOS

/ ORGANICOS

Bactérias
Fermentativas
Midas g 2538 - Acidobacteriota
midas g 156 - Chlorofiexi

- ORGANICOS
H2via ~ OXIDADOS
Fevz,/ REDUGAO DE €Oz .

1

(TDEI via FeVZ) -’._.‘
& 3

Acetato
* Bactérias Sintréficas

Metanogénese - Oxidantes de Acetato (BSOA)
" H, ®&
» Hidrogenotroéfica M/ Mesotoga - Thermotogota
Legenda: TDEI - Transferéncia Direta '\? » Methanolinea - » co, Exilispira - Spirochaetota

de Elétrons Interespécies CH, Methanobacterium

Fonte: O autor (2025).



175

Tabela 23 — Compilacdo dos resultados obtidos nos testes de PBM sobre a influéncia do CAG,
do FeVZ, da Fe304 e das associacdes Fe304+CAG e FeVZ+CAG na digestdo anaerdbia
mesofilica (DAM) da 4dgua residuaria de suinocultura (ARS).

Aditivos

Digestdo Anaerdbia Mesofilica (DAM)

Principais resultados sobre eficiéncia e cinética

Microrganismos Enriquecidos

Fe304

Aperfeigoou o processo anaerdbio em RSI 0,5, elevando em
7,2%, 8,1%, 2,0% 24,2% e 33,1% o PBM, Y, teor de CH4
no biogas, k e u, nessa ordem. Em RSI 2,0, ndo apresentou
impactos positivos consideraveis.

CAG

Em RSI0,5, a capacidade de adsorcéo desse material parece
ter superado o efeito como aditivo condutor,
indisponibilizando matéria organica e, com efeito,
reduzindo a sintese de CH4. Apesar disso, promoveu
excelente desempenho cinético dos digestores, aumentando
k e p. Em RSI 2,0, foi o aditivo que mais beneficiou o
processo, aumentando em 11,0%, 8,6%, 10,2% e 26,3% o
PBM, Y, k e p, nessa ordem.

FeVZ

Foi o aditivo que mais potencializou a producdo de CHa.
Sua aplicacdo retornou melhor desempenho em RSI 0,5, na
qual acresceu ao controle 19,4%, 20,1%, 22,1%, 17,6%,
40,5% o PBM, Y, teor de CHs; no biogas, k ¢ p,
respetivamente. Gerou um biogas com 100% de CHa.

Fe3;044+CAG

Essa combinagdo de aditivos aperfeigoou o processo
anaerdbio, mas os resultados foram abaixo do esperado.
Entende-se que a menor dose por aditivo (1 g L)
enfraqueceu o efeito benéfico sobre o processo anaerdbio
realizado por uma biomassa com elevada atividade
metanogénica especifica. Os melhores resultados foram
obtidos em RSI 0,5 (aumento de 2,2%, 3,0%, 35,3% ¢
38,3% em PBM, teor de CHa, k e 1, nessa ordem), indicando
que para uma maior carga aplicada seria necessaria uma
maior dose de aditivos para a obten¢do de impactos mais
eXpressivos.

FeVZ+CAG

Essa associacdo mostrou-se uma excelente estratégia para
impulsionar o processo anaerobio, combinando a
capacidade do FeVZ de elevar a sintese de CH4 via liberagdo
de H, e ativacdo de enzimas-chave da acidogénese e
metanogénese, com o melhoramento cinético ocasionado
pelo CAG. Obteve melhor resultado do que a combinagio
Fe;04+CAG, mas de forma semelhante seus efeitos foram
mais expressivos em RSI 0,5. Assim, em RSI 0,5, o PBM,
Y, teor de CHy, k e p foram elevados em 11,7%, 9,9%,
22,1%, 24,1% ¢ 38,6%, nessa sequéncia.

Potenciais parceiros de TDEI
das arqueias Methanothrix:
midas g 2538 via FeVZ ¢ CAG,
midas g 216 mediante Fe;Oq,
midas g 156 por meio de Fe;04
e FeVZ e Syntrophobacter e
JGI-0000079-D21 por
intermédio de CAG.

Microrganismos participantes
da oxidacao sintréfica de
acetato seguida de
metanogénese
hidrogenotrofica: Exilispira,
Mesotoga, Methanobacterium e
Methanolinea.

Principal bactéria funcional
fermentativa: Georgenia.

Legenda: * Os resultados em porcentagem sao referentes ao aumento percentual do parametro em relagdo ao reator
controle. PBM: potencial bioquimico de metano; ER: eficiéncia de remog¢ao de matéria organica; Y: rendimento
de produgdo de metano por DQO removida; CHa: teor de metano no biogas; A: tempo de fase lag; k: velocidade de

producdo de metano; p: taxa maxima de producido de metano.
Fonte: O autor (2025).
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Na DAT, a abundancia relativa de Methanothrix foi reduzida para a faixa de 8% a
40% em RSI 0,5 e para 9% a 25% em RSI 2,0. Isso ocorreu devido as caracteristicas inerentes
aos digestores termofilicos, como altos teores de 4acido acético e de NAT, os quais tendem a
acumular devido as elevadas taxas de fermentacdo de carboidratos e proteinas. Apesar de
Methanothrix ter alta afinidade por CH3COO, essa arqueia prevalece em ambientes com baixas
concentragdes desse acido, pois ¢ extremamente sensivel ao acamulo de AGVs, além de nao
suportar ambientes ricos em NAT (Peng ef al., 2024). Enquanto isso, Methanosarcina possui
alta taxa de crescimento especifico e capacidade de formar aglomerados celulares espessos que
conferem maior resisténcia contra inibidores metanogénicos, como o NAT, e consegue
degradar o 4cido acético mesmo em ambientes com elevados teores desse acido organico
(Andriamanohiarisoamanana et al., 2024). Essas caracteristicas da Methanosarcina justificam
seu enriquecimento na DAT, compreendendo de 5% a 26% do total de arqueias nas BTs em
RSI 2,0, condi¢do que apresentou maior concentracdo de NAL e AGVs devido a maior carga
organica aplicada (Tabelas 21 e 22). Methanosarcina foi enriquecida pelos aditivos em RSI
0,5, mas em RSI 2,0 ndo foram observados efeitos positivos desses materiais sobre a abundancia
dessa arqueia. Enquanto isso, Methanothrix foi beneficiada pelos materiais a base de ferro nas
duas RSI avaliadas (Figura 33B).

O maior teor de NAL na DAT estd associado ao estimulo a metanogénese
metilotrofica devido favorecer o enriquecimento de AMMs, como a Candidatus
Methanomethylicus. Conforme Beraud-Martinez et al. (2024), as AMMs sdo capazes de resistir
ao estresse osmotico relacionado a presenca de NAL por meio de captagdo de soluto e potassio
(K™, o que gera uma vantagem sobre AMAs. Aliado a isso, a ARS ¢ rica em precursores de
metilaminas, como colina, glicina e betaina, advindas da fermentacao de proteinas presentes na
racdo e na suplementagdo vitaminica, como vitaminas do complexo B, dos suinos (King, 1984;
Lourinho et al., 2020; Mahmood et al., 2020).

As AMHs (Methanothermobacter e Methanolinea) e a AMM (Candidatus
Methanomethylicus) foram as mais favorecidas na DAT (Figura 33B). Methanolinea
predominou em RSI 0,5, com abundancia na faixa de 20% a 48%. Por outro lado,
Methanothermobacter prevaleceu em RSI 2,0, correspondendo de 34% a 73% do total de
arqueias. Candidatus Methanomethylicus compds as BTs em 6% a 20%, mas apresentou maior
abundancia em RSI 0,5. Methanothermobacter foi enriquecida por FeVZ, Fe;Os e CAG,
enquanto Methanolinea e Candidatus Methanomethylicus foram beneficiadas principalmente

por CAG (Figura 33B). Esses resultados apontam para a participagdo desses microrganismos
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em TDEI associados com bactérias fermentativas, o que ja foi evidenciado por outros trabalhos,
como Chen et al. (2023b), Lee et al. (2016), Shi et al., (2024b) e Zheng et al. (2022).

Nota-se que os aditivos exerceram papéis individuais e sinérgicos no aumento dos
rendimentos de CH4 e na estabilidade do sistema termofilico (Tabelas 19 e 20). O FeVZ
enriqueceu bactérias fermentativas e AMHs e AMAs, fortalecendo a produgao de CH4 via MH,
OSA-MH e reducao de CO; a CHs via TDEIL Enquanto isso, o CAG forneceu ambiente
adequado para o crescimento microbiano, protegendo os microrganismos do NAT, reduzindo
os efeitos negativos desse inibidor as arqueias metanogénicas, e enriqueceu AMHs e AMMs
estimulando a TDEI. A Fe3O4 enriqueceu arqueias metanogénicas e favoreceu o
estabelecimento de TDEI. Com base nos resultados, conclui-se que a DAM foi dominada por
AMAs, enquanto a DAT por AMHs, sugerindo a modificagdo da rota principal de producdo de
CH4 de metanogénese acetoclastica (MA) na DAM para MH e OSA-MH na DAT.

