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O sol se levanta e o sol se poe,
e depressa volta ao lugar de onde se levanta.

O vento sopra para o sul e vira para o norte;
da voltas e mais voltas, seguindo sempre o seu curso.

Todos os rios vao para o mar, contudo o mar nunca se enche;
ainda que sempre corram para l4, para 14 voltam a correr.

O que foi tornara a ser, o que foi feito se fara novamente;
ndo ha nada novo debaixo do sol.

Eclesiastes 1


https://www.bibliaonline.com.br/nvi/ec/1/5-9+
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RESUMO

O uso de aditivos nanoparticulados nos processos de digestdo anaerdbia de residuos agroin-
dustriais e os efeitos de nanoparticulas metalicas em comunidades microbianas e na produgao
de biogés sdo temas de grande interesse, mas ainda pouco explorados no Brasil. A indistria do
biodiesel gera como principal residuo o glicerol bruto, que possui elevada demanda de oxigé-
nio e quantidades substanciais de impurezas como metanol, dcidos graxos, sabdes e outros
compostos organicos e inorganicos. Por esse motivo, o glicerol bruto tem sido utilizado por
muitos pesquisadores como substrato para a producdo de biogas. Sendo assim, o objetivo des-
te trabalho foi produzir em laboratorio nanoparticulas de magnetita (Fe;0,), ferro zero-valente
(Fe°) e ferrita de niquel (NiFe,O,), estaveis e atoxicas e utiliza-las como aditivos em processos
de digestao anaerobia de glicerol bruto visando elevar as eficiéncias de geracdo de metano. As
nanoparticulas de Fe;O4 e NiFe,O4 foram sintetizadas pelo método da coprecipitagdo e estabi-
lizadas com citrato ([CsHsO-]*). As nanoparticulas de Fe° foram sintetizadas pelo método de
reducdo de ions de ferro por borohidreto de sédio (NaBH.) e estabilizadas com citrato. As na-
noparticulas obtidas foram caracterizadas por Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espalhamento Dindmico de Luz (DLS). Os
métodos utilizados para sintese in loco de nanoparticulas produziram Fe;O, com didmetro in-
ferior a 20 nm e Fe” e NiFe,O, com didmetros entre 50 ¢ 100 nm. Reatores anaerdbios em ba-
telada de 500 mL (250 mL de volume reacional), inoculados com lodo granular anaerdbio, fo-
ram utilizados para avaliar a influéncia de diferentes concentragdes de nanoparticulas de
Fe;04, Fe’ € NiFe,O, na digestdo anaerdbia do glicerol bruto proveniente da produgio de bio-
diesel. Reatores controle também foram montados sem a adi¢cdo de nanoparticulas. A produ-
cao de biogas foi quantificada pelos métodos de deslocamento de volume, a composicao por
cromatografia gasosa e os consumos de matéria organica por quantificacdo de demanda qui-
mica de oxigénio (DQO). Nos reatores anaerodbios suplementados com nanoparticulas de
Fe;0. e Fe’, em concentragdes de 200, 400 e 800 mg L™, foi observado efeito positivo na pro-
dugdo acumulada de metano, taxa maxima de produgdo de metano e remog¢ao de DQO, quan-
do comparados aos reatores controle. Foram verificados aumentos de 49,8% na producao acu-
mulada de CH,4 nos reatores com 200 mg-Fe;O4 L, de 36% da taxa maxima de produgdo de
CH, nos reatores com 400 mg-Fe’ L' e de 50% na remog¢do de DQO nas primeiras 170 horas
de operagdo nos reatores com 200 mg-Fe” L. Nanoparticulas de NiFe,O, ndo apresentaram
efeito significativo na digestdo anaerdbia do glicerol bruto para os reatores com 200 e 400
mg-NiFe,O, L. Além disso, foi verificado efeito deletério, com redugdo de 30% na produgdo
de metano e remogdo de DQO nos reatores operados com 800 mg-NiFe,O, L. Também foi
observado aumento substancial na abundancia relativa dos Dominios Bacteria € Archaea, es-
pecialmente as ordens Bacteroides, Clostridiales, Methanomicrobiales € Methanosarcinales,
apos suplementacdo com nanoparticulas de Fe;O,. A adi¢do de nanoparticulas de Fe;O,4 favo-
receu as comunidades de bactérias e arqueias envolvidas no consumo do glicerol, elevando a
producdo de CHa.

Palavras-chave: metanogénese, reatores anaerdbios, glicerol bruto, magnetita, ferro zero-
valente, ferrita de niquel, sequenciamento, consorcios anaerobios



ABSTRACT

The use of nanoparticulate additives in anaerobic digestion of agroindustrial residues and the
effects of metallic nanoparticles on microbial communities and biogas production are topics
of great interest today, but still poorly explored in Brazil. The biodiesel industry generates
crude glycerol as its major residue, which has high oxygen demand and substantial amounts
of impurities such as methanol, fatty acids, soaps and other organic and inorganic compounds.
For this reason, crude glycerol has been used by many researchers as a substrate for biogas
production. Therefore, this work aimed to produce stable and non-téxic magnetite (Fe;Os),
zero-valent iron (Fe”) and nickel ferrite (NiFe,O,) nanoparticles and use them as additives in
anaerobic digestion of crude glycerol aiming to increase methane generation efficiencies.
Fe;0, and NiFe,O4 nanoparticles were synthesized by the coprecipitation method and stabi-
lized with citrate ([CsHsO]*). Fe” nanoparticles were synthesized by the method of iron ions
reduction using sodium borohydride (NaBH4) and stabilized with citrate. Nanoparticles were
characterized by Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy (EDS), Scanning Electron Mi-
croscopy (SEM) and Dynamic Light Scattering (DLS). The methods designed for in loco syn-
thesis produced Fe;O4 nanoparticles with diameters below 20 nm and Fe’ and NiFe,O,
nanoparticles with diameters between 50 and 100 nm. Anaerobic batch reactors (250 mL reac-
tion volume), filled with anaerobic granular sludge, were used for assessing the influence of
different concentrations of Fe;O,, Fe’ and NiFe,O4 nanoparticles on the anaerobic digestion of
crude glycerol from biodiesel production. Control reactors were also assembled without the
addition of nanoparticles. Biogas production was quantified by water displacement method
and gas chromatography and substrate consumption was evaluated by COD analysis. In anaer-
obic batch reactors containing Fe;O, and Fe” nanoparticles, in concentrations of 200, 400 and
800 mg L' a positive effect was observed in the total volume of methane, maximum rate of
methane production and COD removal, in relation to control reactors. There were increases of
49.8% in the accumulated production of CH, in reactors with 200 mgFe;Os L™, 36% in the
maximum rate of CH, production in reactors with 400 mgFe’ L' and 50% of COD removal in
the first 170 hours of operation in reactors with 200 mgFe0 L™'. NiFe,O4 nanoparticles had no
significant effect on the anaerobic digestion of crude glycerol in reactors with 200 and 400 mg
NiFe,O4 L and had a deleterious effect, with 30% reduction in methane production and COD
removal, in reactors with 800 mg NiFe,O, L. It was also observed a substantial increase on
relative abundance of Bacteria and Archaea Domains, specially Bacteroides, Clostridiales,
Methanomicrobiales and Methanosarcinales orders, after anaerobic digestion supplemented
with Fe;O4 nanoparticles. The addition of Fe;O4 nanoparticles could improve and optimizes
bacterial and archaeal communities involved in glycerol consumption, enhancing the CH4 pro-
duction.

Keywords: methanogenesis, anaerobic reactors, crude glycerol, magnetite, zerovalent iron,
nickel ferrite, sequencing, anaerobic consortium
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STV — Sélidos Totais Volateis

TCD — Thermal Conductivity Detector

UASB — Upflow Anaerobic Sludge Blanket
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, preocupacdes com as mudangas climaticas, com o aumento da
demanda por energia e com as incertezas relacionadas a exploragdo e ao pre¢o dos combusti-
veis fosseis levou a busca de novas e mais sustentaveis fontes de energia.

De acordo com Henrik Lund (2010), energia sustentavel ¢ comumente definida como
as fontes de energia que nao se esgotam em um periodo de tempo relevante para a raca huma-
na e que contribuam para a sustentagdo de todas as espécies na Terra. Outros autores como
Yoro et al. (2021), por exemplo, definem energia sustentavel como uma estrutura completa
com oferta ¢ demanda de energia baseada em energia renovavel em oposicao a combustiveis
fosseis e nucleares.

