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RESUMO - A inddstria coureira tem grande importancia econémica. Entretanto, a sobra
de residuos do processo e a crescente importancia da geracéo de energia a partir de fontes
renovaveis faz com que seja necessario estudar formas de biodegradacdo dos residuos e
gerar energia a partir disso. O presente trabalho tem como objetivo realizar o isolamento e
a identificacdo dos procariotos anaerobios, alguns com potencial para a producdo de
biogés quando degradam residuos de curtume. Para tanto, foram realizados testes em
biorreatores de bancada contendo lodo de estacdo de tratamento de efluente de curtume e
farelo de couro wet-blue e a geracdo de metano foi medida periodicamente, onde a
producdo méxima foi na sexta semana de experimento com média de 10 mL de geracdo
diaria de gas. Quando a producdo de metano foi maxima, foi feita a coleta destes
microrganismos anaerobios para subsequente isolamento e identificagéo.

1. INTRODUCAO

A crescente importancia da geracdo de energia a partir de fontes alternativas devido as altas
taxas de poluicédo e sérios impactos ambientais causados pelas fontes tradicionais tornou as fontes de
energias renovaveis uma alternativa muito estudada atualmente. A geracao de energia a partir de fonte
renovavel permite a reciclagem da matéria existente na natureza, renovando-a continuamente. S&o
exemplos de energia renovavel: recursos hidricos, energia e0lica, energia solar, geotérmica, biomassa,
entre outras. Define-se como biomassa todo recurso renovavel proveniente de matéria organica,
animal ou vegetal, sendo que a biomassa pode ser utilizada na producéo de energia.

A industria coureira tem grande importancia onde esta inserida. O Brasil € um dos maiores
produtores mundiais de couro sendo responsavel por 13% da producdo mundial. Entretanto, o
processo de curtimento gera quantidades significativas de residuos sélidos e liquidos com altos teores
de poluentes, devido aos produtos toxicos usados durante o processo, tais como, sulfato basico de
cromo e sulfeto de sodio (DETTMER, 2012).

Em um curtume, cada pele processada gera, em média, 12 kg de lodo residual com

caracteristicas variadas devido ao tipo de pele, a tecnologia no processamento, ao sistema empregado
na estacdo de tratamento de efluente — ETE, entre outros fatores (SOUZA, 2009). Os lodos de ETESs
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sdo, em sua grande maioria, destinados a aterros de residuos industriais perigosos — ARIPs. Aterros
sdo obras de engenharia projetadas sob critérios técnicos, cuja finalidade é garantir a disposi¢do dos
residuos sélidos sem causar danos a satde publica e a0 meio ambiente. Os ARIP’s podem ser
descritos como grandes reatores anaerébios que geram, a partir da estabilizagdo da matéria organica,
0s seguintes subprodutos: gases (CH4, CO2, NHs, entre outros), liquidos (chorume) e, ainda, matéria
solida remanescente (BIDONE, 2007).

A digestdo anaerdbia é um processo bioldgico onde o consércio de diferentes microrganismos,
na auséncia de oxigénio molecular, promove a transformagdo de compostos orgéanicos complexos em
produtos mais simples, tais como metano (QUADROS, 2009). O biogas é o produto da
decomposicdo, pelas arqueas, de matéria organica proveniente de diferentes fontes, como aterros
sanitarios, biodigestores e residuos animais.

A partir desses conceitos, esse trabalho propde incubar lodo proveniente de aterros de curtumes
em biorreatores de bancada com a finalidade de coletar e isolar os microrganismos que apresentam
potencial de produzirem biogas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Biorreatores em Escala de Bancada

O cultivo dos microrganismos produtores de metano capazes de degradar residuos de curtumes
foi realizada em biorreatores de bancada. Esses biorreatores séo feitos de vidro, com volume util de
350 mL, e foram mantidos em um banho termostatico a 35°C. Eles possuem duas valvulas de
abertura, uma superior, utilizada para a medida de volume de gas produzido, e uma lateral, utilizada
para a retirada de amostras para analise cromatografica.