Em condicdes termofilicas, os provéaveis parceiros de TDEI das arqueias
metanogénicas foram as bactérias fermentativas: Corynebacterium (Actinobacteriota),
Fervidobacterium (Thermotogota) € Acetomicrobium (Synergistota) com auxilio de FeVZ e
Fes04, midas g 1237 (Acidobacteriota) via FeVZ e CAG, midas g 2049 (Armatimonadota)
mediante Fe3Os, Anaerolinea (Chloroflexi) por meio de FeVZ, midas g 100305 (TA06) por
intermédio de CAG e Coprothermobacter (Coprothermobacterota) com assisténcia de CAG,
Fe3sO4 e FeVZ. Enquanto isso, as BSOA Exilispira (Spirochaetota), Syntrophaceticus
(Firmicutes) e Coprothermobacter devem ter estabelecido sintrofia com Methanothermobacter,
Methanolinea e Methanosarcina, favorecendo a rota metanogénica do OSA-MH. Ressalta-se a
interacdo entre Thermodesulfovibrio com AMAs ao disponibilizar CH3COO™ com o consumo
de organicos para reducdo de sulfato. As principais interacdes sintroficas estimuladas pelos

aditivos condutores na DAT da ARS sdo apresentadas na Figura 35 e na Tabela 24.
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Figura 35 — Interagdes sintroficas de degradagdo de matéria organica, de producdo de
metano e de transferéncia extracelular de elétrons estimuladas pelos aditivos condutores na
digestdo anaerobia termofilica da 4gua residudria de suinocultura.
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- \ : - N Syntrophaceticus - Firmicutes
»{ €/ < =0 CO;  copromn b - Coprothermobacterota
CHy ,H..

Fonte: O autor (2025).
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Tabela 24 — Compilacdo dos resultados obtidos nos testes de PBM sobre a influéncia do CAG,
do FeVZ, da Fe304 e das associacdes Fe304+CAG e FeVZ+CAG na digestdo anaerdbia
termofilica (DAT) da 4dgua residudria de suinocultura (ARS).

Digestido Anaerobia Termofilica (DAT)

Aditivos Principais resultados sobre eficiéncia e cinética Microrganismos Enriquecidos
Esse aditivo apresentou melhor performance na DAT em
detrimento a DAM. Isso pode estar relacionado com sua
capacidade de enriquecer bactérias e arqueias termofilicas,
como Fervidobacterium, Acetomicrobium e
Fe304 Methanothermobacter. Em RSI1 0,5, elevou o PBM (10,6%),
Y: (11,5%), teor de CHs4 (6,6%), k (7,4%) e p (28,0%). O . )
impacto foi ainda mais positivo em RSI 2,0, aumentando em l:lotencmls.parceltros d? TDEI
32,2%, 30,1%, 1,9% e 38,9% o PBM, Y}, teor de CHse 0 arg“e'asg“‘f anogenicas:
U, nessa ordem, e reduzindo o T80 de 14,1 para 13,5 dias. oryne acter.mm,
; -~ — : - Fervidobacterium e
Sua capacidade de adsorver matéria organica, nitrogénio . ; 1
. . 1 Acetomicrobium com auxilio de
amoniacal ¢ AGVs beneficiou o processo anaerobio tanto ) 3
. FeVZ ¢ Fe;04, midas g 1237 via
em RSI 0,5 quanto em RSI 2,0. Enriqueceu o filo TA06 e )
. . o FeVZ e CAG, midas g 2049
CAG outros microrganismos funcionais da DAT. Em RSI 0,5, diante FexOu. A i
elevou 0 PBM (8,4%), Y (5,6%), teor de CHy (5,5%), k ' cciante veslhs, Anaeroinea
0 " . A . . por meio de FeVZ, midas g
(7,7%) e o 1 (28,0%). O impacto foi ainda mais positivo em 100305 ntermédio de CAG
RSI 2,0, aumentando em 17,7%, 13,7%, 0,8% e em 12,1% por Interiedio de
A e Coprothermobacter com
o PBM, Y|, teor de CHy4 e p, nessa sequéncia. S
- ; p p assisténcia de CAG, Fe;O4 ¢
Foi o material condutor que mais aumentou os rendimentos FeVZ
de produgdo de CHs. Em RSI 0,5, aumentou o PBM ’
0 0 0 V)
(%2,6 %), Y1 (23,6%), teor de CH4 (20,0%), e o p (35,5%). Microrganismos participantes
FeVZ Ja em RSI 2,0, o PBM, o Y}, teor de CHs ¢ o p foram da oxidacdo sintrofica de
acrescidos em 24,6%, 28,7%, 4,0% e 17,1%, .
. D acetato seguida de
respectivamente. Contudo, esse aditivo aumentou o T80, o
. .. O metanogénese
provavelmente devido a uma adaptag@o microbioldgica das . . S
. o hidrogenotréfica: Exilispira,
biomassas ao aditivo. Sontrophaceticus
Em RSI 0,5, o efeito dessa combinag¢do de aditivos foi Virop ’

. Coprothermobacter,
pouco expressivo. Entretanto, em RSI 2,0, retornou a Methanothermobacter
melhor performance dos digestores anaerobios. A Fes3Os . ’

. . Methanolinea e
deve ter atuado no favorecimento a TDEI, enquanto o CAG ;
Fe;04+CAG ~ . . - o Methanosarcina.
na retengdo de microrganismos, adsorcdo de nitrogénio
1 o
amoniacal ¢ AGVs. Em RSI 2,9, ele_vou 0 PBM (33,3%), o Bactéria Redutora de Sulfato
Y (28,4%) e o u (37,4%). Além disso, reduziu o T80 de . .
. . (consumidora de H3):
14,1 dias para 13,5 dias. o
. — — . Thermodesulfovibrio.
Seu efeito positivo foi mais expressivo na DAT do que na
DAM. Elevou a performance dos digestores anaerobios,
FeVZACAG principalmente em RSI 2,0, na qual o PBM (26,7%), Y

(24,4%), teor de CHs (1,0%) ¢ o p (33,2%) foram
aumentados. Nesse cenario, o T80 foi reduzido de 14,1 dias
para 12,6 dias.

Legenda: * Os resultados em porcentagem sao referentes ao aumento percentual do parametro em relagdo ao reator
controle. PBM: potencial bioquimico de metano; ER: eficiéncia de remogdo de matéria organica; Y: rendimento
de produgdo de metano por DQO removida; CHa: teor de metano no biogas; A: tempo de fase lag; k: velocidade de
producdo de metano; p: taxa maxima de producgdo de metano.
Fonte: O autor (2025).
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6.3.5 Efeito do Aditivo Nao Condutor

O didxido de silicio (SiO») apresentou um efeito mais discreto no enriquecimento
de bactérias e arqueias importantes para o tratamento anaerdébio da ARS em comparagdo com
os aditivos condutores. Apesar desse material ter aumentado, em alguns cendrios, a abundancia
relativa de arqueias metanogénicas, como  Methanothermobacter, Candidatus
Methanomethylicus e Methanothrix, e de algumas bactérias fermentativas, como Georgenia,
midas g 1237, Anaerolinea e Coprothermobacter, isso ndo gerou uma melhoria expressiva no
processo anaerdbio, sendo que os rendimentos de producdo de CH4 e os parametros cinéticos
dos digestores aditivados com SiO; foram semelhantes (estatisticamente sem diferenca
significativa) ou discretamente superiores aos controles (Tabela 19 e Tabela 20).

Além disso, em alguns cenarios, o SiO; atrasou a sintese de CH4, elevando o tempo
de digestdo técnica (T80). Na DAM em RSI 2,0, o T80 foi aumentado de 5,7 + 0,2 dias no
controle para 6,4 + 0,5 dias pela aplica¢dao desse material. Enquanto isso, na DAT em RSI 2,0,
o T80 foi elevado de 14,1 £ 0,2 dias no controle para 17,3 + 0,4 dias nos digestores com SiO».
Logo, por mais que o SiO; atue como um niicleo de agregagao de microrganismos, os resultados
sugerem que esse aditivo pode ocasionar inicialmente prejuizos a biomassa, como o
rompimento celular por atrito. Assim, os microrganismos precisariam de um tempo maior para
se adaptarem ao aditivo, como, por exemplo, pela secrecdo de substancias poliméricas
extracelulares (SPE) visando a aumentar a resisténcia de cisalhamento do granulo.

