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RESUMO

A Transferéncia Direta de Elétrons Interespécies (TDEI) ocorre naturalmente em sistemas anaerdbios e consiste
no fluxo de elétrons de bactérias acidogénicas a arqueias metanogénicas por meio de conexdes fisicas e elétricas
compartilhadas, sem a necessidade de mediadores redox. A TDEI ndo requer as maltiplas etapas enziméticas
para produzir mediadores redox, tornando a sintrofia da microbiota mais consolidada e, consequentemente,
favorecendo os processos cinéticos que governam a utilizagdo do substrato e a produgdo de metano (CH,). Esse
processo pode ser favorecido pela da aplicacdo de materiais condutores (MC), como o 6xido de grafeno (OG) e
a magnetita (FesO4), 0s quais funcionam como condutores elétricos e nlcleos de agregagdo para a cultura
anaerobia. Com efeito, a aplicacdo conjunta de MC a base de carbono e a base de ferro apresenta-se como uma
estratégia atraente para estimular a TDEI e tornar a digestao anaerdbia (DA) de residuos organicos com elevadas
concentragBes de matéria organica mais eficiente e estavel. O objetivo deste trabalho foi avaliar o uso combinado
de Fes04 e OG na DA da 4gua residuéria de suinocultura (ARS) sob aspectos cinéticos de producgdo de CH4. 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 durante 35 dias. Foram adicionadas aos reatores doses de 0,1% e de 5% de MC
combinado (3Fe;04:10G) em relacdo a concentracdo de sélidos suspensos volateis. A adicdo de FesO4 e OG
nos ensaios de producdo de CH4 tendo ARS como substrato favoreceu a sintrofia da microbiota anaerdbia por
meio do estimulo a TDEI, acelerando a velocidade de producdo de CH4 e diminuindo o tempo de adaptacao dos
microrganismos ao substrato (fase lag). Além disso, a adi¢do dos MC promoveu o aumento de até 15% do teor
de CH4 no biogas. A eficiéncia de remogdo de DQO aumentou com o aumento da dose de MC, passando de
70% nos reatores sem adicdo de MC para 82% com a dose de 5%. Entretanto, os rendimentos de producdo de
CH,4 por DQO removida foram inferiores nos reatores com MC. Isso foi possivelmente ocasionado pelo desvio
energético para a reducdo bioldgica do OG, estresse ambiental devido aos grupos oxigenados do OG e
diminuicdo da disponibilidade de matéria organica sollvel devido as altas propriedades de adsorcao do grafeno.
Os resultados demonstram que a adigdo desses MC em baixas concentracfes é suficiente para acelerar e tornar
a DA mais eficiente.
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INTRODUCAO

A 4agua residuaria de suinocultura (ARS) é um residuo liquido complexo composto principalmente de fezes,
urina e de aguas utilizadas para fins de limpeza e higienizacdo das baias de suinocultura. A ARS apresenta
elevadas concentragBes de matéria organica, sélidos suspensos, nutrientes e micropoluentes, como antibioticos
(tetraciclina, trimetoprima e sulfametoxazol) e hormdnios (estrdgenos e andrégenos) (LOURINHO;
RODRIGUES; BRITO, 2020). Este efluente é gerado em elevadas quantidades em suinoculturas, tornando-se
um passivo ambiental desta atividade. Estima-se que 4 a 9 L de &guas residuarias sejam geradas diariamente por
cabeca de suino em um criatorio (MORAIS et al., 2021a). Por esses motivos, a ARS possui elevado potencial
poluidor, sendo imprescindivel seu tratamento antes de sua disposi¢do final (MORAIS; SANTOS, 2019).

Nesse cenério, a digestdo anaerdbia (DA) apresenta-se como um bioprocesso adequado e consolidado para o
tratamento de residuos agricolas. A DA é um bioprocesso realizado por um consorcio de microrganismos que
promovem a recuperagdo de energia a partir de residuos organicos. Este processo ocorre por meio da sintrofia
bioldgica entre bactérias e arqueias que harmonizam suas atividades metabdlicas para utilizar substratos
organicos que ndo poderiam ser catabolizados por eles de forma individual. Durante a DA ocorre um fluxo de
elétrons, em que os principais transportadores (mediadores redox) sdo o hidrogénio molecular (H) e o formiato
(HCOQO"), processo denominado de Transferéncia Indireta de Elétrons Interespécies (TIEI) (CAVALCANTE;
GEHRING; ZAIAT, 2021). Contudo, a DA de residuos organicos complexos, como agroindustriais ou
agricolas, enfrenta obstaculos caracteristicos, como o acimulo de acidos graxos volateis (AGVs), 0s quais
podem ser inibidores da atividade metanogénica, o acimulo de Hz que ocasiona a inibicdo da atividade
acetogénica, ocasionando acimulo de AGVs, e a dependéncia de mediadores redox para a conducéo de elétrons
(GAHLOT et al., 2020).

Nesse contexto, varias condi¢Oes operacionais e tecnologias estdo sendo investigadas para favorecer a DA de
residuos complexos, como a utilizacdo de temperaturas termofilicas (50° a 60°C), a microaeracdo e novas
configuracbes de reatores. Uma das abordagens mais recentes foi o favorecimento da sintrofia entre os
microrganismos por meio da Transferéncia Direta de Elétrons Interespécies (TDEI). A TDEI é 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 H; ou formiato (AJAY et al., 2020). A TDEI
ocorre naturalmente em um sistema de DA por meio de dois principais mecanismos: 1) via pili eletricamente
condutores (e-pili) e 2) via proteinas de transporte de elétrons ligadas a membrana (citocromos do tipo c).
Conforme Lin et al. (2017), o TDEI é mais vantajoso sob aspectos energéticos do que o TIEI porque ndo requer
as mdltiplas etapas enzimaticas para produzir mediadores redox, tornando a sintrofia da microbiota mais
consolidada e, consequentemente, favorecendo 0s processos cinéticos que governam a utilizacdo do substrato e
a producdo de metano (CHa).