Neste contexto, paises como o Brasil seguem aumentando sua infraestrutura de gera-
cdo de energia hidroelétrica, além de investirem cada vez mais em alternativas promissoras
como a energia edlica e solar ou a transformacdo de residuos e biomassa em biocombustiveis
liquidos e biogas. Segundo Pottmaier et al. (2013), a Agéncia Internacional de Energia (IEA),
prevé que a partir da década de 2030 cerca de 30% do consumo total de energia sera de fontes
renovaveis. De acordo com os autores, o futuro da biomassa como fonte de energia ¢ muito
promissor, principalmente em paises subdesenvolvidos, onde a geracdo de residuos para esse
fim ¢ muito grande. Aliado ao desenvolvimento de novas técnicas € novos materiais, o cresci-
mento e desenvolvimento da geracdo de energia a partir de biomassa s6 tem aumentado ano a
ano.

Dentre estas novas técnicas para geracdao de energia a partir de biomassa, a producao
industrial de biogas via digestdo anaerdbia de residuos tem se mostrado atrativa (de Sa et al.,
2014), apesar das dificuldades inerentes ao processo.

A digestdo anaerdbia pode ser considerada um processo sustentdvel de mitigacao de
poluentes e de geragdo de energia renovavel, principalmente pela geragao do biogas a partir
de residuos organicos provenientes da agricultura, pecudria, tratamento de esgoto, lixo organi-
co doméstico e processos industriais (Blasius et al., 2020; He et. al., 2021). Além disso, o bio-
gas proveniente da digestdo anaerobia tem potencial para substituir em partes o consumo de
gases combustiveis de origem ndo renovaveis como o gas natural e o gas liquefeito de petrd-
leo.

Em relagdo a producdo de energia, devido ao poder calorifico elevado do metano (890

kJ/mol), a combustdo controlada do biogas produz calor que pode ser utilizado em caldeiras
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ou transformado em eletricidade em geradores termoelétricos (McAllister et al., 2011). No en-
tanto, apesar dos reconheciveis avangos nesses processos biologicos, a produgdo de energia a
partir do biogas ainda € pouco expressiva se comparada a outras fontes renovaveis como a
energia solar ou edlica (Dehhaghi et al., 2019).

Assim, em vista dos possiveis beneficios energéticos e ambientais da producdo de bio-
gas por meio da digestdo anaerobia de residuos domésticos e agroindustriais, muitas pesquisas
estdo sendo realizadas com o objetivo de introduzir abordagens inovadoras que aumentem a
eficiéncia, competitividade e abrangéncia do processo.

Destaca-se, dentre os residuos agroindustriais com potencial para gera¢do de biogés, o
glicerol bruto advindo da produg¢do de biodiesel. Desde 2005, leis federais estabeleceram um
percentual minimo obrigatério de adi¢do de biodiesel ao dleo diesel comercializado no Brasil,
levando a um aumento significativo na producao deste biocombustivel (Rodrigues, 2021). O
principal subproduto gerado pela producdo do biodiesel ¢ o glicerol bruto, e sua producao
equivale a aproximadamente 10% de todo o biodiesel produzido (Yazdani & Gonzalez, 2012).

Além disso, o glicerol bruto pode conter niveis substanciais de impurezas, incluindo
metanol, sais de sodio e potassio, outros metais, sabdoes, umidade, acidos graxos e outros com-
postos organicos (Viana et al., 2012).

Desta forma, devido ao grande volume de glicerol produzido em conjunto com o bio-
diesel e devido a necessidade de biorremediacdo deste composto e de suas impurezas, muitos
pesquisadores tém estudado o uso do glicerol bruto como substrato em processos de digestao
anaerobia, visando a producdo de metano (CH4) (Viana et al., 2012), hidrogénio (Rodrigues et
al, 2019) e outras substancias de maior valor agregado.

A aplicagdo de nanoparticulas em processos que envolvem digestdo anaerdbia esta re-
cebendo crescente atenc¢ao nos ultimos anos, visando maior eficiéncia na conversao dos resi-
duos e aumento na producdo de biogés (Dehhaghi et al., 2019). Devido as suas caracteristicas
notaveis como tamanho, superficie de contato, condutividade e estabilidade quimica, as nano-
particulas de diferentes composi¢des quimicas e morfologias estao sendo utilizadas como adi-
tivos em processos de digestao anaerdbia de diversos substratos, incluindo o glicerol puro (Im
et al., 2019).

Dentre os muitos nanomateriais ja sintetizados, as nanoparticulas metalicas ou de 6xi-
dos metalicos t€m se destacado como opgdes baratas e viaveis de nano-aditivos para producao
de biogés. Quando em solucdo, tais nanoparticulas sao capazes, por exemplo, de liberar gra-
dualmente ions Fe** e Fe*, indispensaveis em processos intracelulares como replicagdo de

DNA, geracdo de energia e outras fungdes vitais, beneficiando e otimizando as comunidades
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microbianas envolvidas na digestdo anaerdbia e aumentando a eficiéncia do processo de con-
versdo de matéria organica em biogas (Casals et al., 2013; He et al., 2021).

Além disso, estudos recentes tém evidenciado que nanomateriais condutores desempe-
nham papel significativo na digestdo anaerdbia, intermediando a transferéncia direta de
elétrons entre espécies de microrganismos envolvidos na conversdo de substratos organicos
em metano (Li et al., 2021). Ao se otimizar o processo de DIET (do inglés, direct interspecies
electron transfer) pode-se promover aumento de eficiéncia da degradacdo de matéria organica
¢ maior produgdo de biogas.

Diante disso, o estudo da aplicagdo de nanoparticulas de ferro, niquel e seus 6xidos,
como aditivos nos processos de producdo de biogds em reatores anaerébios mostra-se promis-
sor. Desenvolver aplicagdes inovadoras de nanoparticulas na area da digestao anaerobia con-
tribuirda com avangos na producdo de energia limpa e sustentavel e no tratamento de residuos
industriais, tais como o glicerol bruto advindo da produg¢do de biodiesel.

Assim, o objetivo desse trabalho foi sintetizar nanoparticulas de magnetita (Fe;O,),
ferro zero-valente (Fe) e ferrita de niquel (NiFe,O4) biocompativeis e biodegradaveis por mé-
todos simples e economicos e utiliza-las de forma sustentavel em reatores anaerobios para ele-
var a producdo de biogas, utilizando como fonte de carbono o glicerol bruto proveniente da

producdo de biodiesel.
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2 OBJETIVOS

GERAL

Sintetizar nanoparticulas de magnetita (Fe;O,), ferro zero-valente (Fe) e ferrita de
niquel (NiFe,O,) biocompativeis e biodegradaveis e aplica-las, de forma sustentdvel, na pro-

dugdo de biogas, a partir dos consumos de glicerol bruto por digestdo anaerobia.

ESPECIFICOS

— Desenvolver método de sintese de nanoparticulas de Fe;O., Fe° e NiFe,O, que sejam
simples e reprodutiveis em laboratorios de pesquisa e industrias;

— Determinar a influéncia de diferentes concentragdes de nanoparticulas de Fe;Os, Fe°
e NiFe,O, na remog¢ao de DQO e eficiéncia de producao de biogas em reatores anaerobios em
batelada alimentados com glicerol bruto;

— Estabelecer pardmetros otimizados de uso de nanoparticulas de Fe;Ou, Fe’ e NiFe,O4
visando o aumento do consumo de substrato e produgdo de biogas em meios contendo glicerol
residual da producao de biodiesel.

— Investigar impacto na diversidade das comunidades de bactérias e arqueias envolvi-
das na conversdo de glicerol bruto em metano em reatores suplementados com nanoparticulas

de FG304.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DIGESTAO ANAEROBIA

3.1.1 BIOQUIMICA E SINTESE DO BIOGAS

O biogas ¢ uma fonte renovavel de energia produzido por meio da digestao anaerdbia
de matéria organica, em geral advinda de residuos da agricultura e pecuaria, lodo de esgoto,
lixo organico doméstico e residuos organicos de processos industriais.

Digestdo anaerobia € o processo biologico no qual matéria organica, na auséncia de
oxigénio livre e por meio de reagdes quimicas coordenados pelas enzimas produzidas por di-
ferentes grupos de microrganismos anaerobios especificos, ¢ convertida em uma mistura de
gases, o biogas (Ganzoury & Allam, 2015). O biogés ¢ composto, aproximadamente, por 50 —
70% de metano (CHs.), 30 — 50% de didxido de carbono (CO,), bem como por fragdes meno-
res de outros gases como nitrogénio (N,), oxigénio (O,), vapor de agua (H,O), sulfeto de hi-
drogénio (H,S) e amoénia (NH3) (Rajaeifar et al., 2017).

Além da produgdo de biogas visando a geragcdo de energia, a digestdo anaerdbia tam-
bém pode ser utilizada na biorremediacao de poluentes organicos, inorganicos € no tratamento
de aguas residuarias. O material digerido residual, o digestato, uma mistura de sélidos e liqui-
dos ricos em nutrientes como nitrogénio e fosforo, pode ser aplicado como fertilizante de alta
qualidade em terras agricolas, o que diminui a demanda por fertilizantes minerais (Nkoa,
2014).