Nesse contexto, Altamirano-Corona et al. (2021), investigando o impacto da
aplicagdo de CAG, Fe3O4 e biocarvao na DA de residuos alimentares em experimentos
conduzidos em reatores batelada, utilizaram o SiO» como um aditivo de controle. Os autores
reportaram que o SiO; teve pouco efeito no aumento da produgdo de CHy, elevando em 4,1% o
PBM (475,2 NLcns kgSV™! no controle para 494,8 NLcus kgSV™). Enquanto isso, 100 mg L!
de Fe304 apresentou o melhor resultado, aumentando o PBM para 618,3 NLcua kgSV!, o que
correspondia a 30,1% mais CHs4 do que o controle. Liu et al. (2012a), também relataram que
esferas de vidro com diametros entre 0,1 e 1,5 mm ndo foram capazes de estimular a TDEI entre
co-culturas de Geobacter metallireducens e Geobacter sulfurreducens, mas favoreceram a
formacao de biofilmes. Portanto, o SiO2, um material com baixa condutividade elétrica, nao
intermediou TDEI, mas pode ter atuado como um nucleo de agregacao microbiana contribuindo
para a formacao biogranulos e, consequentemente, facilitado a TIEI por difusao dos carreadores
externos de elétrons devido a aproximacdo dos microrganismos anaerdbios, justificando a

timida melhoria das variaveis resposta do teste de PBM (Tabelas 19 e 20).
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6.4 Conclusao

Este trabalho avaliou a influéncia da aplicagdo de carvao ativado granular (CAG),
ferro de valéncia zero (FeVZ) e nanomagnetita (Fe;O4) na digestdo anaerdbia mesofilica
(DAM) e termofilica (DAT) da dgua residuéria de suinocultura (ARS) em condi¢des de baixa
e de elevada carga organica, regulada pelo parametro razao substrato inoculo (RSI). Conclui-
se que a performance dos digestores foi aperfeigoada pela aplicacao dos aditivos condutores de
elétrons, os quais estimularam a transferéncia direta de elétrons interespécies (TDEI),
aceleraram a cinética de metaniza¢do e aumentaram a producao de metano (CH4). Em todas as
condigdes avaliadas, a DAM foi mais eficiente do que a DAT, apontando para a necessidade de
mais estudos que visem otimizar o tratamento da ARS em condi¢des termofilicas.

Na DAM em RSI 0,5, o CAG apresentou maior &xito em otimizar a cinética de
metanizagdo, elevando em 29,9% a velocidade de producao de CH4 (k) e reduzindo o tempo de
digestdo técnica (T80) em 15,9%. Enquanto isso, o FeVZ foi o material que mais aumentou o
potencial bioquimico de metano (PBM, +19,4%), a taxa maxima de produ¢do de metano (u, +
40,5%) e o teor de CH4 no biogas (+22,1%). Em RSI 2,0, o CAG destacou-se dentre os demais
materiais, promovendo acréscimos de 11%, 10,2% e 26,3% no PBM, k e p, respectivamente,
além de reduzir o T80 em 7,0%. Methanothrix soehngenii, uma arqueia metanogénica
acetoclastica (AMA), dominou a metanogénese em condigdes mesofilicas e pode ter
estabelecido relagdes sintroficas de TDEI com bactérias fermentativas, como midas g 2538,
midas g 216, midas g 156, Syntrophobacter ¢ JGI-0000079-D21, via auxilio de aditivos.

Nos ensaios termofilicos em RSI 0,5, o FeVZ aumentou o PBM, o rendimento de
producao (Y1), o teor de CHs € o p em 22,6%, 23,6%, 20,0% e 35,5%, nessa ordem. Por outro
lado, 0 CAG e as combinagdes propiciaram melhor desempenho cinético. Na DAT em RSI 2,0,
a Fe304, 0 FeVZ e as combinagdes Fe;04+CAG e FeVZ+CAG obtiveram melhor desempenho.
A Fes0q4, por exemplo, elevou o PBM (+32,2%), o Y1 (+30,1%), o teor de CH4 (+1,9%), o n
(+38,9%) e reduziu o T80 em 4,3%. A comunidade arqueal termofilica foi mais diversificada,
preponderando Methanothermobacter, Methanobacterium, Methanolinea, Methanothrix,
Methanosarcina e Candidatus Methanomethylicus, sendo seus provaveis parceiros de TDEI
géneros bacterianos: Corynebacterium, Fervidobacterium, Acetomicrobium, midas g 1237,
midas g 2049, Anaerolinea, midas g 100305 e Coprothermobacter. Com efeito, conclui-se que
a DAM foi dominada por AMAs, enquanto a DAT por arqueias metanogénicas
hidrogenotroficas (AMHs), sugerindo a modificacdo da rota principal de producao de CH4 de

metanogénese acetoclastica na DAM para metanogénese hidrogenotrofica na DAT.
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6.5 Material Suplementar

O teste de Atividade Metanogénica Especifica (AME) foi conduzido em frascos de
vidro com 110 mL de volume total, sendo 50 mL de volume reacional e 60 mL de headspace.
O teste foi realizado sob regime de batelada com um tempo experimental de 14 dias. A
elaboragao do meio basal, a preparacao dos reatores e as condigdes operacionais (temperatura
e agitacdo) do teste de AME foram semelhantes as empregadas no teste de PBM. A RSI foi de
0,50 = 0,01 gDQO-gSSV™! (2 gDQO L de glicose como fonte de carbono e 4 gSSV L de
indculo). O experimento foi realizado em triplicata para cada indculo avaliado (LC, LM e LT),
totalizando 9 reatores. A AME foi obtida pela razdo entre taxa maxima de producdo de CH4
(1), obtida algebricamente no intervalo de maior inclinagao da curva cumulativa de metano
(CCM), e a massa de lodo utilizada no teste (Longaretti e al., 2019). Os valores de AME foram

calculados conforme Equacdes 6.S1 a 6.S3.

av

p="= Eq. 6.81

AME = J1 Eq. 6.2
VR Cssy

fr= R-(273+T) Eq. 6.53

Onde:

u: taxa maxima de produgdo de metano (Nrcus d!); AME é atividade metanogénica especifica
(gDQOcHs gSSV! d); f(T) é o fator de correg¢io para uma temperatura de operagio do reator
(gDQOcHs NLcua); VR é 0 volume de reacdo (L); Cssv é a concentracdo de solidos no reator
(gSSV L); P é a pressdo atmosférica (1 atm); Kpgo ¢ DQO correspondente a 1 mol de CHy
(64 gDQO mol™!); R ¢ a constante de gas (0,08206 atm L mol™! K!) e T é a temperatura de

operacao do reator (°C).
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Tabela 25 — Equacdes dos rendimentos de remoc¢do de matéria organica, de producdo de

metano e formulas dos modelos matematicos de producao.

Rendimentos
DQOgrgmoviDa
ER = ——F— Eq. 6.54
DQOAslé?)DA. a
CH4
Y1 = Eq. 6.S5
7~ DQOkgmovina a
CH4
Y2 =— Eq. 6.S6
CH‘;/ DQO?/PICADA. d
YR — CH4R CHA4AC Eq 6.87
MMC.
Modelo de Primeira Ordem-Exponencial
M, = M[1— exp(—kt)] Eq. 6.8
Modelo de Gompertz Modificado
e
M, = Mexp {—exp [Mﬁ Q-0+ 1]} Eq. 6.S9
Modelo Logistico
u M
t= - Eq.6.810
1+exp [—4 ”(1)\;1 £) + 2] q
Modelo Transference
t—2
M, = M{l —exp [—”( - )]} Eq. 6.511

Legenda: ER: eficiéncia de remog¢do; DQOremovina: massa de DQO removida do sistema; DQOapricapa: massa
de DQO total aplicada ao reator; DQOcps: massa de DQO removida por produgdo de metano; Y;: rendimento de
producdo de metano por DQO removida; Y,: rendimento de producdo de metano por DQO aplicada; Vcrar:
volume de CHy4 produzido nos reatores com aditivos; Vcuac: volume de CH, produzido nos reatores controle (sem
aditivos); Mwmc: massa de material condutor adicionada; Yr: rendimento de producdo de CH4 por massa de aditivo
adicionada; M metano acumulado; M: volume total de metano gerado; k: constante de velocidade produgéo de
metano de primeira-ordem; t: tempo de digestdo; e: nimero de Euler; A: tempo da fase /ag; p: taxa méaxima de

produgdo de metano.
Fonte: O autor (2025).
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Zi(yi,exp - Yi,est)2

R?=1- Eq. 4.S12
Zi(yi,exp_ }7)2 q

z:i(Yi,exp_ Yi,est)2

NRMSE = B =100 Eq. 4.S13
(Ymax_ Ymin)

AIC =N -in(3) + 2k Eq.4.S14
N q. 4.

Onde:

R? ¢ o valor do coeficiente de determinacdo (adimensional); Yi,exp é o valor dos dados
experimentais; Yi,est é o valor estimado pelo modelo; Y é a média dos dados experimentais;
NRMSE ¢ um erro quadratico médio (adimensional); n ¢ o nimero de pontos de dados
experimentais (observagdes); Ymax e Ymin sdo os valores maximo e minimo observados para
a varidvel resposta avaliada, respectivamente; AIC ¢é o Critério de Informacdo de Akaike
(adimensional); N ¢ o numero de observacdes de dados experimentais; SS € a soma quadrada

dos residuos e k ¢ o nimero de parametros do modelo.