A TDEI pode ser favorecida por meio de materiais condutores (MC), como carvéo ativado, biochar, 6xido de
grafeno e magnetita, os quais funcionam como conduite elétrico, promovendo a transferéncia de elétrons de
célula para célula entre as bactérias acidogénicas e as arqueias metanogénicas, e como suporte para a formacédo
de agregados microbianos (ZHAO et al., 2020). Além disso, a aplicacdo de MC pode evitar 0 consumo de
energia associado a producdo de pili condutores extracelulares e citocromos do tipo ¢ associados para o
fornecimento de conexdes elétricas bioldgicas entre as células (LIU et al., 2021). Assim, a promogao do TDEI
com MC pode acelerar a degradacdo de substratos e a produgdo de CHa, evitar a acidificacdo de digestores,
diminuir o tempo de fase lag e aumentar a taxa de produgdo de CH4 (ABBAS et al., 2021; LIN et al., 2018).

O grafeno é um nano material de carbono composto por uma Unica camada atdmica de atomos de carbono
bidimensionais com estrutura em favo de mel. Esta possui caracteristicas fisico-quimicas notérias para ser
utilizada como um promotor de TDEI e para melhorar a estabilidade e eficiéncia da DA, como alta condutividade
elétrica, grande area superficial e boa resisténcia mecanica (KOSTARELOS; NOVOSELOV, 2014). Em
contrapartida, o 6xido de grafeno é um precursor para a sintese em larga escala de grafeno e tem sido mais
utilizado em pesquisas sobre TDEI por ser mais facilmente obtido e ter menor custo (PONZELLI et al., 2022).
Contudo, suas propriedades fisico-quimicas sao diferentes das do grafeno, pois possui em sua superficie varios
grupos funcionais contendo oxigénio, como grupos hidroxila, epdxido, diol e carbonila (IGARASHI; MIYAKO;
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KATO, 2020), tornando a superficie do OG hidrofilica, ou seja, com alta dispersibilidade em &gua, mas ndo
possuindo eletrocondutividade (ZHOU; LIANG, 2014). A presenca desses grupos funcionais é estressante para
a microbiota anaerdbia, podendo inibir a reducéo bioldgica do OG a 6xido de grafeno reduzido (OGr), a qual é
fundamental para a TDEI e subsequente melhoria da DA, pois 0 OGr possui propriedades fisico-quimicas
similares ao grafeno puro (VIRDIS; DENNIS, 2017).

Outro MC que estd em ampla investigacdo é a magnetita, um mineral ferrimagnético encontrado na natureza na
forma de oxido de ferro-111 (Fe;04), sendo comumente usada como um aditivo para tratar varios poluentes. Em
sistemas anaerébios, é aplicada devido suas propriedades condutoras que facilitam o TDEI, promovem relacGes
sintréficas microbianas que ocasionam uma alta taxa de degradacdo da matéria organica e aumentam a produgao
de CH4 (CAVALCANTE; GEHRING; ZAIAT, 2021). A principal diferenca entre a magnetita e os materiais a
base de carbono é o tamanho das particulas, o que sugere diferentes mecanismos promotores de TDEI. Os MC
carbonaceos tém particulas grandes e, por isso, funcionam como conduites elétricos para a troca de elétrons de
longo alcance (centenas de micrémetros ou mais) entre os parceiros TDEI. Em contraponto, a magnetita
geralmente € aplicada em nanoparticulas, atuando no transporte de elétrons célula a célula, substituindo a fungéo
do citocromo do tipo ¢, ou associando-se aos e-pili para facilitar o fluxo de elétrons (BAEK; KIM; LEE, 2016;
UEKI et al., 2018). Com efeito, a aplicacdo conjunta de MC a base de carbono e a base de ferro torna-se uma
estratégia atraente para estimular diferentes mecanismos de TDEI e promover uma DA mais eficiente e estavel.
Nesse sentido, apesar da extensa pesquisa sobre o tratamento anaerébio da ARS, sdo escassas ha literatura
técnica pesquisas conduzidas com a aplicacdo de OG e Fe3O4 de forma combinada para o tratamento deste
efluente.

Mediante o exposto, 0 objetivo e a inovacédo deste trabalho foi avaliar o0 uso combinado de magnetita e 6xido de
grafeno na digestdo anaerdbia da agua residuéria de suinocultura sob aspectos cinéticos de produgdo de metano
e de degradacdo da matéria orgénica particulada.

MATERIAIS E METODOS

A 4gua residuaria de suinocultura (ARS) utilizada como substrato foi proveniente da higienizacdo das 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 (DZ0O) da Universidade Federal do Ceara (UFC) em Fortaleza, Ceara, Brasil. Foi
aplicado um peneiramento (malha quadrada de abertura de 2 mm) como tratamento preliminar da ARS, visando
a separacdo dos solidos grosseiros e, posteriormente, o efluente foi e caracterizado conforme o Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2017).

Foi utilizado como in6culo um lodo sanitario obtido de um Reator Anaerdébio 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 condi¢des mesofilicas no tratamento de esgoto
sanitario. Apos a coleta, o inoculo foi caracterizado, apresentando concentraces de solidos totais (ST), sélidos
totais volateis (STV), solidos totais fixos (STF) e sélidos suspensos volateis (SSV) de 81,2 + 1,6; 48,3 £ 0,9;
32,9+1,7,47,2+ 1 g L%, respectivamente, bem como relagdo SSV/ST média de 0,58, qualificando o lodo como
um inéculo com aproximadamente 58% de fragcdo orgénica (microrganismaos).

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 e 100 mL destinados ao headspace, operando em regime
de batelada alimentada. Foi utilizado como material condutor e estimulante da Transferéncia Direta de Elétrons
Interespécies (TDEI) uma solugdo de magnetita e dxido de grafeno (Fes0.:0G) na proporcdo 3:1 com
concentragdo de 0,01 gMC mL7, sintetizada por meio da abordagem de Hummers (TANG et al., 2012).