Quatro principais estadgios estdo envolvidos no processo de digestdo anaerdbia para a
producdo de biogas: hidrolise, acidogénese, acetogénese e metanogénese (Mao et al. 2015).
Estes estagios sdo interdependentes e ocorrem de forma simultanea, tal como ilustrado na Fi-
gura 1.

Parametros do meio onde ocorre a digestdo anaerdbia, tais como temperatura, pH, ma-
cro e micronutrientes, afetam as condi¢des de desenvolvimento dos microrganismos e influen-

ciam diretamente em cada um dos quatro estagios da digestao.
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Figura 1: Processos bioquimicos e microrganismos envolvidos na digestdo anaerdbia de
matéria organica (adaptado de Aquino et al., 2005)

A hidroélise, o primeiro estagio da digestdo anaerobia, ocorre quando substratos poli-

méricos, principalmente polissacarideos (celulose, hemicelulose, amido), lipidios e proteinas,

reagem com a agua, com o auxilio de enzimas extracelulares chamadas hidrolases (por exem-

plo, celulase, xilanase, pectinase, amilase, lipase e protease) secretadas por bactérias hidroliti-

cas, produzindo mondmeros ou oligdmeros, como glicose e celobiose a partir da celulose, gli-

cose e maltose a partir do amido, xilose a partir de hemicelulose, aminoacidos a partir de pro-

teinas e acidos graxos de cadeia longa e glicerol a partir de lipidios (Mao et al. 2015).
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Um exemplo de reacdo hidrolitica ¢ apresentado pela Equacao 1, onde um polissacari-
deo de formula molecular (C¢H0Os), € quebrado via hidrélise em mondémeros de glicose
(CsH120g).

hidrolise

exo—enzimas

(C4Hy)0;5),+nH,0 nCsH ;0 (Eq. 1)

Geralmente, os processos hidroliticos sdo resistentes as variagdes de pH e temperatura
do meio e adaptam-se a diferentes substratos. Os valores de pH na faixa de 6 a 8 fornecem
condi¢des ideais para a hidrolise (Van et al., 2020).

A acidogénese, o segundo e mais rapido estagio da digestao anaerdbia, ocorre quando
os produtos da hidrdlise sdo metabolizados no interior de bactérias fermentativas acidogénicas
e transformados em 4cidos graxos volateis (4cidos carboxilicos de cadeias curtas), tais como
acido acético, acido propionico, acido butirico, acido isobutirico e acido valérico, bem como
etanol (Mao et al. 2015). Didxido de carbono, hidrogénio, amdnia e sulfetos também sao pro-
duzidos durante a acidogénese.

As Equacdes 2 e 3 representam a conversdo de glicose (CsH,Os) em butirato

(CH3(CH,),COO) e propionato (CH;CH,COQ), respectivamente.

bactérias acidogénicas

C,H,0, CH ,(CH,),CO0™ +H"+2C0,+2H, (Eq. 2)

C,H,,0,+2H,——~2CH,CH,CO0™+2H"+2H,0 (Eq. 3)

Durante a fase acidogénica, o pH do meio influenciara diretamente na produgdo de
acidos graxos volateis. Devido ao deslocamento de equilibrio quimico, em meios mais acidos
(pH entre 4 e 6) havera favorecimento da produ¢do de 4cido butirico (Eq. 2) e em meios mais
alcalinos (pH entre 6 e 8) o favorecimento da produgdo de acido propidnico (Eq. 3). O rapido
processo de acidogénese pode causar acimulo de acidos graxos volateis e queda acentuada do
pH quando o biorreator estd sobrecarregado com substratos de facil digestao. Por sua vez, o
acimulo de 4cidos graxos volateis pode causar perda de eficiéncia e falhas no processo diges-
tdo anaerobia. A formacao de 4cidos graxos volateis € inibida em pH inferior a 4. Considera-
se como ideal para a fase acidogénica a faixa de pH entre 5,5 e 6,5 (Van et al., 2020).

No terceiro estagio, a acetogénese, bactérias acetogénicas oxidam a maior parte dos

produtos da acidogénese em acetato (CH;COQ"), hidrogénio (H>) e gas carbdonico (CO,).
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As Equagdes 4 e 5 representam, respectivamente, a conversdo dos ions butirato

(CH;3(CH,),COO) e propionato (CH;CH,COO") em acetato, hidrogénio e gas carbonico.

CH,(CH,),CO0 +2H ,0 —> 2CH,COO™+H"+2H, (Eq. 4)

CH,CH,CO0 +2H ,0 —~ 2CH,CO0™+C0,+3H, (Eq. 5)

Considera-se como ideal para a fase acetogénica manter o pH entre 6,0 e 6,2 (Van et
al., 2020).

O conjunto de produtos gerados pela acetogénese formam o substrato ideal para o es-
tagio final da digestao anaerdbia, a metanogénese.

Na metanogénese, acetato (CH,COO"), hidrogénio (H) e gas carbdnico (CO,) sdo con-
vertidos em metano (CH4) pela a¢do de duas classes distintas de microrganismos: arqueias
metanogénicas acetoclasticas e arqueias metanogénicas hidrogenotroficas (Poh et al., 2015).

Na metanogénese acetoclastica metano e gas carbdonico sdo formados a partir da fer-
menta¢do do acido acético, como representado pela Equacdo 6. Arqueias acetoclasticas sdo

predominantes na digestdo anaerdbia e correspondem a cerca de 70% da produgdo de metano.

arqueias acetoclasticas

CH,C00~ CH,+CO0, (Eq. 6)

O restante do metano produzido pela digestao anaerobia ¢ gerado pelo processo hidro-
genotrofico, onde hidrogénio e gas carbdonico reagem para formar metano e agua de acordo

com a Equagdo 7 (Merlin et al., 2014).

arqueias hidrogentrdficas

CO,+4H, CH,+2H,0 (Eq. 7)

Arqueias metanogénicas s3o sensiveis ao pH e presenca de gas oxigénio (O»), amoOnia
(NH3), acido sulfidrico (H»S) e acidos graxos volateis. Em rela¢do ao pH, o processo de meta-
nogénese como um todo pode ser comprometido quando o pH do meio torna-se inferior a 6,2
ou superior 7,8. Considera-se como ideal para a fase metanogénica manter o pH entre 7,0 e

7,2 (Van et al., 2020).
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3.1.2 MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS NA DIGESTAO ANAEROBIA

Converter compostos organicos complexos em CH4 e CO, durante a digestdo anaero-
bia s6 ¢ possivel devido a cooperacao de quatro grupos funcionais unicos e interdependentes
de microrganismos. Por esta razdo, numerosos estudos ja foram realizados com o objetivo de
conhecer os microrganismos presentes nos digestores anaerdbios e compreender a influéncia
destes na eficiéncia e estabilidade dos processos de digestao anaerdbia.

A identificacdo destes microrganismos ocorreu, a principio, por meio de técnicas de
cultivo e analise de coldnias. Entretanto, nas ultimas décadas as técnicas de biologia molecu-
lar, incluindo, por exemplo, amplificagdo por PCR e sequenciamento do gene do RNA ribos-
somal 16S, superaram as limitagdes dos métodos baseados em cultivo e permitiram a identifi-
cacdo de microrganismos nao cultivaveis, revelando uma grande diversidade dos microbiomas
envolvidos na digestdo anaerdbia (Lim et al., 2020).

A digestao anaerdbia € governada por organismos unicelulares procariontes e classifi-
cados em dois dominios: Bacteria e Archaea. Dentre estes organismos se encontram bactérias
hidroliticas, bactérias fermentativas (acidogénicas e acetogénicas) e trés tipos de microrganis-
mos metanogénicos pertencentes ao dominio Archaea. Tais microrganismos ocorrem natural-
mente em ambientes aquaticos e terrestres € cumprem importantes papéis ecoldgicos durante
o processo de decomposi¢do da matéria organica (Shah et al., 2014).

Bactérias hidroliticas sao filogeneticamente diversas, entretanto, a maior parte dos mi-
crorganismos envolvidos na fase de hidrolise da digestdo anaerobia estdo classificados entre
os filos Firmicutes ¢ Bacteroides (Lim et al., 2020).

Os produtos hidroliticos sao, por sua vez, fermentados por microrganismos acidogéni-
cos. Todas as bactérias hidroliticas encontradas em digestores anaerobios, incluindo os filos
Firmicutes e Bacteroides, também podem utilizar os produtos de hidrélise como substratos de
crescimento para produzir dcidos graxos volateis. Além dos Firmicutes e Bacteroides, os filos
Bacteroidetes, Chloroflexi, Proteobacteria e Atribacteria contém muitas espécies de bactérias
acidogénicas relatadas em digestores anaerdbios. Bactérias acidogénicas estritamente nao-
hidroliticas também pertencem aos géneros Bifidobacterium (no filo Actinobacteria), Lacto-
bacillus, Anaerolineaceae (no filo Chloroflexi) e algumas bactérias termofilicas nao hidroliti-
cas sdo atribuidas ao filo Thermotogae (Lim et al., 2020).