VCH4- = CH4'Pman'K Eq 4815
— VHP "TRef Eq. 4.516
PRef *TTest o
PBM = Zctsr~Vchac Eq. 4.817
Mssy
Onde:

Vcua € o volume de CH4 gerado (mLcn4); CHy4 € a porcentagem de metano no biogas; Pman € a
pressao registrada pelo mandmetro (mbar); K ¢é o fator de conversao (mLcus mbar); Viup é 0
volume de headspace do reator (mL); Trer € a temperatura de referéncia (273 K); Prer € a pressao
de referéncia (1 atm = 1013,25 mbar) e Trst € a temperatura de teste em Kelvin (K); PBM ¢ a
producio bioquimica de metano (NLcus kgSSV™); Venar € 0 volume total de metano produzido
no reator de trabalho (NLcn4); Vchac € o volume total de metano produzido no reator de controle

endogeno (NLcha), € Mssv € a massa de solidos no reator de trabalho (kgSSV).
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Tabela 26 — Pardmetros utilizados para comparar os resultados do ajuste cinético realizado pela
aplicacdo de diferentes modelos matemadticos nos ensaios de PBM em RSI 0,5.
Ensaios Mesofilicos

Modelo Parimetros CR SiO; Fe304 CAG FeVZ Fe;O4+  FeVZ+
Primeira R? 0,993 0,991 0,991 0,988 0,992 0,984 0,987
Ordem NRMSE 2,53 2,73 2,68 3,08 2,64 3,55 3,19
Exponencial AIC 46,89 50,02 50,48 52,29 53,10 57,03 56,20
Gompertz R? 0,972 0,966 0,968 0,964 0,970 0,957 0,963
Modificado NRMSE 4,96 5,37 5,08 5,31 5,00 5,78 5,45
AIC 67,75 70,92 70,37 69,52 72,96 72,66 73,47
R? 0,960 0,953 0,954 0,948 0,957 0,940 0,948
Logistico NRMSE 5,88 6,30 6,14 6,39 5,98 6,81 6,45
AIC 72,53 75,41 75,66 74,71 77,94 77,24 78,19
R? 0,993 0,991 0,991 0,988 0,992 0,984 0,987
Transference NRMSE 2,53 2,73 2,68 3,08 2,64 3,55 3,19
AIC 48,89 52,02 52,48 54,29 55,10 59,03 58,50

Ensaios Termofilicos

Modelo Parametros CR SiO» Fe304 CAG FeVZ Fe;O4+ FeVZ+
Primeira R? 0,970 0,961 0,956 0,950 0,949 0,961 0,977
Ordem NRMSE 5,34 5,84 6,09 6,50 6,58 5,90 4,53
Exponencial AIC 68,17 71,80 74,69 75,93 79,75 72,46 66,89
Gompertz R? 0,948 0,922 0,905 0,898 0,897 0,927 0,946
Modificado NRMSE 7,08 8,26 9,01 9,27 9,39 8,08 6,97
AIC 78,08 83,51 87,64 87,88 91,69 83,28 80,93
R? 0,947 0,918 0,897 0,892 0,892 0,925 0,941
Logistico NRMSE 7,09 8,48 9,37 9,53 9,61 8,18 7,32
AIC 78,10 84,23 88,74 88,66 92,34 83,62 82,30
R? 0,970 0,961 0,956 0,950 0,949 0,961 0,977
Transference NRMSE 5,34 5,84 6,09 6,50 6,58 5,90 4,53
AIC 70,17 73,80 76,69 77,93 81,75 74,46 68,89

Legenda: CR: controle; SiO»: dioxido de silicio; Fe;O4: nanomagnetita; CAG: carvdo ativado granular; FeVZ:
ferro de valéncia zero; Fe;O4+: nanomagnetita associada com carvao ativado granular; FeVZ+: ferro de valéncia
zero associado com carvao ativado granular.

Fonte: O autor (2025).



186

Tabela 27 — Pardmetros utilizados para comparar os resultados do ajuste cinético realizado pela
aplicacdo de diferentes modelos matematicos nos ensaios de PBM em RSI 2,0.
Ensaios Mesofilicos

Modelo Parimetros CR SiO; Fe304 CAG FeVZ Fe;O4+  FeVZ+
Primeira R? 0,993 0,995 0,992 0,995 0,994 0,993 0,998
Ordem NRMSE 2,66 2,16 2,92 2,23 2,60 2,69 1,60
Exponencial AIC 78,60 72,21 80,98 76,60 79,72 80,10 65,57
Gompertz R? 0,993 0,986 0,992 0,992 0,994 0,992 0,988
Modificado NRMSE 2,63 3,75 3,03 2,93 2,56 2,90 3,55
AIC 80,32 89,62 83,98 86,20 81,22 84,19 89,81
R? 0,987 0,979 0,986 0,984 0,986 0,985 0,979
Logistico NRMSE 3,70 4,58 3,85 3,99 3,86 3,92 4,70
AIC 89,84 95,24 90,66 94,85 92,77 92,63 97,65
R? 0,994 0,995 0,992 0,995 0,994 0,993 0,998
Transference NRMSE 2,58 2,16 2,90 2,20 2,50 2,64 1,60
AIC 79,79 74,21 82,75 78,24 80,55 81,53 67,57

Ensaios Termofilicos

Modelo Parametros CR SiO» Fe304 CAG FeVZ Fe;O4+ FeVZ+
Primeira R? 0,955 0,841 0,900 0,963 0,902 0,975 0,975
Ordem NRMSE 7,12 13,38 11,39 6,34 10,86 5,17 5,36
Exponencial AIC 97,07 115,85 118,05 98,40 115,05 96,18 95,73
Gompertz R? 0,968 0,894 0,947 0,977 0,944 0,980 0,987
Modificado NRMSE 5,95 10,94 8,30 5,03 8,20 4,56 3,90
AIC 94,05 112,21 111,19 93,92 109,20 94,68 88,84
R? 0,975 0,926 0,968 0,982 0,965 0,981 0,987
Logistico NRMSE 5,25 9,16 6,44 4,45 6,50 4,50 3,84
AIC 90,57 107,23 104,08 90,50 102,69 94,25 88,37
R? 0,955 0,841 0,901 0,963 0,902 0,975 0,975
Transference NRMSE 7,12 13,38 11,36 6,34 10,86 5,17 5,36
AIC 99,07 117,85 119,99 100,40 117,05 98,18 97,73

Legenda: CR: controle; SiO»: dioxido de silicio; Fe;O4: nanomagnetita; CAG: carvdo ativado granular; FeVZ:
ferro de valéncia zero; Fe;O4+: nanomagnetita associada com carvao ativado granular; FeVZ+: ferro de valéncia
zero associado com carvao ativado granular.

Fonte: O autor (2025).
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Tabela 28 — Composicdo das comunidades microbianas (abundéancia relativa) em nivel
taxonomico de dominio.

Biomassas Mesofilicas

Biomassas RSI 0,5 RSI 2,0
Bactérias (%) Arqueias (%) Bactérias (%) Arqueias (%)
Rin 33,98 66,02 33,98 66,02
Rc 37,18 62,81 35,72 64,28
Rsioz 32,06 67,94 31,95 68,05
Rre304 38,56 61,44 31,33 68,67
Rcac 38,32 61,68 33,71 66,29
Rrevz 33,40 66,60 32,31 67,69
Rrezos+ 35,49 64,51 39,17 60,83
Rrevz+ 35,03 64,97 38,97 61,03
Biomassas Termofilicas
Biomassas RSI 0,5 RSI 2,0
Bactérias (%) Arqueias (%) Bactérias (%) Arqueias (%)

Rin 51,27 48,73 51,27 48,73
Rc 56,78 43,22 62,08 37,92
Rsioz 66,56 33,44 79,08 20,92
Rre304 61,37 38,63 60,36 39,64
Rcac 62,37 37,63 62,11 34,89
Rrevz 69,50 30,50 61,09 38,91
Rrezo4+ 60,08 39,91 67,69 32,31
Rrevz+ 59,18 40,82 63,41 36,59

Legenda: RSI: razio substrato indculo; Rin: reator indculo; Rer: reator controle; Rsioz: didxido de silicio; Reag:
carvdo ativado granular; Reezo4: nanomagnetita; Rrevz: ferro de valéncia zero; Rre304+: nanomagnetita associada
com carvao ativado granular; Rgevz+: ferro de valéncia zero associado com carvéao ativado granular.

Fonte: O autor (2025).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho avaliou o potencial de materiais condutores (MCs) de elétrons, como
o 6xido de grafeno funcionalizado com nanomagnetita (OG-Fe304), o carvao ativado granular
(CAGQG), o ferro de valéncia zero (FeVZ), a nanomagnetita (Fe3O4) e as associagdes entre esses
aditivos, no tratamento anaerébio da dgua residuaria de suinocultura (ARS), fundamentando
seus resultados nas propriedades fisico-quimicas desses materiais, no estudo cinético de
producdo de metano (CHs) e em estudos de biologia molecular, que permitiram detectar os
principais microrganismos envolvidos nos processos de transferéncia de elétrons.