Os substratos e inéculos foram adicionados aos reatores em quantidades adequadas para a obtencdo de uma
relagdo substrato/indculo (S/1) de 0,50 + 0,01 gpoo-gssv>. Os materiais condutores (MC) foram adicionados em
duas dosagens: 0,1% (3 mgMC L, sendo 2,25 mgFesO4 L™ € 0,75 mgOG L™ ou 0,75 mgFe30s gssv* € 0,25
mgOG gssv') e 5% (150 mgMC L, sendo 112,5 mgFesO4 L € 37,5 mgOG L ou 37,5 mgFes0, gssv™ € 12,5
mgOG gssv?), ambas em relacdo aos SSV presentes nos reatores. As concentracdes adicionadas foram
determinadas conforme estudos anteriores (MURATCOBANOGLU et al., 2021; TIAN et al., 2017; ZHANG
etal., 2017). As concentracdes dos nutrientes e a formulagdo do meio basal foi realizada segundo Morais et al.
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(2021b), em que: macronutrientes (mg L™) — NH4CI (500); KH,PO4 (650); K:HPO,4 (150); MgCl, (100);
CaCl,.2H,0 (100); NazS.7H,0 (50); FeCls.6H,0 (2), e micronutrientes (mg L) — ZnCl, (0.05); CuCl,.2H,0
(0.03); MnCl2.4H,0 (0.5); (NH4)sM07024.4H,0 (0.05); CoCl2.6H,0 (2); NiCl,.6H,0 (0.05); H3BO5 (0.01);
AICl3.6H,0 (0.05), e HCI em solugéo (1 mL L?). O pH inicial foi ajustado para 7,0 com solugbes de NaOH
40% e HCI 10% e, posteriormente, o bicarbonato de sédio (NaHCO3) foi adicionado como tampéo na propor¢ao
de 1 g de DQO para 1 g de tamp@o.

Os reatores foram selados com rolhas de borracha butilica e tampas de aluminio. Nitrogénio gasoso (N.) foi
usado como gas de purga por 1 min para cada reator (MORAIS et al., 2021c). Os reatores foram mantidos em
incubadora (Marconi modelo MA-420) sob agitacéo orbital de 150 rpm e temperatura mesofilica (37 = 0,1°C).
Cada ciclo da batelada alimentada durou 35 dias, tempo adequado para que a producéo diaria de CHa, por trés
dias consecutivos, fosse inferior a 1% do volume acumulado de CH4 (FILER; DING; CHANG, 2019;
HOLLIGER et al., 2016). Para fins de balanco de massa e de estudo cinético da degradacdo da matéria organica
total, sollvel e particulada durante o processo de digestdo anaerdbia da ARS, foram realizadas coletas de 2,5
mL do liquido reacional nos dias 0, 2, 4, 7, 14, 21, 28 e 35. O balango de massa em termos de mg de matéria
organica foi calculado utilizando as equacdes apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Equagdes utilizadas no célculo do balan¢o de massa e de rendimentos.

Equacéao Equacéo do Balanco de Massa

1 DQOresidual = DQOso1ivel = DQO4cidos
2 DQOconvertida = DQOtotal - DQOresidual
3 DQOssy = DQOconvertida — DQOcHa — DQOjs¢idos
4 DQO0remov = DQO0¢otar — DQO0soriver

DQO i
5 %DQOconvertida = W x 100

ota
DQOécidos
6 %DQO0:4cidos = ———— x 100
acidos Dé)OQototal

7 %DQ0ssv = 5o Otsst"l x 100

ota

DQOresidual
8 %DQO0 esi =———x100
Y rESldualDQODQOtOtal

9 %DQOcys = Wt“t“l x 100

ota

VCH4—
10 Y1 =—
e DQ0remon
11 Y2 —__CH%
cHe DQOtotal

Legenda: DQOresiqual: Massa de DQO sollvel residual ndo convertida em acidos carboxilicos; DQOscidos: Massa de DQO
soltvel convertida em acidos carboxilicos; DQOsoraver: Massa de DQO soltvel total (acidos + residual); DQO convertida: Massa
de DQO direcionada para a producdo de acidos carboxilicos, formagédo de metano e crescimento celular; DQOxota Massa de
DQO total aplicada no reator; DQOssv: Massa de DQO direcionada para crescimento celular ou removida por sedimentacéo;
DQOcH4: Massa de DQO removida por produgdo de metano; DQOremov: Massa de DQO removida do sistema; Vcha: volume
de metano produzido; Y1: rendimento de producdo de metano por DQO removida; Y2: rendimento de producéo de metano
por DQO aplicada.

A quantificagdo volumétrica de CH, foi realizada por meio de um transmissor de pressdéo manométrica (Warme
LTDA, Brasil). No inicio e ao final do experimento foram realizadas anélises de pH, séries de s6lidos e demanda
quimica de oxigénio (DQO) total, particulado e soltvel. As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo
com o Standard Methods (APHA, 2017). Ao final de cada ciclo da batelada alimentada, uma amostra de 1 mL
de biogas de cada reator foi analisada por cromatografia gasosa para determinar a composicao do biogas (CHa,
CO2, H3S, N2). As amostras de biogas foram coletadas com seringas a prova de gas (seringa SampleLock,
Hamilton Company, EUA). A composicdo do biogas foi analisada por cromatografia gasosa com deteccéo por
descarga por ionizacdo 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)
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(Agilent Technologies Inc., EUA). As temperaturas do forno, injetor e detector foram 250, 50 e 100 °C,
respectivamente. O gas hélio foi selecionado como gas de arraste em um fluxo de 2 mL min, e o tempo de
execu¢do do método foi de 9 min (MORAIS et al., 2020). A pressdo interna do reator foi convertida em volume
de CH4 usando as Condic¢Bes Normais de Temperatura e Pressdo (CNTP) como referéncia [Pres = 1 atm (1.013,25
mbar) e Ter: 273 K (0°C)]. Assim, foi utilizado a porcentagem de CH4 no biogas, a pressdo registrada no
mandmetro (mbar) e um fator de conversdo (mL para mbar™) para obter o volume gerado de CH4 (MORAIS et
al., 2021b).