Acetato, H, e CO, resultantes da etapa acidogénica podem ser utilizados diretamente

pelas arqueias metanogénicas para a producdo de biogas. Entretanto, outros produtos da aci-
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dogénese, incluindo propionato, butirato e outros acidos graxos volateis, ndo sdo consumidos
pelas arqueias (Schink & Stams, 2005).

Os acidos graxos volateis, bem como os acidos graxos de cadeia maiores provenientes
da hidrolise lipidica, sao degradados e transformados nos substratos da metanogénese atraveés
da acetogénese sintrofica, durante a qual os produtos hidroliticos e acidogénicos sao oxidados
em acetato, H, e CO,. Muitas espécies de bactérias consideradas hidroliticas e acetogénicas
foram atribuidas taxondmicamente aos géneros Acetivibrio, Clostridium, Bacteroides, Rumi-
nococcus ¢ Thermotoga. Em especial, espécies bactérias pertencentes aos géneros Smithllela,
Syntrophobacter, Ruminococcus e Pelotomaculum tém a capacidade de oxidar propionato e
espécies dos géneros Syntrophus e Syntrophomonas oxidam butirato e dcidos graxos de cadeia
longa em acetato, H, e CO, (Zieminski & Frac, 2012; Lim et al., 2020).

Por fim, a metanogénese ¢ realizada pelas arqueias metanogénicas, as quais sao cate-
gorizadas em trés grupos de acordo com os substratos consumidos preferencialmente em cada
um dos grupos: arqueias metanogénicas acetoclasticas utilizam o acetato para produzir CHy;
arqueias metanogénicas hidrogenotroficas utilizam H» e CO, para gerar CH, e; arqueias meta-
nogénicas metilotroficas que produzem CH, a partir de compostos metilicos, como metanol,
metilaminas e sulfetos de metila (Lim et al., 2020; Anderson et al., 2009). A metanogénese hi-
drogenotrofica de H, e CO, ¢é encontrada em quase todas as ordens metanogénicas, isto €, Me-
thanococcales, Methanobacteriales, Methanosarcinales, Methanomicrobiales, Methanopyra-
les e Methanocellales, com excecao das Methanomassiliicoccales. Por outro lado, a metano-
génese acetoclastica a partir do acetato pode ser encontrada apenas na ordem Methanosarci-
nales. A metanogénese metilotréfica a partir de compostos metilados ¢ encontrada nas ordens

Methanomassiliicoccales, Methanobacteriales e Methanosarcinales (Enzmann et al., 2018).

3.1.3 TRANSFERENCIA DIRETA DE ELETRONS INTERESPECIES (DIET)

Como discutido anteriormente, durante a digestdo anaerdbia, as comunidades microbi-
anas convertem matéria organica em biogas através de uma série de reagdes bioquimicas.
Desta forma, entende-se que a estabilidade e eficiéncia deste processo depende de relagdes
entre varias espécies de microrganismos, € que a transferéncia de elétrons entre esses micror-
ganismos desempenha um papel significativo na digestdo anaerobia (Madigan, 2012). Uma
via metanogénica recentemente descoberta envolve transferéncia direta de elétrons interes-

pécies (em inglés, direct interspecies electron transfer — DIET), em complemento a transfe-
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réncia interespécies de hidrogénio (principal mecanismo implicado @ metanogénese hidroge-
notrofica).

A transferéncia interespécies de elétrons ¢ um termo generalista que referencia o me-
canismo pelo qual microrganismos sintroficos cooperadores perdem e recebem elétrons du-
rante a oxidagcdo da matéria orgénica e redu¢do do CO, a CH,4 (Batstone et al., 2006). O fluxo
de elétrons entre as complexas comunidades microbianas anaerdbias €, portanto, responsavel
pela ocorréncia destas reacdes € pelas taxas em que elas acontecem. De acordo com Li et al.
(2021), acreditava-se que os elétrons eram transferidos entre os microrganismos sintroficos
apenas de maneira indireta por meio de transportadores soltveis como H, e HCOO™ (ions me-
tanoato) (Lovley, 2017a), tal como ilustrado na Figura 2(a).

No entanto, estudos recentes tém demonstrado que a transferéncia de elétrons unica-
mente por meio de H, e HCOO' ¢ relativamente lenta e indireta, devido a ineficiéncia da difu-
sdo e as grandes distancias intercelulares envolvidas (Lovley, 2017b). Concentracdes elevadas
de H, e HCOO™ também tornam a degradagdo de 4cidos graxos volateis, como propionato e
butirato, termodinamicamente desfavoraveis (Qiao et al., 2016). Além disso, o metabolismo
das bactérias produtoras de hidrogénio ¢ inibido quando héa concentracdes elevadas de H, em
solugdo, o que favorece o acumulo de 4cidos graxos voléteis. Consequentemente, devido a to-
xicidade dos acidos graxos volateis e a diminuicao do pH, ocorre inibicdo da metanogénese e
diminui¢do da eficiéncia do processo de digestao anaerdbia (McCarty & McKinne, 1961). Por
fim, Walker et al. (2020) estimaram que a taxa de producdo de hidrogénio por bactérias sin-
troficas durante a digestdo anaerdbia contribuem com menos de 10% da taxa de produgdo de
metano, o que também indica que H, e HCOO™ ndo sdo os principais transportadores de
elétrons.

Desta forma, estudos publicados nos ultimos 10 anos t€ém proposto a transferéncia di-
reta de elétrons interespécies — DIET como uma explicagdo alternativa a transferéncia de elét-
rons entre microrganismos sintroéficos via H, e outros transportadores soluveis. Diversos estu-
dos tém evidenciado de forma direta e indireta a ocorréncia de DIET durante a digestdo anae-
robia. Além disso, o papel e os mecanismos de transferéncia direta de elétrons interespécies

na digestdo anaerobia de substratos simples j& foram propostos e discutidos.
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Figura 2: (a) transferéncia indireta de elétrons interespécies; transferéncia direta de elétrons
interespécies por meio de (b) condutores organicos, (¢) condutores inorganicos com grandes
superficies de contato e (d) condutores inorganicos nanométricos. (adaptado de Li et al.,
2021)
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Tais pesquisas tém sugerido que em processos de digestdo anaerdbia mediados por
DIET a transferéncia de elétrons ocorre de maneira mais rapida (Lin et al., 2017) e por meio
de reagdes bioquimicas termodinamicamente mais favoraveis (Mei et al., 2018), levando a
conversao bioldgica mais eficiente da matéria organica complexa em produtos finais da meta-
nogénese, CH4 e CO,. Por esta razdo, a transferéncia direta de elétrons interespécies tem sido
explorada como uma promissora maneira de melhorar os processos de digestdo anaerobia uti-
lizados atualmente.

Algumas bactérias presentes em digestores anaerdbios podem transferir diretamente
elétrons gerados durante a fermentagdo ou oxidagao sintrofica de acidos graxos volateis para
arqueias metanogénicas, as quais aceitam e utilizam esses elétrons durante a metanogénese.
Esta produgao bacteriana de elétrons ocorre por meio de diversos mecanismos. Por exemplo,
Aquino et al. (2005) explicam que microrganismos acetogénicos necessariamente precisam se
livrar de elétrons durante a reciclagem das coenzimas NAD". Tais elétrons podem participar
na reducdo de prétons ou ser transferidos para microrganismos receptores.

Durante o processo de DIET, os elétrons extracelulares sdo transferidos diretamente
dos microrganismos doadores para os receptores por meio de nanofios microbianos, pilus e ci-
tocromos e também por meio de materiais condutores metalicos e seus 6xidos ou outros mate-
riais, como carvao ativado (Kato et al., 2012b; Barua & Dar, 2017). Tais mecanismos de
transferéncia de elétrons entre microrganismos sdo exemplificados nas Figuras 2(b), 2(c) e
2(d).

A transferéncia direta de elétrons interespécies foi relatada pela primeira vez em cultu-
ras mistas de proteobactérias gram-negativas Geobacter sulfurreducens e Geobacter metalli-
reducens por Summers et al. (2010). No entanto, algumas bactérias Gram-positivas como di-
ferentes espécies do género Clostridium, bem como espécies de arqueias, leveduras e microal-
gas também sdo capazes de aceitar e doar elétrons através de suas membranas ou paredes ce-
lulares (Sydow et al., 2014). Lei et al. (2016) também propde que espécies de bactérias dos
géneros Bacteroides, Streptococcus € Syntrophomonas sao importantes microrganismos doa-
dores de elétrons envolvidos no processo de DIET. Arqueias metanogenicas hidrogenotroficas
(por exemplo, espécies de Methanobacterium e Methanospirillum) e acetotréficas (por exem-
plo, espécies de Methanosaeta), responsaveis pela produgdo de metano em reatores anaerd-
bios, aceitam e utilizam elétrons doados por bactérias doadoras de elétrons para a metanogé-
nese (Li et al., 2017). Além disso, estd bem documentado que a transferéncia direta de elét-
rons interespécies estd envolvida na acetogénese (Liu et al., 2012), bem como na oxidagdo do

acetato (Yang et al., 2019), sendo atribuidos as familias Syntrophaceae, Syntrophomonadace-
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ae, Anaerolineaceae e ao género Smithella a relagdo sintréfica com as arqueias metanogénicas
(Wang et al., 2021).