Com o objetivo de elevar o desempenho da biometanizagdo da ARS, foram
avaliados fatores e parametros que influenciam na digestdo anaerobia (DA) de residuos
organicos, sendo eles: 1) a aplicagdo de aditivos condutores de elétrons em diferentes doses (3
mg L' e 150 mg L para OG-FeOs, 0,4, 2,0 e 4,0 g L"! para CAG, FeVZ e Fe;04¢ 2,0 g L™
para Fe;04+CAG e FeVZ+CAG, na propor¢do 1,0 g L™ para 1,0 g L™!), 2) 0 aumento do tempo
experimental via realizagcdo de bateladas alimentadas (3 ciclos de tratamento para as bateladas
com OG-FeOs e 2 ciclos de tratamento para as bateladas com CAG, FeVZ, Fe304, Fe;04+CAG
e FeVZ+CAG), 3) o uso de diferentes tipos de indculos com distintas Atividades Metanogénicas
Especificas — AME (lodo sanitario com AME de 0,141 gDQOcuas gSSV' d’!, lodo de cervejaria
com AME de 0,263 gDQOcns gSSV! d’!, lodo mesofilico do tratamento de glicose com AME
de 0, 759 gDQOcn4 gSSV' d”!, e lodo termofilico do tratamento de glicose com AME de 0,665
gDQOchs gSSV! d'1), 4) arazio substrato indculo (RSI, 0,5 ¢ 2,0 gDQO gSSV') e 5) condigdes
mesofilicas (37 °C) e termofilicas (55 °C) de tratamento.

A aplicagdo de MCs otimizou o tratamento anaerobio da ARS ao aumentar o
Potencial Bioquimico de Metano (PBM), ao acelerar a cinética de metanizacdo, diminuindo o
tempo inicial de geracdo de CHy (fase /ag, A) e aumentando a velocidade (k) e a taxa maxima
de produgdo de CHs (u), ao aumentar o teor de CH4 no biogds e ao enriquecer bactérias
fermentativas e arqueias metanogénicas. A cinética de metanizagao foi mais beneficiada pelos
aditivos nos ensaios realizados por biomassas com baixa AME (LS, LC) em detrimento a
biomassas com elevada AME (LM e LT), as quais ja possuem interagdes sintroficas mais
consolidadas. Adicionar MCs promoveu a redu¢do da A ja no primeiro ciclo de tratamento da
ARS, sugerindo que essa estratégia ¢ promissora para auxiliar na partida de reatores anaerobios
em escala real. Esses resultados de aprimoramento cinético foram discutidos com base nos
mecanismos de transporte de elétrons (transferéncia indireta de elétrons interespécies — TIEI e

transferéncia direta de elétrons interespécies — TDEI) estimulados pelos MCs.
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Os MCs também tornaram a DA de elevada carga organica (8 gDQO L', RSI igual
a 2,0) e em condi¢des mesofilicas e termofilicas mais estavel, elevando a remog¢ao de matéria
organica, o PBM ¢ o teor de CH4 no biogas. Esse resultado foi correlacionado com a capacidade
dos materiais condutores favorecerem o estabelecimento de TDEI entre bactérias e arqueias, o
que acelera o consumo de produtos intermediérios da digestdo anaerdbia, como H e acetato,
promovendo a estabilidade operacional dos digestores. Além disso, os impactos benéficos da
aplicacdo de MCs foram correlacionados com suas propriedades e caracteristicas, como por
exemplo, materiais carbondceos podem adsorver compostos inibitorios 8 metanogénese, como
nitrogénio amoniacal livre e 4cidos graxos volateis (AGVs) de cadeia curta, evitando uma
possivel inibi¢ao a metanogénese por esses compostos. Nessa mesma ideia, os aditivos de ferro
podem ativar enzimas acidogénicas e promover o enriquecimento de microrganismos
acidogénicos e metanogénicos. Uma comparacdo mais detalhada do impacto dos MCs no
tratamento anaerdbio da ARS e uma compilagio dos resultados sdo apresentados nas Tabelas
29 a 33 Porém, os principais resultados obtidos nessa Tese sao apresentados a seguir.

Impacto do oxido de grafeno funcionalizado com nanomagnetita no
tratamento anaerdébio de 4dgua residuaria de suinocultura: O OG-Fe;0s (150,0 mg L)
tornou a DA mais eficiente, aumentando o PBM e a eficiéncia de remog¢do de matéria organica
em 17,2% e 12,6%, respectivamente. Esse aditivo também elevou o k£ em 31,9%, reduziu em
25,6% o A, e aumentou o p em 32,3%. OG-Fe304 enriqueceu bactérias do filo Chloroflexi e
arqueias do género Methanobacterium beijingense, as quais sdo potenciais parceiros de TDEIL

Efeito da aplicacdo de carvao ativado granular, ferro de valéncia zero e
nanomagnetita na metanizacio da 4agua residuaria de suinocultura: O CAG (4,0 g L") foi
o material que mais beneficiou a cinética metanogénica, promovendo auséncia de fase /ag e
elevando em 52,9% e em 63,6% o k e o p, respectivamente. O FeVZ (4,0 g L™!) foi o material
que mais aumentou o PBM (+15,2%) e o teor de CH4 no biogas (+13,5%). A Fe;04 (4,0 g L)
também aperfeicoou a cinética metanogénica, aumentando o p em 52,6% e o k em 37,7%. Os
géneros bacterianos Clostridium sensu stricto 1, Mesotoga, Longilinea, ¢ JGI-0000079-D21
foram enriquecidos na presenca desses MCs e foram classificados como os potenciais parceiros
de TDEI das arqueias Methanothrix soehngenii.

Influéncia de materiais condutores, da razdo substrato inéculo (RSI) e da
temperatura na digestao anaerobia da agua residuaria de suinocultura: O desempenho dos
digestores mesofilicos e termofilicos foi aperfeigoado pela aplicagdo dos MCs de elétrons. Na
DAM em RSI 0,5, o CAG apresentou maior €xito em otimizar a cinética de metanizagao,

elevando em 29,9% o k e reduzindo o tempo de digestdo técnica (T80) em 15,9%. Enquanto
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isso, o FeVZ foi o material que mais aumentou o PBM (+19,4%), o pn (+ 40,5%) e o teor de
CHs no biogés (+22,1%). Em RSI 2,0, o CAG destacou-se dentre os demais materiais,
promovendo acréscimos de 11%, 10,2% ¢ 26,3% no PBM, k e p, respectivamente, além de
reduzir o T80 em 7,0%. Nos ensaios termofilicos em RSI 0,5, o FeVZ aumentou o PBM, o Y,
o teor de CHs e o p em 22,6%, 23,6%, 20,0% e 35,5%, nessa ordem. Enquanto isso, 0 CAG e
as combinagdes propiciaram melhor desempenho cinético. Na DAT em RSI 2,0, a Fe3O4, 0
FeVZ e as combinagdes Fe304+CAG e FeVZ+CAG obtiveram melhor desempenho. A Fe3Os,
por exemplo, elevou 0 PBM (+32,2%), 0 Y1 (+30,1%), o teor de CH4 (+1,9%), o 1 (+38,9%) e
reduziu o T80 em 4,3%. Methanothrix soehngenii dominou a DAM e Methanolinea tarda e
Methanosarcina thermophila prevaleceram na DAT. Na DAM, a metanogénese acetoclastica
deve ter sido a principal rota de sintese de CHa4, ao passo que a metanogénese hidrogenotrofica
tornou-se preponderante na DAT. A metanogénese metilotrofica, associada a presenga
Candidatus Methanomethylicus, foi estimulada na DAT.

O trabalho contribuiu com a ciéncia pura e aplicavel ao demonstrar que a utilizagao
de MCs em doses relativamente baixas em comparacdo com outros estudos reportados na
literatura técnica e em doses limitadas a concentragdo de indculo aplicado aos reatores € capaz
de elevar o desempenho de digestores anaerobios tratando uma 4agua residudria (ARS) com
elevado teor de matéria organica particulada a partir de indculos nao adaptados ao tratamento
desse efluente. Este estudo apresenta-se como uma critica ao uso indiscriminado de MCs, o que
torna inviavel sob aspectos econdmicos a aplicagdo desses aditivos em sistemas de tratamento
em escala real e desencoraja a concepgao e realizacdo de novas pesquisas nessa tematica.