A producdo dos acidos carboxilicos (acético — Cy, propidnico — Cs, butirico — Ca, isovalérico — iso-Cs e valérico
— Cs) foi mensurada ao inicio e ao término de cada ciclo do experimento por meio de um cromatdégrafo gasoso
com deteccdo por ionizacdo de chama (HS-GC-FID, headspace-gas chromatography-flame ionization
detection) (Trace GC Ultra, Thermo Scientific, USA), equipado com coluna capilar FFAP-CP (25m x 0,32mm,
I.D. 0,3um), da Agilent Technologies (Holanda), conforme método descrito por De Sousa e Silva et al. (2021).
As amostras foram diluidas com agua ultrapura (sistema Milli-Q, EMD Millipore, EUA) na proporcao de 1:1
para um volume final de 2 mL diretamente em frascos de vidro (20 mL) para extracdo do headspace (13 min a
100 °C) (Supelco, EUA), que foram selados com septos de PTFE/silicone e selos de aluminio (Supelco, EUA),
segundo Monteiro et al. (2016) com modificagBes. As temperaturas do detector, injetor e forno foram de 280,
250 e 100 °C, respectivamente. O hidrogénio foi o gas de arraste e as condi¢des de fluxo foram de 1,5 mL min
! por 11,4 min. Para as anélises cromatograficas e para as analises de DQO sol(vel, as amostras foram filtradas
em membrana de fibra de vidro com poro de 0,45 pm (EMD Millipore, EUA).

O teste de PBM foi realizado em regime de batelada alimentada em 4 ciclos de tratamento, cada ciclo com 35
dias de duracéo, quando o sobrenadante dos reatores era removido e um novo meio basal com alimentagédo era
inserido, totalizando 140 dias de ensaio. O experimento foi conduzido com trés tratamentos: 1) reatores trabalho
(RT): indculo + ARS, 2) reatores A (RA): inoculo + ARS + 0,1% de MC, 3) reatores B (RB): indculo + ARS +
5% de MC. Os tratamentos foram avaliados em quatro repetices idénticas, totalizando 12 reatores.
Paralelamente aos reatores utilizados nos tratamentos, foram incubados 3 reatores para controle endégeno,
contendo apenas in6culo com meio basal e tampao, ou seja, sem fonte de carbono proveniente de substrato.
Estes reatores tiveram como objetivo avaliar a producéo residual de CH4 do indculo, possibilitando estudos de
producdo liquida de CH.. Também foram incubados 3 reatores com glicose visando obter a Atividade
Metanogénica Especifica (AME) do lodo de in6culo. Contudo, esses reatores ndo foram considerados como
tratamentos. O delineamento experimental pode ser observado na Figura 1.

As variaveis resposta para o ensaio foram: 1) eficiéncia de remocdo de DQO (%); 2) rendimentos de producao
de CH,4 por DQO removida (Y1, NLchs goooremov?) € aplicada (Y2, NLcha Opgosp™®); 3) composicéo do biogas
(CHq4 e CO2, %); 4) velocidade de produgdo de CH4 (k, d1); 5) taxa maxima de producio de CH, (UM, NLcus
Kgssvt d); e 6) velocidade de degradacio da matéria organica particulada (ky, d*).

Modelos matematicos de producdo comumente utilizados na literatura (Tabela 2) foram aplicados para estimar
0s pardmetros cinéticos que governam a metaniza¢do da ARS e calcular a taxa méxima de producdo de CH4
(um), parametro empregado para determinar a AME (Kgpgocrs gssv? d™) do inéculo utilizando glicose como
substrato. Também foram selecionados modelos para avaliar a cinética de degradacdo de matéria orgénica
particulada (Tabela 3). A aderéncia dos modelos ao perfil cinético de producdo de CH4 e de hidrdlise, os valores
do coeficiente de determinagdo (R?), o erro quadratico médio normalizado (NRMSE) e o Critério de Informagio
de Akaike (AIC), foram determinados de acordo com Coelho et al. (2020). Quanto maior o valor de R e menor
o valor de NRMSE e AIC, maior serd a adequagdo dos dados estimados aos dados experimentais.
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Tabela 2: Descricdo tedrica e equacao dos modelos matematicos aplicados na modelagem cinética de
producdo de metano.

Descricdo dos Modelos Matemaéticos

Equacédo do modelo matematico

Primeira-Ordem Exponencial

E um modelo comumente aplicado a substratos
facilmente biodegradaveis. Permite estimar a
constante de degradacéo do substrato (k).

M, = M[1— exp(—kt)]

Monomolecular

E uma funcio de retornos decrescentes capaz de
estimar o tempo da fase de laténcia (1) e a constante
de degradacéo do substrato (k). Ja era usado para
estimar a producdo de metano a partir de esterco de
porco e bufalo.

M, = M[l — exp (—k(t - A))]

Fitzhugh e Cone

Sdo modelos utilizados para monitorar a producdo
de metano a partir de substrato particulado na
presenca de microrganismos ruminais. Entretanto,
podem ser comumente aplicados para descrever a
cinética de formagdo de outros produtos.
Apresentam uma constante de forma (n) que indica
a presenga (n > 1) ou auséncia da fase lag (n< 1) e
também estimam a constante de velocidade de
producdo (k).

M, = M[1— exp(—kt)"]

M

M= 17 (kt)™™

Gompertz Modificado

Este modelo é um dos modelos mais aplicados para
estimar a produgdo de metano em testes de BMP.
Ele nos permite estimar o tempo da fase de laténcia
(M) e a constante de degradagdo do substrato (k). A
funcdo de Gompertz tem um ponto de inflex@o fixo
e é assimétrica em relacdo ao seu ponto. A curva
desta funcdo é modelada de acordo com a
localizacdo do ponto de inflexdo.

M, = Mexp {—exp [u;'l;—e A=-t)+ 1]}

Logistico

Este modelo permite estimar o tempo da fase de
laténcia (M) e a constante de degradagédo do substrato
(k). Como modelo de Gompertz, possui um ponto de
inflexdo fixo e a curva é modelada de acordo com
sua localizag@o. No entanto, ao contrério do modelo
de Gompertz modificado, € uma fungéo simétrica
em relacdo ao seu ponto de inflexdo.