A Tabela 1 apresenta alguns estudos realizados em reatores metanogénicos com o ob-
jetivo de identificar microrganismos relacionados a processos de DIET. Apenas alguns destes
estudos forneceram evidéncias diretas de DIET, principalmente com base em culturas puras
definidas (co-culturas) de bactérias do género Geobacter e arqueias pertencentes a ordem Me-
tanosarcinales, em especial o género Methanosaeta (Wang et al., 2021; Rotaru et al., 2014).
Muitos estudos, por sua vez, revelam evidéncias indiretas de DIET, como o enriquecimento
das comunidades de algumas espécies de bactérias doadoras e arqueias receptoras de elétrons
(Park et al., 2018).

E importante salientar que o tipo do substrato e da adi¢do de material condutor pode
influenciar no mecanismo DIET, conforme descrito a seguir.

Destaca-se na Tabela 1 a escolha dos materiais condutores empregados como interme-
didrios em processos de DIET. Materiais basados em carbono (grafite) e em 6xido de metais
de transi¢do sdao conhecidos por, em geral, exibirem boa condutividade elétrica a temperatura
ambiente. Moléculas de grafite possuem estrutura hexagonal em que apenas trés dos quatro
elétrons da valéncia formam ligagdes covalentes, permitindo, assim, a existéncia de um elét-
ron deslocalizado que pode se mover livremente entre as camadas de grafite e conduzir eletri-
cidade (Novoselov et al., 2014). Por esta razdo, os autores escolheram materiais como fibra de
carbono (Lei et al., 2016), nanotubos de carbono (Mostafa et al., 2020) e carvao ativado (Zhao
& Zhang, 2019; Yu et al., 2021).

A condutividade elétrica em 6xidos de metais de transi¢do, por sua vez, ¢ explicada
por meio de diferentes teorias (Rao & Rao, 1970). Uma das hipoteses aceitas ¢ a de que, devi-
do a estrutura cristalina desses materiais, 60xidos metalicos, tais como Fe;Os, possuem ions
metalicos de diferentes valéncias ocupando aleatoriamente alguns dos sitios da célula unitaria
do cristal, permitindo facil intercdmbio e conducdo de elétrons (Tannhauser, 1962). Em fun-
cdo da boa condutividade destes materiais, os autores escolheram Fe,O; (Kato et al., 2012a),
Fe;O. (Kato et al., 2012a; Li et al., 2015; Im et al., 2019), NiFe,O4 (Zhou et al., 2022) ou mis-
turas destes 0xidos com materiais a base de carbono (Mostafa et al., 2020; Chen et al., 2022)

como intermediarios em processos de DIET (Tabela 1).
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Tabela 1: Microrganismos envolvidos em DIET a partir de diferentes substratos e materiais

condutores
Substrato Bacterla,doadora de Arqueia }‘eceptora Material Referéncia
elétrons de elétrons condutor
Methanosarcina
_l’_
Acetatol Geobacter spp. Fe,O; + FesOs  Kato et al., 2012a
Etano Methanobacterium
Etanol Geo.bacler Methan'othnx - Rotaru et al., 2014
metallireducens harundinacea
Methanosarcinaceae
. Syntrophomonadaceae )
Butirato Methanocellales Fe;04 Lietal., 2015
Geobacteracea
Methanobacteriales
Lixiviado de Bacteroides spp.
aterro Methanosarcina. ) )
o Streptococcus Fibra de carbono  Lei et al., 2016
sanitario Methanospirillum
(chorume) Syntrophomonas
Sacarose Clostrzdzy nsensu Methanosaeta spp. Nano'ﬁ.os de Huetal., 2017
stricto anilina
Glicerol Pelobacter ssp. Methanosarcina spp. Fe;04 Im et al., 2019
Etanol Petrimonas ssp. Methanosaeta Carvao ativado Zhao & Zhang,
granular 2019
+
. Syntrophomonas Methanosaeta Fe0s Mostafa et al.,
Acido oleico hnderi nanotubos de
Zennaerl Methanosarcina carbono 2020
Geobacter Methanobacterium
Etanol metallireducens strain YSL ) Zheng et al., 2020
Porphyromonadaceae 30 ati +
- Methanobacterium Carvio atnzasio Yu et al., 2021
Cloacamonas campo elétrico
Bacteroidia )
- Methanomicrobia NiFe,O4 Zhou et al., 2022
Synergistia
' Methanosaeta Biocarvao
Glicose Ruminococcaceae dopado com Chen et al., 2022
Methanosarcina Fe;0,

Nota-se, portanto, que estudos recentes tém determinado os microrganismos e materi-
ais condutores envolvidos nos processos de DIET. Sendo assim, de acordo com Wang et al.
(2021), embora uma teoria abrangente e conclusiva sobre a transferéncia direta de elétrons in-
terespécies ainda ndo tenha sido estabelecida, seu papel vital na digestdo anaerdbia esta con-
firmada. Os autores também afirmam que a literatura atual se concentra principalmente em re-
atores em batelada, com diferentes inoculos e substratos, enquanto as investigagdes sobre o

efeito da DIET em reatores continuos ainda estdo em fase inicial. Mesmo assim, artigos origi-
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nais, como os publicados por Lovley (2017a; 2017b), e reviews, como os publicados por Mar-
tins et al. (2018) e Wang et al. (2021), ja propdem e revisam de forma satisfatoria os mecanis-
mos envolvidos na transferéncia direta de elétrons interespécies.

Além disso, outros estudos tém relatado as formas como a transferéncia direta de elét-
rons interespécies estimula a digestdo anaerdbia. Estes estudos demonstram que a promogao
de DIET por meio da adicdo de fibras de carbono ou outros materiais condutores, como de
Fe;O., pode reduzir a fase lag de producao de biogas (Kato et al., 2012b), acelerar o cresci-
mento de arqueias metanogénicas (Park et al., 2018) e tornar mais eficiente a degradagao or-

ganica e producao de CH,4 (Cruz Viggi et al., 2014).
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3.2 NANOPARTICULAS

Desde meados do século XX, pesquisadores tém estudado e explorado os efeitos dos
nanomateriais em diversas areas. Aplicagdes industriais de nanotecnologia sdo, atualmente,
comuns e indispensaveis as industrias de eletronicos, hardware, telecomunicagdes, farmacéu-
ticas e alimenticias. Destaca-se ainda que, devido a estrutura fisica Unica dos nanomateriais,
sua capacidade elevada de armazenamento de energia e suas propriedades quimicas, tais ma-
teriais tém ganhado cada vez mais importancia no campo energético (Ganzoury & Allam,
2015).

Neste sentido, o uso de nanomateriais em digestdo anaerdbia nos ultimos anos tém se
mostrado promissor e representa um avango singular para a produgdo futura de biogas.

As propriedades unicas dos materiais nanoparticulados permitem que eles atuem como
catalisadores nos diversos estagios da digestdo anaerdbia, como fonte de nutrientes para os
microrganismos envolvidos no processo e também como meio para transferéncia direta de
elétrons entre bactérias sintroficas e arqueias metanogénicas. Por outro lado, dependendo da
concentracao e composicao das nanoparticulas, tais aditivos podem causar impactos negativos
ao processo de digestdo anaerdbia.

Dentre as principais nanoparticulas utilizadas em estudos envolvendo digestdo anaerd-
bia, destacam-se aquelas compostas por 6xidos de ferro e niquel, incluindo magnetita (Fe;O.)
e ferrita de niquel (NiFe,QOy), além de metais zero-valentes, como ferro zero-valente (Fe®), que
sd0 essenciais para o crescimento microbiano (Tortora et al., 2012).