A montagem dos 6 biorreatores, baseada nos resultados obtidos por Priebe et al. (2013), foi
realizada adicionando-se, em cada biorreator, 1 g de farelo de rebaixamento (ajuste de espessura) de
couro wet-blue (couro curtido com cromo), como fonte de matéria organica a ser degradada, 25 mL
de lodo ativado adensado, coletado de uma estacdo de tratamento aerdbio de um curtume que utiliza
sais de cromo como agente de curtimento e, para assegurar condi¢cdes favoraveis para o crescimento
dos microrganismos, 250 mL uma solugéo de nutrientes, descrita por Dettmer et al. (2012).

Os experimentos foram realizados em duplicata, onde a diferenca entre eles era a forma de
armazenamento do lodo, por aproximadamente 6 meses antes do inicio dos experimentos. Nos
biorreatores 1 e 2, o lodo foi armazenado em temperatura ambiente e sem vedacao para a entrada de
O,. Nos biorreatores 3 e 4, o lodo foi armazenado na geladeira e com vedacdo para a entrada de O,.
Nos biorreatores 5 e 6, o lodo foi armazenado em temperatura ambiente, com vedacao para a entrada
de O, e 100 g de colageno hidrolisado foram previamente adicionados em aproximadamente 1 L de
lodo como fonte de material organico prontamente disponivel.
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2.2. Medidas de VVolume de Gas Gerado

O volume total de gas gerado foi medido diariamente através de um aparato (Figura 1) baseado
no deslocamento de volume de agua através de equalizagdo de pressdes.

Valvula do - P
aparato g 4

Figura 1 — Disposicao dos instrumentos para realizacdo da medida de volume total de gas gerado.

Para a realizacdo da medida, a mangueira era conectada no biorreator na sua abertura superior.
A vélvula do aparato era aberta para aliviar a pressao remanescente, sendo entdo a dgua que saia nesse
momento descartada. A valvula do biorreator era aberta liberando um volume de agua pelo aparato
equivalente ao volume de gas gerado no biorreator. Esse volume de agua era pesado e convertido em
volume através da massa especifica da gua na temperatura da sala no momento da medida.

2.3. Analise dos Gases Gerados por Cromatografia Gasosa

Para a determinacdo da composicdo dos gases gerados nos biorreatores, utilizou-se um
cromatografo gasoso (GC) equipado com um detector de condutividade térmica (TCD). Duas colunas
empacotadas foram utilizadas, Porapak Q e Peneira Molecular. A primeira, Porapak Q (80-100 mesh),
determinava a fracdo entre ar (O, + N;), metano (CH,) e dioxido de carbono (CO,). A outra, Peneira
Molecular (80-100 mesh), determinava a proporc¢éo entre O, e N, no ar. As condic¢Oes de anélise, séo
descritas por Priebe et al. (2013). As medidas foram realizadas semanalmente para monitoramento da
producéo de gas.

2.4. Coleta dos microrganismos

Apbs 118 dias de experimento, amostras foram coletadas. Como 0s microrganismos de
interesse, 0s metanogénicos, sdo estritamente anaerobios (Whitman, 2006), todo o procedimento de
coleta foi planejado de forma que a sua exposi¢do ao ar atmosférico fosse minima.

Primeiramente, o biorreator de maior producéo de biogas, reator 2, foi aberto e foram retiradas
aliquotas de 0,2 mL do liquido e 0,2 mL da fase sélida. Cada uma das aliquotas, tanto do liquido
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quanto do solido, foram colocadas em frascos tipo penicilina com 20 mL de uma solucdo de minerais
(Whitman, 2006). Foram realizadas 4 dilui¢cdes-centesimais. De cada uma das diluic¢Oes, transferiu-se
uma aliquota de 0,1 mL para o meio anaerobio (Whitman, 2006), em duplicata, também dispostos em
frascos tipo penicilina com 20 mL cada, previamente dissolvidos e mantidos a 58° C. Algumas
modificacdes foram feitas: foi utilizado agar 2%, retirada a solucdo de sulfeto, e 0 meio foi disposto
inclinado. N&o foram adicionado gases (H,, N2 e CO,) neste experimento.