M
4pm(A—=1)
=0

M, =
1+exp

Transference

Este modelo também é conhecido como Curva de
Reacdo. Permite estimar a taxa maxima de producéo
de metano (um) e o tempo da fase de laténcia (A).
Considera que qualquer processo pode ser estudado
como um sistema gue recebe entradas e gera saidas.

M= M {1 —exp [—W]}

Richards

O modelo Richards introduz um parametro de forma
(v) que permite que o ponto de inflexéo seja variavel
facilitando o ajuste as curvas experimentais. Quando
v =0 0 modelo é reduzido ao modelo de Gompertz
e para v > |1 o modelo torna-se o Logistico. O
modelo é capaz de estimar produtividade maxima
(Um) € o tempo da fase lag (A).

M, = M{l +v.exp(1+v).exp [ﬂﬁm 1+v) (1 + %) - t)]}

(=1/v)

Referéncias: (COELHO et al., 2020b; DE SOUSA SILVA et al., 2022; MORAIS, 2019; MORAIS et al., 2021d).

Legenda: Mg metano acumulado (NLchs Kgssvt); M: volume total de metano gerado (NLcha Kgssv®); k: constante de
velocidade produgdo de metano de primeira-ordem (d-%); t: tempo de digestdo (d); n: constante de forma (adimensional); e:
ntimero de Euler (adimensional); A: tempo da fase lag (d); um: taxa maxima de producdo de metano (NLcrs Kgssv?t d1); v:
parametro de forma do modelo Richards (adimensional).
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@ Configuragdo Experimental Inéculo + meio basal + tampao em pH 7.0
Reatores batelada com 300 mL Ensaio de Potencial Bioquimico de
et - 200 mL de volume reactional Metano (PBM)

Razéo S/l de 0,50 gDQO gSSV

|a-~ O — L
ARS Glicose — = 1
, J
Reatores em quadruplicata ) =
— 12 Parcelas experimentais %
) . b -
\ - |7l
- 2 o ._j NEE >
Lodo Sanitério = E = b
3 ' = g
(LS) Solugao de B
Magnetitae Oxido Reatores Controle .
de Grafeno (Exemplos: 1. Inéculo + GL + Meio basal; 37 °C e 150 rpm 35 dias

2. Inéculo sem fonte de carbono)

1. Coleta de sobrenadante (2,5 mL) nos dias Anali

Reatores em triplicata

Coleta de dados Obtengao de
cromatograma

Processamento de dados e
andlise computacional

Rl {sticae

0,2,4,7,14,21,28 e 35.
2. Coleta de amostra de biogas (1 mL) de
cada reator ao final do ensaio

cinética com os dados experimentais

Figura 1: Delineamento experimental do ensaio de Potencial Bioquimico de Metano com ARS e
materiais condutores (magnetita e 6xido de grafeno).

Tabela 3: Descricdo tedrica e equacao dos modelos matematicos aplicados na modelagem cinética de
degradacdo de matéria organica.

Descricdo dos Modelos Matematicos

Equacdo do modelo matematico

Primeira-Ordem

Modelo cinético que descreve a degradagdo do
substrato como uma cinética de primeira ordem.
Estima a constante cinética de primeira ordem (k)
que representa uma medida de biodegradabilidade.
Quanto maior o valor de k, maio a
biodegradabilidade do substrato.

C, = Coexp (—Kyt)

Primeira-Ordem com residual

Descreve a degradagdo do substrato como uma
cinética de primeira ordem e considera a
concentracdo residual (no fim do periodo de
digestdo) de matéria organica como uma correcdo
para o0 modelo tradicional de primeira ordem.

Ce = G + (Co — G )exp (—Kyt)

Referéncias: (MORAIS, 2019; RODRIGUES et al., 2004).

Legenda: Ct: concentragdo de matéria organica particulada no tempo (gDQO L-1); CO: concentragdo de matéria organica
particulada inicial (gDQO L1); Cr: concentracdo de matéria organica particulada residual (gDQO L™1); kx: constante de

velocidade de hidrélise (d1); t: tempo de digesto (d).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 4 apresenta os resultados da caracterizagdo fisico-quimica e microbiolégica da ARS utilizada no
experimento, a qual corrobora para os relatos da literatura técnica sobre a elevada concentracdo de matéria
organica particulada, s6lidos suspensos, 0leos e graxas e nutrientes, como fdésforo e nitrogénio, presentes nesta
agua residudria. Observa-se a elevada alcalinidade deste efluente, ocasionada, principalmente, pelas elevadas
concentragdes de nitrogénio amoniacal. Também é possivel confirmar a elevada carga microbiolégica pelos
valores de Coliformes Termotolerantes (CT) e de Escherichia coli (E. coli).

Tabela 4: Caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica da ARS.

Parametro Unidade Média Desvlo Parametro Unidade Média Desvlo
Padréo Padréo
Fosforo 3
pH - 71 - Total mg POs3/L 510,6 2,2
CE pS/cm 1.338,0 - Ortofosfato ~ mg PO43/L 191,1 11,8
Carboidrato mg/L 881,2 28,0 Fosforo i posL 3195 64,0
Organico
Proteina mg/L 1.172,8 66,2 SO4* mg SO4Z/L 1146 18
Cor Aparente mgPt-Co/L 4.116,7 38,2 F mg F/L 33 0,0
Cor Verdadeira  mgPt-Co/L 1.865,0 13,2 Cl mg CI'/L 1741 2,2
Alcalinidade mgCaCOs/L 2.366,7 153,2 Br mg Br/L 1,6 0,2
Acidez mgH3EOOH/ 3.303,4 1265 ST mg ST/L 14012 6421
N'tTrgf:{"o mg-N/L 661,6 40,5 STV mg STV/L 9.728 784
NTK mg N-NTK/L 660,6 40,6 STF mg STF/L 4.283 850
NItrogenio o N.Norg/L 4245 39,6 SDT mg SDT/L 6.041 225
Organico
Nitrogenio N NHyL 2361 1,6 SDV mg SDV/L 3.000 630
Amoniacal
NO2 mg N-NO2/L 0,5 0,9 SDF mg SDF/L 3.041 449
NO3z mg N-NO3z7/L 0,5 0,6 SST mg SST/L 7.971 859
DQOr mgO2/L 16.933 423 Y, mg SSV/L 6.729 769
DQOs mgO2/L 4034 414 SSF mg SSF/L 1.242 407
DQOr mgO2/L 11.554 700 0.G mg 0.G/L 1.253,3 231,8
DBOs?*Ct mgO2/L 8.700 424 CT NMP/100mL  1,6E+08 -
DBOs?"Cg mgO2/L 6.150 212 E.coli NMP/100mL  9,9E+07 -
DBOs?Cp mgO2/L 2.550 212