Além disso, o estudo da cinética de metanizagao do substrato permitiu a extracao
de parametros cinéticos que regularam a producao de CH4. Apesar das limitagdes dos testes de
PBM realizados em reatores batelada, os quais possuem hidrodindmica, volume operacional,
vazao afluente, carga organica e operagdo, bem distintas de reatores em escala laboratorial de
bancada e em escala real, como os pertencentes a Estacdes de Tratamento de Efluentes (ETEs),
espera-se que os parametros cinéticos obtidos neste trabalho possam ser dados iniciais e base
para determinar parametros operacionais iniciais para sistemas de tratamento continuo, em
maior escala. A realizacdo de ciclos de tratamento colaborou para o entendimento da
variabilidade dos valores dos parametros cinéticos ao longo do tempo, seja devido a adaptagao
da comunidade microbiana a degradagdo do substrato ou por influéncia dos aditivos.

O uso de MCs para mediar TDEI em sistemas de larga escala ainda precisa vencer
barreiras econdmicas relacionadas ao custo dos aditivos, a mao de obra e equipamentos para as

adi¢des automatizadas dos aditivos aos digestores anaerobios e & manutencdo desses materiais
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nos reatores. Por esses motivos, sdo escassos os estudos que reportam o efeito desses aditivos
a longo prazo. Além disso, a remog¢ao desses materiais durante o descarte de lodo ou por
washout também sdo fatores que dificultam empregar adequadamente essa estratégia para
aumento da eficiéncia da DA. Assim, ainda h4 a necessidade de estudos que aprofundem e
comparem a viabilidade econdmica e ambiental de aditivos carbonaceos e ndo carbonaceos.

Para tornar a TDEI via MCs vidvel sob o aspecto econdmico, a retengdo e
imobilizacdo desses materiais dentro dos reatores ¢ fundamental. Para isso, o uso de meios
suporte feitos de MCs parece ser uma estratégia adequada. Nesse contexto, o leito fixo deveria
ser constituido de um material de baixo custo, mas de alta resisténcia, com revestimento de
MCs. Isso estimularia o aumento da concentragdo de biomassa € manteria os microrganismos
que crescem lentamente nos reatores, além de aumentar o contato da comunidade microbiana
com os aditivos, facilitando os processos de formacao de biofilme e de transferéncia de elétrons.
Outros topicos importantes sdo: desenvolvimento de aditivos de baixo custo, sintese de aditivos
no local do sistema de tratamento, novas proposi¢des de estratégias visando a reciclagem ¢ a
reutilizagdo de aditivos, estudos com reatores em escala piloto e avaliagdo de riscos ambientais.

Nesse prisma, confia-se que este trabalho seja base para o desenvolvimento de
novos estudos quanto ao uso de MCs no tratamento anaerobio de residuos organicos. Como
sugestdo para vindouros trabalhos tém-se a avaliacdo do efeito desses materiais na DA de
diferentes aguas residudrias agroindustriais utilizando in6culo adaptado ao substrato avaliado e
realizando os ensaios metanogénicos em baixas e elevadas cargas orgénicas e em condigdes
mesofilicas e termofilicas. Diferentes configura¢des de reatores que permitam a imobilizacao
de biomassa e a retengao de MCs também devem ser investigadas. A produgdo e a recuperagao
de hidrogénio (Hz) e de AGVs de elevado valor agregado, como acido caproico e acido
caprilico, a partir da aplicacdo desses aditivos em ensaios de potencial acidogénicos de residuos
organicos, também se apresenta como uma lacuna cientifica a ser explorada.

Para aprofundar os conhecimentos em TDEI, como os microrganismos atuantes
como endoeletrogénicos e exoeletrogénicos e seus principais parceiros, as enzimas envolvidas
em cada etapa do processo anaerobio e a ativagao de genes (expressdo génica) que regem o0s
processos de transferéncia de elétrons, torna-se necessario a realizagdo de analises de biologia
molecular, principalmente de metaprotedmica e de metatranscriptoma. A analise de viabilidade
operacional, ambiental e econdmica, incluindo estudos energéticos sobre a producdo,
recuperagdo e aplicagdo de CHa, da utilizagcdo desses aditivos em digestores anaerdbios em
escala real torna-se fundamental para a aplicabilidade dessa estratégia de impulsionamento da

biometanizagao de residuos organicos.



192

Tabela 29 — Impactos percentuais dos materiais condutores nos parametros de eficiéncia e de
cinética dos testes de potencial bioquimico de metano em relagdo aos reatores de controle.

Aditivos

Ciclo/
Condicao

Dose

(mg L)

PBM

ER

Y1

CH4

A

Parametros de Eficiéncia e de Cinética (%)

k

n

IMPACTO DO OXIDO DE GRAFENO FUNCIONALIZADO COM NANOMAGNETITA NO

TRATAMENTO ANAEROBIO DE AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

10 ciclo 3 -23,4 +7,0 -254 +129 -67,5 +10,7 -31,6

150 -53 +17,3 -159 +134 -31,6 +148 -1,9
OG- 20 ciclo 3 + 38,8 +0,6 +12,9 -0,4 -100  +30,6 +37.4
Fe304 150 +9,3 +1,7 +11,9 +0,3 -100 +43,8 +47.8
30 ciclo 3 +7,9 +4,2 +3,2 +0,2 -33,7 +183 +5,6

150 +174 +12,6 +3,9 -0,4 -25,6 +319 +323

EFEITO DA APLICACAO DE CARVAO ATIVADO GRANULAR, FERRO DE VALENCIA ZERO
E NANOMAGNETITA NA METANIZACAO DA AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

400 +244 +11,1 +12,0 +4.2 -485 +10,6 +31,0

1° ciclo 2000 +20,5 +149 +49 +3,4 -97,3  +11,9 +249

CAG 4000 +8,1 +13,1 -4.4 +2,4 -100  +19,5 +16,0
400 +49 +2,0 +2,9 - - +31,7 +37,6

2° ciclo 2000 +5,8 +4,2 +1,5 +1,7 - +37,8 +474

4000 +49 +6,8 -1,7 +1,9 - +52,9 +63,6

400 +21,5 +70 +134 +3.8 - 38,6 +4,2 +22,6

1° ciclo 2000 +33,5 +7,3 +243 +3,1 -40,4 +1,7 +33,0

FeVZ 4000 +31,7 +74 +222 +4,0 -51,3 +55 +32,3
400 +9,8 +1,2 +124 +13 - +16,2 +26,7

2° ciclo 2000 +153 +22 +16,6 +109 - +30,1 +48,3

4000 +152 +25 +16,1 +135 - +34,8 +55,6

400 +29,0 +7,3 +202 +26 -942 +1,1 +19,5

1° ciclo 2000 +234 +77 +146 +0,8 -46,5 -2,3 +16,3

FesOu 4000 +19,1 +73 +11,0 -1,6 -46,5 -3,8 +109
400 +9,4 +1,4 +7,9 -0,3 - +20,4 +32,5

2° ciclo 2000 +10,8 +2,3 + 8,4 +0,3 - +28,1 +46,2

4000 +10,3 +3,5 +6,6 +1,0 - +37,7 +52,6

INFLUENCIA DE MATERIAIS CONDUTORES, DA RAZAO SUBSTRATO INOCULO (RSI) E DA
TEMPERATURA NA DIGESTAO ANAEROBIA DA AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

DAM RSI 0,5 2000 +7,2 -0,9 +8,1 +2,0 - +24,2 +33,1

FesOu RSI 2,0 2000 - 1,0 -0,5 -0,1 - 1,7 - -11,7 -114
DAT RSI 0,5 2000 +10,6 -0,8 +11,5 +6,6 - +7,4 +28,0
RSI 2,0 2000 +322 +1,2 +30,1 +1,9 - - + 38,9
DAM RSI 0,5 2000 -0.4 +2,0 -23 +2.9 - +29,9 +29,5
CAG RSI 2,0 2000 +11,0 +2,4 + 8,6 -1,1 - +10,2 +263
DAT RSI 0,5 2000 +8,4 +23 +5,6 +5,5 - +7,7 +28,0

RSI 2,0 2000 +17,7 +38 +13,7 +0.,8 - - +12,1
DAM RSI 0,5 2000 +19,4 -0,6 +20,1 +22,1 - +17,6 +40,5

FeVZ RSI 2,0 2000 +6,4 +0,8 +5,8 -29 - -6,51 +3,0
DAT RSI 0,5 2000 +22,6 -1,3 +23,6 +20,0 - -0,56 +35,5
RSI 2,0 2000 + 24,6 -3,5 +28,7 +4,0 - - +17,1
DAM RSI 0,5 2000 +22 +2,0 +0,2 +3,0 - +353 +383

Fe3sOq4+ RSI 2,0 2000 +4,3 0,0 +4.4 -0,6 - +0,2 +6,7
CAG DAT RSI 0,5 2000 +5,5 +0,5 +4,8 +0,3 - +4,9 +15,1
RSI 2,0 2000 +333 +3,7 +284 +0,6 - - +37,4
DAM RSI 0,5 2000 + 11,7 +1,6 +9,9 +22,1 - +24,1 +38,6

FeVZ+ RSI 2,0 2000 +4,1 +0,8 +3,4 -23 - -7,7 -3,5
CAG DAT RSI 0,5 2000 +12,5 +2,8 +9,4 +9,1 - +14,2 +35,8
RSI 2,0 2000 +26,7 +1,8 +244 +10 - - +33,2

Legenda: ER: eficiéncia de remocao; Y: rendimento de produgdo de metano por DQO removida; CHy: teor de
metano no biogas; A: tempo de fase lag; k: velocidade de produc@o de metano; p: taxa maxima de producédo de
metano; DAM: digestdo anaerobia mesofilica; DAT: digestdo anaerdbia termofilica; RSI: razdo substrato indculo.
Fonte: O autor (2025).
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Tabela 30 — Compilagdo dos resultados obtidos nos testes de PBM sobre o efeito do OG-Fe;O4
no tratamento anaerobio da dgua residuaria de suinocultura (ARS).