Com excecdo da extracdo feita do sélido precipitado com uma agulha longa, agulha
Raquidiana BD Spinal ™ (cédigo: 405211), todas as transferéncias de solucfes foram feitas o mais
rapido possivel com auxilio de seringa de insulina, com agulha simples. Todas as inoculacGes foram
feitas com os frascos fechados (tampa de borracha), perfurando-se a borracha, com o meio de cultura
ainda liquido.

Apos cada diluicdo, os frascos eram homogeneizados lentamente e posicionados na posi¢do
inclinada, até solidificacdo. A incubacdo foi feita a 35°C, mesma condicdo de temperatura dos
biorreatores.

Para controle do ensaio utilizou-se a Escherichia coli (ATCC 10145) e Pseudomonas
aeruginosa (cepa ambiental) como controle positivo e negativo para anaerobiose respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Volumes de gases gerados

Volume total de gas gerado: O volume de géas total gerado, medido por 118 dias, € mostrado na
Figura 2.
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—s—Reator 1 e 2 - Armazenamento do lodo em temperatura ambiente e sem

400 - vedagdo para a entrada de oxigénio

=—+—Reator 3 e 4 - Armazenamento do lodo na geladeira e com vedagdo para
aentrada de oxigénio

=+=Reator 5 e 6 - Armazenamento do lodo em temperatura ambiente, com
vedagdo para a entrade de oxigénio e com coldageno hidrolisado
adicionado

Volume de gas total gerado (mL)
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Figura 2 — Media do volume total de gas gerado de cada duplicata.

O comportamento das curvas é caracteristico de crescimento em meios fechados e os valores
obtidos foram dentro do esperado, quando comparados com o0s valores obtidos por Priebe, et al.
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(2013). A duplicata 1 e 2, com lodo armazenado em temperatura ambiente e sem vedacdo para a
entrada de O,, que teve a maior producdo de gas, mostrou um comportamento atipico do reator 1, que
teve um crescimento inicial muito lento, porém um crescimento subsequente muito acelerado, de
forma que, ao fim do experimento, os dois reatores obtiveram quantidades semelhantes de volume
total de gas gerado. A duplicata 3 e 4, com lodo armazenado na geladeira e com vedacdo para a
entrada de O,, segunda a ter maior producao, também mostrou um comportamento atipico no reator 4,
que, ao final do experimento, cessou a producdo muito antes que o 3, devido, provavelmente, a
alguma falha na sua montagem. Entretanto, mesmo com o desempenho baixo do reator 4, a media
dessa duplicata ainda ficou maior que a duplicata 5 e 6, com lodo armazenado em temperatura
ambiente, com vedacdo para a entrada de O, e com colégeno hidrolisado adicionado, que foi a mais
similar entre as duplicatas e a que menos produziu gas.

Cromatogramas: Exemplos de cromatogramas gerados para uma amostra no inicio do
experimento sdo mostrados na Figura 3. Eles mostram grande quantidade de ar dentro do biorreator e
pouca quantidade de metano e gas carbonico.

‘. CH,
CH, COy
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PorapakQ Peneira Molecular
Figura 3 — Exemplos de cromatogramas gerados na segunda semana de experimento em pV x s.

Exemplos de cromatogramas gerados para uma amostra no final do experimento sao
mostrados na Figura 4. Eles mostram uma quantidade infima de ar e grande quantidade de metano.
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PorapakQ Peneira Molecular

Figura 4 — Exemplos de cromatogramas gerados na décima quinta semana de experimento em pV x s.
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Volume de metano gerado: A partir dos valores das areas dos picos obtidos na cromatografia,
foi possivel estimar a quantidade de metano gerada ao longo do processo. Primeiramente, dividiram-
se todas as areas obtidas por fatores de resposta obtidos por Dietz (1967), necessarios para se obter a
resposta real das quantidades presentes no biorreator (Priebe, 2013).

Com as novas areas obtidas, levou-se em consideracdo apenas o percentual entre elas. O tempo
do pico ndo foi rigorosamente considerado devido a sua grande sensibilidade & introducdo da amostra
no equipamento e ao estado do septo de borracha presente no local de introducéo da amostra.