Legenda: pH: potencial hidrogenidnico. CE: condutividade elétrica. NTK: nitrogénio total kjeldahl. NO: nitrito. NOs™:
nitrato. DQOT,sp: demanda quimica de oxigénio total, soltvel e particulada. DBO+ s p: demanda bioldgica de oxigénio total,
soltvel e particulada. SO4%: sulfato. F: fluoreto. CI- cloreto. Br: brometo. ST: solidos totais. STV: sdlidos totais volateis.
SFT: sélidos totais fixos. SDT: solidos dissolvidos totais. SDV: s6lidos dissolvidos fixos. SST: sélidos suspensos totais.
SSV: solidos suspensos volateis. SSF: sélidos suspensos fixos. O.G: 6leos e graxas.

Observa-se que a relacéo entre carbono e nitrogénio (C/N) presente na ARS € igual a 25, indicando um balanco
apropriado entre matéria organica e nitrogénio para a biometanizacdo do substrato (WEILAND, 2010). Uma
alta relacdo C/N indica um déficit de nitrogénio o que pode promover acimulo de acidos organicos e provocar
0 azedamento do reator anaerdbio, ja uma baixa relacdo C/N o nitrogénio pode se acumular na forma de amdnia
e provocar efeitos toxicos sobre 0s microrganismos metanogénicos. A relagdo DQO/DBO da ARS é menor do
que 2,5, indicando sua tratabilidade em processos bioldgicos. O lodo utilizado como in6culo apresentou AME
média de 0,150 Kgpgocha Kgssv? d* valor superior a 0,10 Kgpgocrs Kgssv™! d!, 0 qual é a condicdo minima
para um inéculo ser utilizado em testes de PBM com substratos reais (ANGELIDAKI et al., 2009).
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Conforme balango de massa realizado ao final do experimento (Tabela 5), 43% da DQO aplicada nos reatores
sem a adi¢cdo de materiais condutores (RT) foi convertida a CH4, 29% estava na forma de &cidos carboxilicos e
27% foi direcionada ao crescimento celular em conjunto com o processo de sedimentacdo de matéria organica
particulada. Nos reatores RA foi obtida uma menor porcentagem de conversdo de DQO a CH4 (37%), enquanto
nos reatores RB foi obtido valor superior (46%). Os controles quimicos e endégenos ndo apresentaram producao
de CH4 consideraveis.

Tabela 5: Balango de massa (valores médios).

Reator DQOcHa4 (%) DQOaavs (%) DQOsv (%)
RT 43 29 27
RA 37 26 36
RB 46 18 36

Os reatores RA e RB apresentaram maior eficiéncia de remocdo (E.R) de DQO, 73,8% e 81,9%,
respectivamente, quando comparados ao RT que obteve 70,7% (Tabela 6). Contudo a porcentagem de matéria
organica removida por meio da metanizacao e, consequentemente, o rendimento de produ¢do de CH4 por DQO
removida (Y1), foram inferiores nos reatores que receberam Oxido de grafeno (OG) e magnetita (FezOq).
Enquanto isso, o rendimento de producéo de CH4 por DQO aplicada (Y2) foi superior nos RB. Contudo, tais
valores foram menores aos relatados por outros pesquisadores que avaliaram a metanizacdo da ARS (KAFLE;
KIM, 2013; MORAIS et al., 2019). Nesse contexto, Zhang et al. (2017) avaliaram a adi¢do de OG na DA de
dejeto suino utilizando como indculo um lodo adaptado ao tratamento de residuos de suinocultura. O
experimento foi conduzido em reatores batelada, com volume reacional de 400 mL, mantidos a 37 °C durante
22 dias a 150 rpm. As doses de OG avaliadas foram 0 mg/L, 5 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L e 500 mg/L. Os autores
reportaram que todas as doses de OG ocasionaram reducéo na producdo acumulada de CH. em relacdo ao valor
obtido no reator controle (sem adi¢do de OG). A reducdo méaxima (17%) foi obtida com a dose de 500 mg/L e
a menor redugdo (2,7%) ocorreu com o uso de 100 mg/L de OG. Assim, os autores concluiram que o potencial
biolégico de CH4 do esterco suino foi reduzido devido a adicdo de OG, mas ndo apresentaram e discutiram
possiveis causas para este resultado.