A Tabela 2 traz os resultados obtidos em estudos que utilizaram nanoparticulas de 6xi-

dos de ferro e niquel e ferro zero-valente em processos de digestdo anaerobia.
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32

Composicio Concentra- Fonte de
das nanopar- Diimetro c¢io de nano- . . Substrato Efeito Referéncia
, . inoculo
ticula particulas
Aumentos
. Lodo de Celulose 234% na Casals et al.,
Fe:0, 7nm 100 mg kg esgoto cristalina producio de 2014
metano
1,75 gg" de Aumento de
solidos Lodo de . 33% na Cruz Viggi et
Fe:0, 100 =150 nm volateis esgoto Propionato producao de al., 2014
suspensos metano
Aumento de
q Estrume 59% na Abdelsalam
Fe:0, 7nm 20mg L fresco ) producdo de etal., 2017
metano
Lodo e Aumento
0,5gg'de digestato de L
2 maximo de
solidos reator UASB . 0 Im et al,,
Fe;04 - L Glicerol puro 16% na
volateis tratando ~ 2019
producéo de
suspensos efluente de
.. metano
cervejaria
4,2 nm (raio Aumento de Aguilar
L ) .
Fe;04 .hlAdr(.) _ 20mg L' Cama de - 73,9 /3 "% " Moreno et al.,
dindmico: frango producéo de 2020
79,37 nm) metano
. . Aumento de
0 I’O'mg & d.e Lodo a tivado 120% na Wang et al.,
Fe <50 nm solidos totais residual - ~
produgdo de 2016
suspensos (WAS)
metano
Aumento de
0 a Estrume ) 96% na Abdelsalam
Fe 9 nm 20mg L fresco producdo de etal., 2017
metano
Aumento de
0 B a Lodo de 108,3% na  Amen et al.,
Fe S0-100nm 3000 mg L esgoto ) produgio de 2018
biogas
Glicose, Aumento de
. a Lodo peptona e 30% na Chen et al.,
NiFe;0, 46 nm 400 mg kg anaerdbio extrato de  producdo de 2018
carne metano
Aumento de
. 200 — 1000 1 Esterco 31% na Abdallah et
NiFe;0s nm 20mg L fresco ) produciode  al., 2019
metano
. Aumento de
Lodo ativado 0
NiFe,O,4 ~20 um 0,5gL" residual - ?;Zflf goon(?e Zhozlz);;al.,
(WAS) procug

metano
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Casals et al. (2014) operaram reatores anaerdbios em batelada, contendo celulose ul-
trapura como fonte de carbono, sob condi¢des mesofilicas (37 °C), e alcancaram um aumento
de 180% na producao de biogds (aumento de 234% na produgdo de metano), se comparado ao
controle. Os autores utilizando 100 mg kg” de nanoparticulas de Fe;O, (sintetizadas pelos
proprios autores), com didmetro médio de 7 nm, estabilizadas em hidroxido de tetrametilamo-
nio (TMAOH).

Cruz Viggi et al. (2014) demonstraram que a suplementacdo com particulas micro-
métricas de Fe;O4 (100-150 nm, sintetizadas pelos proprios autores) aumentou em até 33% a
taxa de produgdo de metano a partir da digestdo 6,65 mmol L™ de propionato. Neste estudo, o
propionato foi escolhido como substrato para avaliacdo de DIET entre comunidades sintréfi-
cas em sistema de energia limitada, isto ¢, em sistema onde a oxidagao de acidos graxos vola-
teis em acido acético e H, ¢ termodinamicamente desfavoravel. Os pesquisadores concluiram
que o efeito estimulante na producdo de metano provavelmente € resultado do estabelecimen-
to de transferéncia direta de elétrons baseada em particulas de magnetita servindo como con-
dutores entre bactérias oxidantes de propionato e arqueias redutoras de diéxido de carbono. O
estudo também avaliou a abundancia relativa de bactérias e arqueias nos reatores suplementa-
dos com magnetita e controles, em amostras colhidas ao final dos testes. Notavelmente, a por-
centagem de arqueias (identificadas como espécies de Methanosaeta) permaneceu pratica-
mente inalterado nos diferentes reatores controle e suplementados com Fe;O4 (cerca de 40%
do total de células).

Wang et al. (2016) obtiveram aumento de 117% na producdo de metano durante a di-
gestdo anaerobia de lodo ativado residual (WAS), utilizado 100 mg gss' de nanoparticulas de
Fe,O; (maghemita, 6xido de ferro com propriedades semelhante a magnetita) com diametro
médio inferior a 30 nm (adquiridas de Sigma Aldrich). No mesmo estudo, o uso de 10 mg
gsst' de nanoparticulas de Fe’, com didmetro médio inferior a 50 nm (Sigma Aldrich), levou
ao aumento de 120% na producao de metano durante a digestdo anaerébia de lodo ativado re-
sidual (WAS), em condi¢des mesofilicas.

Abdelsalam et al. (2017) obtiveram aumentos significativos de 59 e 96% na producao
de metano utilizando, respectivamente, 20 mg L' de nanoparticulas de Fe’ (9 nm) € 20 mg L™
de Fe;0, (7 nm) (sintetizadas pelos proprios autores) na digestdo anaerdbia mesofilica de es-
terco bovino. Os autores também observaram reducao em 10 dias da fase lag e do tempo ne-
cessario para atingir a taxa maxima de producdo de biogas, além de verificar efeito bioestimu-

lante sobre microrganismos metanogénicos.
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Amen et al. (2018) obtiveram aumentos de 22, 53 e 108% na produgdo de metano uti-
lizando, respectivamente, 500, 1500 ¢ 3000 mg L' de nanoparticulas de Fe’, com didmetro
médio de 50 a 100 nm (sintetizadas pelos proprios autores), na digestdao anaerdbia de lodo de
esgoto (5,4 gnoo L™). Os autores concluem que as nanoparticulas de Fe® deste experimento fo-
ram doadoras diretas de elétrons, isto €, que os microrganismos metanogénicos atuaram como
oxidantes de ferro, retirando elétrons das nanoparticulas para reduzir o didoxido de carbono a
metano.

Chen et al. (2018) obtiveram aumento de 30% na produ¢@o de metano utilizando 400
mg L' de nanoparticulas de NiFe;Os, com didmetro médio de 46 nm (adquiridas de Sigma Al-
drich), na digestdo anaerébia de meio de cultivo sintético sob condi¢des mesofilicas (30°C).
Neste estudo o meio de cultivo continha glicose, peptona e extrato de carne, resultando em 1
gpoo L.

Abdallah et al. (2019) obtiveram aumentos de 31%, 29% e 18% na producdo de meta-
no utilizando, respectivamente, 20, 70 ¢ 130 mg L' de nanoparticulas de NiFe,O4, com dia-
metro entre 200 a 1000 nm (sintetizadas pelos autores), na digestdo anaerdbia mesofilica de
esterco bovino.

Im et al. (2019) investigaram o efeito da adi¢do de Fe;O4 na produgdo de biogds a par-
tir da digestdo do glicerol puro. Neste estudo, os reatores foram inoculados com uma mistura
de digestato e lodo granular obtido de um reator UASB para tratamento de efluente de cerve-
jaria e alimentado com glicerol puro em concentragdes que variaram de 2,5 a 10 gpoo L. Os
reatores foram suplementados com 0,5 gFe/gssv (ndo héd informagao sobre origem ou tamanho
das particulas de Fe;0,). Os pesquisadores obtiveram aumento maximo de 16% na producao
de metano em reatores alimentados com 7,5 gpgo, com rendimento de 308 mL-CH4/gpqo € re-
ducdo da fase lag em 33%. Nota-se, entretanto, que os reatores teste e controle deste estudo
também foram suplementados com outras fontes de nutrientes, como NH.CI,
KH,PO,, and FeCl,-4H,0, com o objetivo de atingir razdes preestabelecidas de DQO:N:P:Fe.

Aguilar-Moreno et al. (2020) observaram que a digestdo anaerdbia da cama de frango
(residuos animais, restos de comida e material de cama) suplementada com 0,02 g L' de na-
noparticulas de Fe;O, (sintetizadas pelos autores, estabilizadas com gelatina, diametro médio
de 4,2 nm e raio hidrodinamico de 79,37 nm) levou a maior taxa de produgdo de metano e ao
maior rendimento cumulativo de metano, este ultimo com aumento de 73,9% em relacdo ao
controle.

Li et al. (2022) estudaram a capacidade de imas comerciais (compostos de BaFe Oy €

SrFe,019) € nanoparticulas de Fe;O. (Sigma-Audrich, 45 nm) em enriquecer microrganismos
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funcionais sem a necessidade de adicionar continuamente materiais condutores a digestores
anaerobios. Os autores concluiram que os imas reduziram a fase lag em 51,2% e aumentaram
a taxa maxima de producdo de metano em 50,1% em comparacdo com os digestores suple-
mentados com nanoparticulas de Fe;O. livres. Bactérias como Disulfurimicrobium e Geobac-
ter foram enriquecidas no biofilme formado sobre os imas, bem como arqueias do género Me-
thanosaeta. Evidéncias de DIET foram proporcionadas pelo enriquecimento da via de reduti-
va de CO; ao género Methanosaeta e pela maior quantidade de genes tipo IV relacionados a
formacao de pilus por bactérias eletro e quimicamente ativas no biofilme sobre o ima. Neste
mesmo estudo, a adi¢do de nanoparticulas de Fe;O4 livres aumentou a produgao de metano em
11,3% e reduziu a fase lag em 12,5% quando comparado aos reatores controle. Os pesquisa-
dores utilizaram inoculo obtido de reator anaerdbio semicontinuo e lodo substrato (sem ori-
gem definida), sob condi¢des mesofilicas.