IMPACTO DO OXIDO DE GRAFENO FUNCIONALIZADO COM NANOMAGNETITA NO
TRATAMENTO ANAEROBIO DE AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

Aditivos Ciclo de Principais resultados sobre eficiéncia e cinética Mlcrqrgan}smos
Tratamento Enriquecidos
Efeito negativo do aditivo sobre o PBM (redugéo entre
5,3% e 23,4%) devido a adsor¢do de matéria organica
e desvio energético para redugdo do OG. Aumento do
1 A 0, o
. teqr .de ~CH4 no ’b.logas (entrg 12~,9A) e 13,4%). Bactérias: Clostridia,
1 Otimizagdo da cinética de metanizagdo da ARS, com 4 li
aumento de & (entre 10,7% e 14,8%) e redugdo de A G naerotme};aete .
(entre 28,3% e 67,5%). O p diminuiu de 1,9% a ammdproteobacterid.
31,6%. O modelo Logistico foi o mais adequado para A .
0 ajuste cinético. rquetas:
- — — - : Methanobacterium
Efeitos positivos do aditivo foram mais expressivos. beiiinoense ¢
Diminui¢do da DQOs, aumento da ER e aumento da Me thanoihri sochneenii
DQOchs. Aumento do PBM (entre 8,8% e 9,3%) e dos gent.
rendimentos de geragdo de CH4 (Y1 e Y2). Impacto . . .
o R ) < Potenciais parceiros
OG- positivo sobre a metanogénese (maior pressdo de TDEI:
Fe304 2° biogas). Auséncia de fase /ag nos reatores aditivados. Chloroflexi ¢ Céos ridium
Aumento do k (entre 30,6% e 3,8%) e do p (entre sensu stricto 1 com
37,4% e 47,8%). O modelo Gompertz Modificado foi )
. . " Methanobacterium
o mais adequado para o ajuste cinético do controle, beiiineense ¢
enquanto o modelo Primeira Ordem-Exponencial foi yune .
. . " Methanothrix soehngenii.
mais fidedigno para os reatores aditivados.
Aumento do PBM, da ER, de ke p em 17,4%, 12,6%, Possiveis bactérias
31,9% 32,3%, respectivamente. Fase lag foi reduzida redutoras de OG:
em 256% a 33,7%. Acréscimo de 40% na L )
? Bactérias da classe
concentragdo de SPE. Aumento do teor de PS nas .
3° Clostridia.

SPE. Composi¢ao final de SPE nos reatores com 150
mg L' de aditivo: 44,5% de PS e 55,5% de PN. O
modelo Logistico foi o mais adequado para o ajuste
cinético.

Legenda: * Os resultados em porcentagem sao referentes ao aumento percentual do parametro em relacdo ao reator
controle. CAG: carvao ativado granular; FeVZ: ferro de valéncia zero; Fe;O4: nanomagnetita; PBM: potencial
bioquimico de metano; ER: eficiéncia de remogao de matéria organica; Y: rendimento de produc¢do de metano
por DQO removida; CH4: teor de metano no biogas; A: tempo de fase lag; k: velocidade de producdo de metano;
p: taxa maxima de producao de metano; SPE: substancias poliméricas extracelulares; PS: polissacarideos; PN:
proteinas. DQOp: Massa de DQO particulada efluente; DQOs: Massa de DQO soluvel total efluente; DQOcpa:
Massa de DQO removida por produg@o de CHa.

Fonte: O autor (2025).
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Tabela 31 — Compilagdo dos resultados obtidos nos testes de PBM sobre o impacto de CAG,
FeVZ e Fe304 no tratamento anaerdbio da 4gua residuaria de suinocultura (ARS).

EFEITO DA APLICACAO DE CARVAO ATIVADO GRANULAR, FERRO DE VALENCIA ZERO
E NANOMAGNETITA NA METANIZACAO DA AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

Aditivos Ciclo de Principais resultados sobre eficiéncia e cinética Mlcrqrganfsmos
Tratamento Enriquecidos
Aumento do PBM (entre 8,1% e 24,4%) e na ER (entre
11,1% e 14,8%). O aumento da dose de CAG diminuiu
a producdo de CHs devido a adsor¢do de matéria Bactérias:

10 organica. Quanto maior dose de aditivo, maior o efeito Acidobacteriota,
benéfico sobre os parametros cinéticos, com excecdo Symergistia, Spirochaetia,
de p. Redugdo progressiva da fase lag e auséncia na Syntrophia,

CAG dose de 4 g L'. O modelo Logistico foi o mais Syntrophobacteria,
adequado para o ajuste cinético. Syntrophorhabdia,
Foi o material que mais beneficiou a cinética de Syntrophomonadia,
metanizag¢do do substrato. Aumentou o p em 63,6% e Mesotoga, Longilinea ¢

2° 0 kem 52,9%. Auséncia de fase /ag. O modelo Primeira JGI-0000079-D2.

Ordem-Exponencial foi o mais adequado para o ajuste
cinético.
Aumento do PBM (entre 21,5% e 33,5%) e na ER
(entre 7,0% e 7,7%). As maiores doses ndo
apresentaram diferencas estatisticas significativas

10 quanto aos rendimentos de producdo de CH4, mas
aperfeicoaram progressivamente a cinética P
metanogénica. Diminuicdo da A em até 51,3% e Bactérias: .

. L . Syntrophobacteria,
aumento de p em até 32,3%. O modelo Logistico foi o .
is adequado para o ajuste cinético. Syntrophorhabdia,
FeVZ mats acequaco p L Syntrophomonadia e
Foi o material que mais elevou o PBM (33,5% no Thermodesulfovibrionia
primeiro ciclo e 15,2% no segundo ciclo). Elevou o teor ’
de CH4 no biogas progressivamente com o aumento da . .

20 dose aplicada, passando de 85,2% no controle para Arqueias: Methanolinea.
96,7% nos reatores que receberam 4,0 gFeVZ L. A
cinética foi dose-dependente de FeVZ. O modelo
Primeira Ordem-Exponencial foi o mais adequado para
0 ajuste cinético.

A menor dose foi a que mais beneficiou o processo. As
maiores doses ocasionaram, possivelmente, efeitos
inibitorios temporarios a metanogénese. Aumento do
1° PBM, do Y, do teor de CH4 e de p em 29,0%, 20,2%,
2,6% 19,5%, respectivamente, para a dose de 0,4 gL'
O modelo Logistico foi o mais adequado para o ajuste Bactérias:
cinético. Patescibacteria,
Os efeitos negativos das maiores doses foram limitados Syntrophomonadia,
Fe304 ao primeiro ciclo. Aditivo com menor impacto no teor  Syntrophia e Clostridia.
de CH4. Aumento do PBM, da ER, do Y|, de ke de p
em 10,3%, 3,5%, 6,6%, 37,7% e 52,6%, Arqueias: Methanothrix
20 respectivamente, para a dose de 4,0 g L. Auséncia de soehngenii.

fase lag. Doses superiores a 0,4 g L' niio produziram
efeitos benéficos adicionais ao PBM, mas impactaram
na velocidade em que o CH4 foi produzido. O modelo
Primeira Ordem-Exponencial foi o mais adequado para
0 ajuste cinético.

Legenda: * Os resultados em porcentagem sdo referentes ao aumento percentual do parametro em relagéo ao reator
controle. CAG: carvao ativado granular; FeVZ: ferro de valéncia zero; Fe3O4: nanomagnetita; PBM: potencial
bioquimico de metano; ER: eficiéncia de remog¢ao de matéria organica; Y: rendimento de produ¢do de metano
por DQO removida; CHa: teor de metano no biogas; A: tempo de fase lag; k: velocidade de producdo de metano;
u: taxa maxima de producdo de metano.

Fonte: O autor (2025).
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Tabela 32 — Compilacdo dos resultados obtidos nos testes de PBM sobre a influéncia do CAG,
do FeVZ, da Fe3O4 e das associacdes Fe304+CAG e FeVZ+CAG na digestdo anaerdbia
mesofilica (DAM) da 4agua residuaria de suinocultura (ARS).