Tabela 6: Rendimentos de producdo e eficiéncia de remocdo de matéria organica (valores médios).
DQO removida

reator por metanizacio Ylcha Y2cHa E.R Composic¢éo do Biogas
(NmLcha (NmLcha
0, o) 0, 0,
(%) gDQOremov?)  gDQOap?) (%) CHa (%) CO2(%)
RT 61,3 244 173 70,7 81,2 18,80
RA 50,6 201 149 73,8 92,0 7,97
RB 56,0 223 183 81,9 93,5 6,54

A producéo de CH4 limitada é baseada em trés razdes potenciais: 1) a reducéo biolégica do OG consome elétrons
do substrato fornecido, que de outra forma estaria disponivel para a produgio de CH, (BUENO-LOPEZ et al.,
2018); 2) a introducdo do nanomaterial atua inicialmente como um estressor ambiental, causando a inibicéo da
atividade bacteriana incluindo morte celular, envolvimento e aprisionamento (PONZELLI et al., 2022); 3) as
altas propriedades de adsorcdo do material de grafeno também podem contribuir para a menor produgdo
cumulativa de CHa4, porque a matéria organica sollvel pode ser adsorvida e, portanto, estd menos disponivel
para a producdo de CH4 (DONG et al., 2019). Esses impactos negativos parecem limitar-se ao primeiro contato
do OG com a microbiota, quando este é alterado para OG reduzido (OGr). Nesse contexto, Ponzelli et al. (2022),
sugerem que o periodo experimental seja prolongado, visando fornecer tempo necessario para a cultura
anaerodbia se adaptar ao aditivo e transformar o estressor em um estimulador, além de indicar que a utilizacdo
de OGr seja mais vantajosa devido a ndo necessidade de da reducao bioldgica do OG para a remocéo de grupos
funcionais de oxigénio ligados a sua estrutura.

Devido a esses efeitos negativos do OG, Lin et al. (2017) preferiram utilizar grafeno puro para avaliar o estimulo
a TDEI durante a DA do etanol 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
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grafeno 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 grafeno foi de 5 a 10 um. As concentracBes de grafeno avaliadas foram
de 0, 0,5, 1,0 e 2,0 g/L, enquanto para 0 CA os autores utilizaram maiores concentragdes (0, 5, 10, 20 e 30 g/L)
devido a condutividade elétrica do CA ser muito inferior & do grafeno. Todas as concentra¢fes de grafeno
favoreceram a metanogénese. A concentragdo ideal de grafeno (1,0 g/L) resultou em um aumento de 25% no
rendimento de CH4 e um aumento de 19,5% na taxa maxima de producéo, valores superiores aos obtidos nos
ensaios com a dose de 20 g/L CA, a qual apresentou melhores resultados para este MC (aumento de 12,8% no
rendimento de producdo de CH4 e em 13,7% a taxa maxima de produgdo). A presenga desses MC diminuiu o
tempo de fase lag e acelerou a cinética de degradacdo do etanol. Na presenca de 1,0 g/L de grafeno e de 20,0
g/lL de CA, 50,3% e 43,5% de etanol foram consumidos nos primeiros 2 dias de DA, respectivamente.
Comparativamente, apenas 32% de etanol foi consumido na auséncia de MC. Os autores concluiram que 0s
efeitos da adigdo de grafeno foram mais benéficos e eficientes para aprimorar a DA do etanol e apresentaram 0s
seguintes motivos: 1) a condutividade elétrica do grafeno é muito maior que a do CA, resultando em maior
eficiéncia na transferéncia de elétrons na TDEI e 2) o tamanho micro do grafeno resulta em uma maior area de
superficie especifica e uma melhor interagdo com os microrganismos.

Conforme apresentado na Tabela 6, a porcentagem de CH. no biogas aumentou com a adi¢do de OG e Fe30x,
passando de 81,2% em RT para 93,5% em RB. Este resultado esta consoante a pesquisa de Murat¢obanoglu et
al. (2021) que relataram o aumento de 5,4% no teor de CH, pela aplicacdo de 20 mg L de OGr no tratamento
mesofilico de estrume de vaca em reatores batelada de 300 mL, tendo como in6culo lodo sanitario. Os autores
também reportaram o aumento de 65% na produgdo de biogas o que deve ter sido possibilitado devido a
utilizacdo do OG em sua forma reduzida e do maior tempo de operacdo (45 dias).

As Curvas Cumulativas de Metano (CCM) e as curvas geradas pela modelagem cinética de producdo podem ser
observadas na Figura 2 (A, B e C). As CCM obtidas apresentaram forma sigmoidal (curva em forma de S
alongado), as quais indicam a presenga de trés fases na metanizagdo: fase de producdo lenta de CHs (fase lag),
fase de producdo rapida (fase exponencial) e a fase de estabilizacdo onde a taxa de producgdo diminui e,
eventualmente, tende a zero. Essas curvas sdo tipicas de substratos que possuem altas concentracfes de
compostos organicos complexos, como gorduras, e indicam a formagdo mais lenta e gradual de CHa
(LABATUT; ANGENENT; SCOTT, 2011). Dentre os dez modelos cinéticos avaliados, o modelo de Richards
foi 0 que mais eficaz em descrever a metanizacdo da ARS, assim como relatado por Morais et al. (2021c). Os
parametros cinéticos que governam a geracao de CH, sdo apresentados na Tabela 7.

As curvas geradas pela modelagem cinética de hidrélise podem observadas na Figura 2 (D, E e F). O modelo
de primeira ordem com residual foi o mais fidedigno para simular o consumo da matéria organica particulada,
fornecendo de forma mais acurada a constante de velocidade (kn) do processo (Tabela 7). Assim como
reportado por Morais et al. (2021b), o modelo cinético sigmoidal Transference foi o mais adequado para simular
a CCM da glicose e, por meio dele, foi estimado uma Atividade Metanogénica Especifica (AME) de 0,150
Kgpgocra Kgssv! d. Os pardmetros cinéticos relacionam-se diretamente com a sintrofia da microbiota
anaerobia e sua afinidade em utilizar o substrato, sendo indicativos do desempenho do processo anaerébio e do
favorecimento ao processo de Transferéncia Direta de Elétrons Interespécies (TDEI).