Zhou et al. (2022) sintetizaram e utilizaram nanoparticulas de NiFe,O4 (aproximada-
mente 20 pm (micrémetros), sintetizadas pelos autores) como material condutor para tornar
mais eficiente a digestdo anaerobia do lodo ativado residual por meio da promocao de DIET.
Como resultado, os pesquisadores obtiveram produgdo cumulativa de metano e rendimento
médio didrio aumentados em 27,83% e 17,84%, respectivamente, e taxa de remoc¢ao de s6li-
dos volateis aumentada em 7,67% nos reatores suplementados com nanoparticulas de Ni-
Fe,O.. A analise da comunidade microbiana revelou aumento relativo das populacdes de Ch-
loroflexi, Proteobacteria € Bacteroidetes, melhorando o desempenho da hidrélise e fornecen-
do mais substratos para a producdo subsequente de metano. Além disso, a maior abundancia
de microrganismos doadores de elétrons (Bacteroidia e Synergistia) € microrganismos recep-
tores de elétrons (Methanomicrobia)na presenga de NiFe,O, indicaram aumento da producao
de metano através da promogao a DIET.

Nota-se que boa parte dos autores citados nos estudos da Tabela 2 sintetizaram as na-
noparticulas utilizadas em seus estudos. A co-precipitacdo ¢ o método escolhido para sintese
das nanoparticulas de Fe;O4 e NiFe,O,, com excecdo de Zhou et al. (2022) que sintetizou par-
ticulas de NiFe,O, por meio de método hidrotérmico. As nanoparticulas de Fe® foram sinteti-
zadas por meio da redugdo de ion ferroso (Fe**) por borohidreto de sddio (NaBH,). Por sua
vez, autores como Wang et al. (2016), Li et al. (2022) e Chen et al. (2018) adquiriram suas na-
noparticulas j4 sintetizadas. A sintese das nanoparticulas em laboratorio tem como vantagem a
escolha dos materiais estabilizantes, a possibilidade de alteragao das rotas de sintese visando a
obtencao de particulas com didmetros especificos, € 0 menor custo com a compra de reagen-

tes. Por outro lado, a aquisicdo de nanoparticulas de fornecedores qualificados tem como van-
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tagem a garantia de homogeneidade, pureza e baixa dispersdo de tamanho de particulas, po-
rém a custos mais altos.

Importante observar também a escolha dos substratos utilizados em digestdo anaerdbia
pelos autores listados na Tabela 2. Parte dos estudos dao preferéncia a biodigestao de substra-
tos naturais agricolas, como esterco fresco (Abdelsalam et al., 2017) e cama de frango (Agui-
lar-Moreno et al., 2020), ou lodo de esgoto (Amen et al., 2018), enquanto outros autores esco-
lheram substratos ultrapuros como celulose microcristalina (Casals et al., 2014), glicerol (Im
et al., 2019), propionato (Cruz Viggi et al., 2014) ou glicose e peptideos (Chen et al., 2018).
Entretanto, ndo foram encontrados estudos que relacionem residuos industriais reais, como

glicerol bruto, com o uso de nanomateriais em digestdo anaerdbia.

3.2.1 NANOPARTICULAS DE MAGNETITA E FERRITA DE NIQUEL

Nanoparticulas de magnetita (Fe;O.), quando em solucao, t€ém a capacidade de liberar
gradualmente os ions Fe*" e Fe**, os quais sdo fundamentais em processos intracelulares como
replicagdo de DNA, geracdo de energia e outras fungdes vitais (Casals et al., 2014).

Por liberarem gradualmente ferro para o meio, as nanoparticulas de Fe;O,4 contribuem
com o aumento da sintese e atividade de enzimas, coenzimas e outras moléculas essenciais
aos processos de digestdo anaerobia. Por exemplo, cofatores ferro-enxofre [Fe-S] sao impor-
tantes grupos funcionais de enzimas indispensaveis a digestdo anaerobia, tais como a acetil-
CoA sintase (Pain & Dancis, 2016). O ferro também ¢ parte fundamental da ferredoxina, mo-
lécula que intermedeia a transferéncia de elétrons em diferentes reagdes envolvidas na meta-
nogénese acetoclastica (Enzmann et al., 2018).

Além disso, processos de producdo de energia nas células bacterianas que envolvam a
redugdo de produgdo de protons, como a reciclagem de NAD", sdo mediados por enzimas hi-
drogenases. Das trés classes de hidrogenases, duas delas possuem centros cataliticos compos-
tos de metais de transi¢do: [NiFe]-hidrogenase e [FeFe]-hidrogenase (Kumar et al., 2021). H»
gerado mediante enzimas hidrogenases sdo posteriormente utilizados por arqueias no processo
de metanogénese hidrogenotrofica.

As nanoparticulas de Fe;O,4 e de outros metais e 6xidos metalicos, como visto anterior-
mente, também facilitam a transferéncia direta de elétrons interespécies — DIET durante a me-
tanogénese (Ali et al., 2017). Nanoparticulas de ferrita de niquel (NiFe,O,), quando em solu-

¢d0, podem liberar gradualmente os ions Ni** € Fe**. O niquel, assim como o ferro, € essencial
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a sintese enzimatica durante o crescimento das bactérias e arqueias acetoclastcias. Além disso,
o niquel tem importante papel na atividade de coenzimas como o fator Fus30, que participa da

conversao do substrato em metano durante a metanogénese (Chen et al., 2018).

3.2.2 NANOPARTICULAS DE FERRO ZERO-VALENTE

O ferro zero-valente (Fe’) é um agente redutor relativamente forte frente a uma série
de substancias, tais como ions hidrogénio, carbonatos, sulfatos, nitratos e oxigénio e muitos
compostos organicos (Pereira & Freire, 2005). Por esta razdo, mesmo em meios andxicos, ha
uma gradual oxidagdo do Fe’ a Fe*', o que também contribui com o aumento da sintese e ati-
vidade de enzimas, coenzimas e outras moléculas essenciais aos processos de digestao anaerd-
bia, conforme descrito anteriormente.

Alguns estudos indicam que as nanoparticulas de Fe” otimizam a diversidade microbi-
ana e, consequentemente, estimulam as etapas hidroliticas e fermentativas da digestao anaer6-
bia (Ganzoury & Allam, 2015). Wang et al. (2018) sugeriram que o Fe® interage diretamente
com as células microbianas, decompondo grupos funcionais dos lipossacarideos e proteinas
das membranas externas dos microrganismos mais suscetiveis. Esse fenomeno de lise leva a
liberagdo de proteinas e outros nutrientes que estimulam o crescimento das populagdes micro-
bianas resistentes. No entanto, deve-se notar que concentragdes muito elevadas podem inibir a
metanogénese por meio deste mesmo mecanismo.

Estudos também tém demonstrado que o ferro metalico pode participar efetivamente
do processo metanogénico. Palacios et al. (2021) propuseram que bactérias acetogénicas,
como as pertencentes a classe Clostridia, e arqueias metanogénicas, como as pertencentes ao
género Methanobacterium, interagem mutuamente com o ferro metélico para produzir acetato

e metano, conforme descrito pelas equacdes 8 € 9.

4Fe’ +2C0; +4HCO5 + 4H" — 4FeCO; + CH;COOH + 2H,0 (Eq. 8)

4Fe" + 2C0; + 4HCO; + 4H' — 4FeCO; + CH, + 2H,0 (Eq. 9)

Por fim, a gradual oxida¢do do Fe’ a Fe** também produz H,, que age como doador de
elétrons para arqueias hidrogenotréficas (na Equagdo 7), aumentando o rendimento da produ-
¢do de metano. Além disso, nanoparticulas e aglomerados de Fe° tém a capacidade de partici-

par da transferéncia direta de elétrons interespécies — DIET durante a metanogénese.
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3.3 GLICEROL BRUTO ORIUNDO DA PRODUCAO DE BIODIESEL

3.3.1 BIODIESEL NO BRASIL

Desde 1997 o Brasil possui Legislagdo especifica que versa sobre o uso de combusti-
veis alternativos com potencial para substituicao total ou parcial de derivados do petréleo. A
Lei N°© 9.478, de 6 de agosto de 1997, ‘dispde sobre a politica energética nacional, as ativida-
des relativas ao monopdlio do petrdleo, institui o Conselho Nacional de Politica Energética
(CNPE) e a Agéncia Nacional do Petréleo (ANP)’.

Dentre os objetivos das politicas nacionais para o aproveitamento racional das fontes
de energia, listados no Artigo 1° da Lei n° 9.478/1997, destaca-se o Inciso VIII que propde a
utilizacao de “fontes alternativas de energia, mediante o aproveitamento econdmico dos insu-
mos disponiveis e das tecnologias aplicaveis”.