INFLUENCIA DE MATERIAIS CONDUTORES, DA R,AZAO SUBSTRATO INOCULO (RSI) E DA
TEMPERATURA NA DIGESTAO ANAEROBIA DA AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

Digestao Anaerébia Mesofilica (DAM)

Aditivos Principais resultados sobre eficiéncia e cinética Microrganismos Enriquecidos
Aperfeigoou o processo anaerobio em RSI 0,5, elevando em
FesOu 7,2%, 8,1%, 2,0% 24,2% e 33,1% o PBM, Y|, teor de CH4
no biogas, k e y, nessa ordem. Em RSI 2,0, ndo apresentou
impactos positivos consideraveis.
Em RSI 0,5, a capacidade de adsorc¢do desse material parece
ter superado o efeito como aditivo condutor,
indisponibilizando matéria organica e, com efeito,
reduzindo a sintese de CH4. Apesar disso, promoveu
CAG - .
excelente desempenho cinético dos digestores, aumentando . . .
k e u. Em RSI 2,0, foi o aditivo que mais beneficiou o Potenciais parceiros de TDEI
l‘l‘ b q . .
processo, aumentando em 11,0%, 8,6%, 10,2% e 26,3% o das arqueias Methanothrt)f
PBM, Y, k ¢ 11, nessa ordem. soehngenii: mldas' g 2538 via
FeVZ e CAG, midas g 216
Foi o aditivo que mais potencializou a producdo de CHa. mediante Fe;04, midas g 156
Sua aplicagdo retornou melhor desempenho em RSI 0,5, na por meio de Fe;0s e FeVZ e
FeVZ qual acresceu ao controle 19,4%, 20,1%, 22,1%, 17,6%, Syntrophobacter e JGI-
40,5% o PBM, Y, teor de CH4 no biogas, k e W, 0000079-D21 por intermédio de
respetivamente. CAG.
Essa combinacdo de aditivos aperfeigoou o processo . . .
anaer6bio, mas os resultados foram abaixo do esperado. ~Microrganismos participantes
Entende-se que a menor dose por aditivo (I g L) da oxidacao smFroﬁca de
enfraqueceu o efeito benéfico sobre o processo anaerébio acetato seguida de
realizado por uma biomassa com elevada atividade . metanogenese
Fe;0++CAG  metanogénica especifica. Os melhores resultados foram ~ hidrogenotréfica: Exilispira,
obtidos em RSI 0,5 (aumento de 2,2%, 3,0%, 35,3% e Mesotoga, Methanobacterium e
38,3% em PBM, teor de CH4, k € 1, nessa ordem), indicando Methanolinea.
que para uma maior carga aplicada seria necessaria uma L. . .
maior dose de aditivos para a obtengio de impactos mais  Frincipal bz}cterla funcnqnal
eXpressivos. fermentativa: Georgenia.
Essa associagdo mostrou-se uma excelente estratégia para
impulsionar o processo anaerobio, combinando a
capacidade do FeVZ de elevar a sintese de CH4 via liberagao
de H, e ativagdo de enzimas-chave da acidogénese ¢
FeVZ+CAG metanogénese, com o melhoramento cinético ocasionado

pelo CAG. Obteve melhor resultado do que a combinagio
Fe;04+CAG, mas de forma semelhante seus efeitos foram
mais expressivos em RSI 0,5. Assim, em RSI 0,5, o PBM,
Y, teor de CHy, k£ e p foram elevados em 11,7%, 9,9%,
22,1%, 24,1% e 38,6%, nessa sequéncia.

Legenda: * Os resultados em porcentagem sao referentes ao aumento percentual do parametro em relagio ao reator
controle. PBM: potencial bioquimico de metano; ER: eficiéncia de remogao de matéria organica; Y: rendimento
de produgio de metano por DQO removida; CHa: teor de metano no biogas; A: tempo de fase lag; k: velocidade de
producdo de metano; u: taxa maxima de produgdo de metano; T80: tempo de digestdo técnica referente a sintese

de 80% do PBM.

Fonte: O autor (2025).
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Tabela 33 — Compilacdo dos resultados obtidos nos testes de PBM sobre a influéncia do CAG,
do FeVZ, da Fe304 e das associacdes Fe304+CAG e FeVZ+CAG na digestdo anaerdbia
termofilica (DAT) da dgua residudria de suinocultura (ARS).

INFLUENCIA DE MATERIAIS CONDUTORES, DA R,AZAO SUBSTRATO INOCULO (RSI) E DA
TEMPERATURA NA DIGESTAO ANAEROBIA DA AGUA RESIDUARIA DE SUINOCULTURA

Digestdo Anaerébia Termofilica (DAT)

Aditivos Principais resultados sobre eficiéncia e cinética Microrganismos Enriquecidos
Esse aditivo apresentou melhor performance na DAT em
detrimento a DAM. Isso pode estar relacionado com sua
capacidade de enriquecer bactérias e arqueias termofilicas,
como Fervidobacterium, Acetomicrobium e
Fe304 Methanothermobacter. Em RSI0,5, elevou o PBM (10,6%),
Y: (11,5%), teor de CH4 (6,6%), k (7,4%) e p (28,0%). O .. .
impacto foi ainda mais positivo em RSI 2,0, aumentando em I(’lotencmls.parceltros d‘:’ TDEI
32,2%, 30,1%, 1,9% e 38,9% o PBM, Y1, teor de CHye 0 928 arg“e‘as ;“e anogenicas:
u, nessa ordem, e reduzindo o T80 de 14,1 para 13,5 dias. F ory C’; ebactterfum,
Sua capacidade de adsorver matéria orgéanica, nitrogénio ervigobacleriume
! . 1 Acetomicrobium com auxilio de
amoniacal ¢ AGVs beneficiou o processo anaerdbio tanto ) .
. FeVZ e Fe;04, midas g 1237 via
em RSI 0,5 quanto em RSI 2,0. Enriqueceu o filo TA06 ¢ )
. . AN FeVZ e CAG, midas g 2049
CAG outros microrganismos funcionais da DAT. Em RSI 0,5, diante FeOu. A li
elevou o PBM (8,4%), Y1 (5,6%), teor de CH (5,5%), k o 1% b ot ders ek
(7,7%) e o n (28,0%). O impacto foi ainda mais positivo em J O%Eror;wm ‘et eV d’mzi aéi G
RSI 2,0, aumentando em 17,7%, 13,7%, 0,8% e em 12,1% c po;hm em}f ‘to N
o PBM, Y|, teor de CHy4 ¢ p, nessa sequéncia. ¢ ~oprotnermobacter com
- - - - assisténcia de CAG, Fe;O4 €
Foi o material condutor que mais aumentou os rendimentos FeV7Z
de producdo de CHs. Em RSI 0,5, aumentou o PBM ’
(22,6%), Y1 (23,6%), teor de CH4 (20,0%), € o p (35,5%). Microreanismos participantes
Gerou um biogas com 100% de CH4. J4 em RSI12,0, 0o PBM, g. ~ .p . P
FeVZ . da oxidacao sintréfica de
0 Yy, teor de CH4 e o p foram acrescidos em 24,6%, 28,7%, acetato seouida de
4,0% e 17,1%, respectivamente. Contudo, esse aditivo me tanogénese
aumentou o T80, provavelmente devido a uma adaptacdo . g I
. VA X . hidrogenotrofica: Exilispira,
microbioldgica das biomassas ao aditivo. Sontrophaceticus
EM RSI 0,5, o efeito dessa combinagdo de aditivos foi Coy o t}i rmobacte;r
pouco expressivo. Entretanto, em RSI 2,0, retornou a Me tﬁz)ano thermobac te’r
melhor performance dos digestores anaerobios. A Fes;O, Methanolinea tarda e,
deve ter atuado no favorecimento a TDEI, enquanto o CAG . .
Fe;04+CAG ~ . . " o Methanosarcina thermophila.
na retengcdo de microrganismos, adsorcdo de nitrogénio
amoniacal e AGVs. Em RSI 2,0, elevou o PBM (33,3%), o -
Y, (28:4%) ¢ 0 1 (37,4%). Além disso, reduziu o T80 de Bact(‘;‘;‘ssl:;‘:gz‘;;a d‘le}i‘;ffa“’
14,1 dla.s para ,1_3’5 dl?s' - - Thermodesulfovibrio.
Seu efeito positivo foi mais expressivo na DAT do que na
DAM. Elevou a performance dos digestores anaerobios,
FeVZACAG principalmente em RSI 2,0, na qual o PBM (26,7%), Y

(24,4%), teor de CHa (1,0%) e o u (33,2%) foram
aumentados. Nesse cenario, o T80 foi reduzido de 14,1 dias
para 12,6 dias.

Legenda: * Os resultados em porcentagem sdo referentes ao aumento percentual do pardmetro em relagdo ao reator
controle. PBM: potencial bioquimico de metano; ER: eficiéncia de remog¢ao de matéria organica; Yi: rendimento
de produgdo de metano por DQO removida; CHy: teor de metano no biogas; A: tempo de fase lag; k: velocidade de
producdo de metano; u: taxa maxima de produgdo de metano; T80: tempo de digestdo técnica referente a sintese

de 80% do PBM.

Fonte: O autor (2025).
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