A adi¢do dos MC favoreceu o TDEI como pode ser entendido pelos valores obtidos dos parametros cinéticos de
producéo de CH4 (Tabela 7). A diminuigdo do tempo de fase lag (A) médio de 30% foi indicada pelos modelos
sigmoidais aplicados e os modelos exponenciais indicaram o aumento de 10% a 16% na constante de velocidade
de producdo de CHs4 (k). Lin et al. (2017, 2018), também obtiveram cinética melhorada pela utilizacdo de OG
em sistemas anaerobios. A exemplo, Ponzelli et al. (2022) utilizaram 20 mgOG gsv* em um sistema de batelada
alimentada e obtiveram um aumento de até 210% para a constante de velocidade de primeira ordem (k) em
comparagdo com o controle que néo recebeu MC. Estes autores concluiram que dado o tempo de adaptacéo da
biomassa a0 OG uma concentragio de 10 mgOG gssv™* é suficiente para aumentar a velocidade de producio de
CHj4 (k) de substrato facilmente biodegradaveis, como a glicose. De acordo com os dados cinéticos obtidos, a
adicdo de dos MC diminuiu a velocidade de degradacdo da matéria orgénica particulada (kn) em relagéo ao
reator sem MC (Tabela 7), corroborando para o entendimento que o OG promoveu morte celular devido seu
potencial de estressor ambiental.
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Figura 2: Perfis de produgdo de metano e hidrolise de matéria organica particulada para cada
tratamento analisado.
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Tabela 7: Valores dos parametros cinéticos obtidos por modelagem matematica da curva cumulativa de

metano e da hidrolise da matéria orgénica particulada.

Producdo de Metano

Modelo Parametros Reator Tr. Reator 0,1% Reator 5%
Primeira Ordem k (dY) 0,050 0,055 0,058
Exponencial R? 0,884 0,908 0,906
AIC 88,30 72,95 83,46
K" (Lcha Kgssv d ) 0,0007 0,001 0,0009
Seg)‘(‘ggﬁeggg?m R? 0,779 0,816 0,797
AIC 99,30 84,67 96,43
k (dY) 0,053 0,055 0,060
Monomolecular () 0,85 0,00 0,57
R? 0,888 0,908 0,908
AIC 89,70 74,95 85,08
k (dY) 0,102 0,073 0,107
. n 3,14 1,50 2,76
Fitzhugh R? 0,942 0,918 0,949
AIC 80,42 74,98 76,98
k (dY) 0,063 0,073 0,070
Cone n 2,82 2,05 2,64
R? 0,931 0,891 0,937
AIC 81,43 77,87 78,68
k (d?) 0,048 0,053 0,055
BPK Um (Lchs Kgssv™ d?) 5,41 4,56 5,86
R? 0,884 0,908 0,906
AIC 90,30 74,95 85,46
Um (Lcha Kgssvt d?) 4,41 3,04 4,44
e A(d) 3,13 0,00 2,07
Gompertz Modificado R? 0,960 0,053 0,968
AIC 72,29 63,66 66,93
Um (Lcrs Kgssv™ d) 4,51 2,98 4,48
Logistico A(d) 4,48 0,79 3,21
R? 0,983 0,972 0,987
AIC 58,16 54,92 51,76
Um (Lcrs Kgssvt d?) 5,98 4,80 6,40
Transference () 0,85 0,00 0,57
R? 0,888 0,908 0,908
AIC 89,70 74,95 85,08
v 3,58 3,80 2,50
Um (Lcrs Kgssvt d?) 6,08 3,96 5,61
Richards A(d) 7,19 3,77 4,71
R? 0,992 0,982 0,992
AIC 46,80 49,64 45,31
Hidrolise
Modelo Parametros Reator Tr. Reator 0,1% Reator 5%
. kn (dh) 0,827 0,591 0,556
Pré”;;:)rrfegg‘;fm R? 0,925 0,777 0,411
AIC -29,801 -25,284 -19,874
Primeira Ordem kn (d?) 1,312 1,44 1,00
Exponencial com R? 0,994 0,994 0,783
Residual AIC -50,205 -54,220 -27,859
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CONCLUSOES

A adi¢do de magnetita (FesOs) e éxido de grafeno (OG) nos ensaios de produgdo de metano (CH.) a partir da
agua residuaria de suinocultura (ARS) favoreceu a sintrofia da microbiota anaerébia por meio do estimulo a
transferéncia direta de elétrons interespécies (TDEI), acelerando a velocidade de produgdo de CH4 e diminuindo
o0 tempo de adaptacéo dos microrganismos ao substrato (fase lag). Além disso, a adicdo dos materiais condutores
(MC) promoveu 0 aumento do teor de CH4 no biogas. O estudo também demonstra que a adi¢do desses MC em
baixas concentracdes e em baixas doses em relacdo a concentracdo de biomassa nos reatores é suficiente para
acelerar o processo de digestdo anaerdbia (DA).

Entretanto, ocorreu uma inibi¢do de produgdo de CH4 pelo OG, possivelmente devido & presenca de grupos
funcionais com oxigénio em sua superficie, o que inicialmente torna esse material um agente estressor da
biomassa anaerdbia e a induz a promover uma reducdo biolégica do OG visando a degradacdo desses grupos
oxigenados, consumindo nesse processo energia que seria utilizada para a formagdo de CH,. Nesse contexto,
sugere-se que pesquisas sejam desenvolvidas com exposi¢do prolongada da comunidade anaerébia ao OG, seja
em sistemas de batelada alimentada ou em sistemas de alimentacdo continua, pois entende-se que a reducao do
OG s0 ocorre em seu primeiro contato com 0S microrganismos, 0 que é um pré-requisito para alcancgar o
aprimoramento relacionado a TDEI.

Dessa forma, em sistemas de batelada alimentada, por exemplo, espera-se que a partir da segunda alimentacéo
(troca de meio basal) ocorra resultados mais positivos quanto a formacdo de CH. e a remogdo de matéria
organica. Os resultados de adicdo desses MC em sistemas de DA ainda séo controversos na literatura técnica,
apresentando, assim, varias lacunas cientificas que podem ser preenchidas por meio da realizacdo de novos
estudos. Dentre essas lacunas cita-se a razo ideal entre MC e so6lidos suspensos volateis presentes nos reatores
anaerobios, se ha favorecimento de alguma via da metanogénese (hidrogenotréfica ou acetoclastica), modelos
de reatores que permitam a manutencdo desses MC ligados a biomassa ativa, processos de menor custo de
producdo de OG visando viabilizar economicamente sua utilizacdo e a investigacao da aplicacdo desses MC em
diversos residuos agricolas, agroindustriais e urbanos.
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