Para o célculo da porcentagem de metano, considerou-se apenas a proporc¢do da area obtida na
Porapak Q, pois o pico referente a0 metano na Peneira Molecular ndo consegue separar
eficientemente o CO, do metano, o que acabaria amplificando esse sinal caso o percentual de metano
fosse dali obtido. A Peneira Molecular serviu apenas para acompanhar a quantidade de oxigénio
dentro do biorreator, que, caso ndo decrescesse, acusaria um possivel vazamento.

Uma vez obtido o percentual de metano nos dias em que se realizou a cromatografia, estimou-se
um comportamento linear entre cada um dos dias de cromatografia, e pode-se estimar o percentual de
metano nos dias em que ndo se realizou a medida. Multiplicou-se esse percentual pelo volume de gas
total obtido em cada dia e as curvas obtidas, com comportamento semelhante as curvas de gas total
gerado, sdo mostradas na Figura 5,
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Figura 5 — Média do volume de metano gerado de cada duplicata.

3.2. Crescimento dos microrganismos

Apoés trés semanas de incubacdo, foi observado crescimento microbiano, onde algumas
unidades formadoras de colbénia (UFC) sdo mostradas na Figura 6. A pouca quantidade de colbnias
apos tanto tempo de cultivo mostra que o meio é bastante seletivo para os microrganismos de
interesse, 0s metanogénicos, que apresentam crescimento lento (Whitman, 2006). Além disso, ndo foi
observado nenhum crescimento na superficie do meio, em contato com o ar, mostrando novamente a
seletividade do meio e que a presenca de oxigénio ndo afetou o crescimento no interior do meio,
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mostrando que ele é um meio bastante redutor. Ainda, a E. coli apresentou crescimento e a P.
aeruginosa néo cresceu, dentro do esperado.

Figura 6 — Exemplo de frasco da segunda diluigdo (1/10.000) com amostra extraida do sélido
precipitado com UFC indicadas ap6s 3 semanas de cultivo.

A contagem média de UFC apds 3 semanas de incubagdo resultou em 38,5.10° UFC/mL da
fase solida e em 5.10° UFC/mL da fase liquida do biorreator.

4. CONCLUSOES

Como ja comprovado por Priebe et al. (2013), o cromo néo é inibidor dos microrganismos. A
producdo de gas, especialmente de metano, comprovada pela cromatografia, mostra que ha atividade
metanogénica mesmo na presenca desse mineral.

A forma de armazenamento do lodo que se mostrou mais adequada, diferente do esperado, foi
em temperatura ambiente sem a vedacgéo para a entrada de O,. Acredita-se que a entrada de O, ndo foi
um fator que contribuiu, pois a difusdo do oxigénio ¢ ineficiente independente da temperatura, assim
0 lodo mantém-se em anaerobiose, condicdo necessaria para o crescimento dos microrganismos de
interesse. J& quanto a temperatura de armazenamento, acredita-se que manter 0s microrganismos em
baixas temperaturas retardou a sua adaptacdo aos biorreatores.

A adicdo de coldgeno favoreceu a adaptacdo dos microrganismos nos biorreatores, pois a
geracdo de gas foi maior no inicio dos experimentos com esse lodo. Isso era esperado devido ao fato
do colageno puro ser mais facil de degradar do que o presente no wet-blue. Entretanto, com o decorrer
do experimento, ndo se mostrou a forma que mais produziu metano. O motivo disso ainda sera
estudado.

O meétodo de isolamento, com relacdo ao ambiente anaerobio, mostrou-se eficiente, pois nédo
houve crescimento da P. aerugionosa, demonstrando a auséncia de O, disponivel no frasco.

A continuidade do trabalho se dara com as seguintes mudancgas no método apresentado: retirar
0s microrganismos na sua fase de crescimento maximo a partir de novos ensaios de biorreatores em
escala de bancada, utilizar atmosfera com CO, e N, para assegurar ainda mais a anaerobiose e utilizar
os lacres de aluminio nos frascos de penicilina desde 0 momento de preparacao dos frascos, evitando
perda de gases. Identificar os principais grupos de microrganismos isolados utilizando o método de
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PCR e sequenciamento utilizando o gene do RNA16S.
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