Com o passar do tempo foi necessario realizar revisdes e inclusdes com o objetivo de
tornar a Lei n® 9.478/1997 mais abrangente em termos de fontes alternativas de energia.

Em 2005, com a promulgacao da Lei n° 11.097, de 13 de janeiro, foi incluido o Inciso

XII ao Artigo 1° da Lei n® 9.478/1997, que passa a vigorar com a seguinte redagao:

XII — incrementar, em bases econdmicas, sociais € ambientais, a participagdo dos bi-
ocombustiveis na matriz energética nacional”.

Com a institui¢cdo da Lei n® 11.097/2005 ¢ introduzido o biodiesel na matriz energética
brasileira. Fica estabelecido, pela primeira vez, um percentual minimo obrigatério de adigdo
de biodiesel ao 6leo diesel comercializado no Brasil, a saber, 2% nos primeiros 3 anos apds a
publicacdo da Lei e 5% até o ano de 2013.

A Lein® 11.097/2005 também estabeleceu as defini¢cdes para “biocombustivel” e “bio-
diesel” por meio da inclusdo dos Incisos XXIV e XXV ao Artigo 6° da Lei n® 9.478/1997, que

passa a vigorar com a seguinte redacgao:

XXIV — Biocombustivel: combustivel derivado de biomassa renovavel para uso em
motores a combustdo interna ou, conforme regulamento, para outro tipo de geragédo
de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil.

XXV — Biodiesel: biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em mo-
tores a combustdo interna com igni¢do por compressao ou, conforme regulamento,
para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente
combustiveis de origem fossil.
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Em 2011 a Lei 12.490, de 16 de setembro, altera novamente a defini¢ao de “biocom-
bustivel” do Incisos XXIV do Artigo 6° da Lei n® 9.478/1997, além de estabelecer a definicao
de “producdo de biocombustivel” por meio da inclusao do Inciso XXIX ao Artigo 6° da mes-

ma Lei. O novo texto passa a vigorar com as seguintes inclusdes:

XXIV — Biocombustivel: substancia derivada de biomassa renovavel, tal como bio-
diesel, etanol e outras substincias estabelecidas em regulamento da ANP, que pode
ser empregada diretamente ou mediante alteragdes em motores a combustdo interna
ou para outro tipo de geracdo de energia, podendo substituir parcial ou totalmente
combustiveis de origem fossil.

XXIX — Produgdo de Biocombustivel: conjunto de operag¢des industriais para a
transformag@o de biomassa renovavel, de origem vegetal ou animal, em combusti-
vel.

A Lei 12.490, de 16 de setembro de 2011, também delineia novos objetivos a Politica
Energética Nacional incluindo, entre outros, os seguintes Incisos ao Artigo 1° da Lei n°

9.478/1997, que passa a vigorar com a seguinte redagao:

XIII - garantir o fornecimento de biocombustiveis em todo o territorio nacional.

XIV - incentivar a geragdo de energia elétrica a partir da biomassa e de subprodutos
da produgdo de biocombustiveis, em razao do seu carater limpo, renovéavel e com-
plementar a fonte hidraulica.

XVIII - mitigar as emissdes de gases causadores de efeito estufa e de poluentes nos
setores de energia e de transportes, inclusive com o uso de biocombustiveis.

As Leis n°® 13.033, de 24 de setembro 2014, e n® 13.263, de 23 de marc¢o de 2016, es-
tabeleceram novos percentuais de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel. As adigdes graduais e
obrigatorias passaram a ser de 1% ao ano, totalizando 10% em 2019.

A Lei n® 13.263, de 23 de margo de 2016 também autorizou o Conselho Nacional de
Politica Energética — CNPE — a elevar a mistura obrigatoria de biodiesel ao 6leo diesel em até
15% nos préximos anos.

Em 2018 a Resolugcao CNPE n° 16, de 29 de outubro de 2018, estabeleceu o cronogra-
ma prevendo os percentuais minimos de adi¢ao de biodiesel ao 6leo diesel até o ano de 2023
(Tabela 3). Por fim, o Despacho ANP n° 621, de 06 de agosto de 2019, definiu em 11% o per-
centual minimo de biodiesel a ser acrescido ao 6leo diesel a partir de 1° de setembro de 2019,

com projecdes de chegar a 15% até 2023.
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Tabela 3: Projecdo dos percentuais minimos de adi¢@o de biodiesel ao 6leo diesel até 2023

Inicio do incremento percentual da 01/09/2019
.~ 0b (Despacho  01/03/2020 01/03/2021 01/03/2022 01/03/2023
adicdo de biodiesel o
ANP n° 261)
Percentual minimo de adicao 1% 12% 13% 14% 15%

obrigatoria

Devido a pandemia de Covid-19 e seus impactos econdmicos, como o aumento dos
precos globais de commodities e consequente elevagdo dos precos do biodiesel, os percentuais
minimos de adi¢cdo ndo obedeceram aos previstos na Tabela 3 nos ultimos dois anos. Entre se-
tembro de 2019 e fevereiro de 2020 o percentual minimo de adi¢ao de biodiesel foi de 11%;
entre margo e agosto de 2020 foi de 12%; entre setembro e outubro de 2020 foi de 10%; e en-
tre novembro e dezembro de 2020 foi de 11%. Entre janeiro e fevereiro de 2021 foi de 12%;
entre marco ¢ abril de 2021 foi de 13% e, a partir de abril de 2021, foi de 10%, em volume.
Em novembro de 2021, o CNPE, em assessoramento ao Presidente da Republica, decidiu pela
manuteng¢do do teor de 10% de biodiesel no diesel para todo o ano de 2022.

Nota-se que a produgdo de biodiesel no Brasil esteve em franco aumento por mais de
uma década e que tal producdo tem capacidade de se tornar ainda maior nos proximos anos,
até que se atinja o percentual de adicao de at¢ 15% em volume de biodiesel ao 6leo diesel
vendido ao consumidor final, como preconizado pela Resolu¢ao CNPE n° 16, de 2018.

Desde novembro de 2008 a Agéncia Nacional de Petroleo (ANP), produz o Boletim
Mensal do Biodiesel, divulgados atualmente na forma de Painel Dinamico pelo portal gov.br,
com o objetivo de difundir as informagdes relacionadas a atividade de producao e comerciali-
zacao de biodiesel no Brasil.

A Tabela 4 mostra a evolucdo do volume de biodiesel produzido no Brasil com base

nos Boletins e Painel Dinamico de Produtores de Biodiesel (ANP, 2022a).

Tabela 4: Producao mensal de biodiesel no Brasil*

2008 2012 2016 2018 2020 2021 2022

Produgéo de biodiesel

N 80.000 200.000 280.000 340.000 468.000 507.000 458.000
(m3/més)

Capacidade nominal

) A 280.000 560.000 620.000 670.000 774.500 871.200 1.018.000
autorizada (m3*/'més)

* Dados referentes ao més de janeiro de cada ano
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A Tabela 5 apresenta os volumes de biodiesel produzidos e a capacidade nominal auto-

rizada para as regides do Brasil em margo de 2022 (ANP, 2022a).

Tabela 5: Producao de biodiesel por Regido (marc¢o/2022)

Nordeste ~ Torte/ Centro- o jeste Sul
oeste
Produgdo de biodiesel (m?) 43.670 195.720 34.800 223.240
Capacidade nominal autorizada (m?) 103.300 493.000 68.600 405.500

Em margo de 2022 existiam 55 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela ANP
para operagao no Brasil, correspondendo a uma capacidade total autorizada de aproximada-
mente 35.700 m3/dia (ANP, 2022a). Destacam-se as regides Sul e Centro-oeste como as maio-

res produtoras do Brasil.

3.3.2 SINTESE DO BIODIESEL

O método mais utilizado atualmente no Brasil para sintese de biodiesel € a reacgdo de
transesterificagdo de triglicerideos com metanol (ANP, 2022b). Outros processos também po-
dem ser empregados como craqueamento e esterificacdo.

Nas reacgoes de transesterificagdo, os triacilglicerideos reagem com alcodis produzindo
uma mistura de ésteres de acidos graxos (o biodiesel) e glicerol. A transesterifica¢do ¢ uma re-
acdo reversivel, no entanto, a presenga de um catalisador (acido ou base) contribui para au-
mentar o rendimento da producdo dos ésteres de acidos graxos, além de acelerar consideravel-
mente esta conversao (Geris et al., 2007).

A Figura 3 representa uma rea¢do de transesterificacdo alcalina, onde o alcool utiliza-

do ¢ o metanol e o hidroxido de s6dio (NaOH) € o catalisador.
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Figura 3: Sintese do biodiesel por meio de transesterificacao alcalina

Os triacilglicerideos utilizados na produgdo de biodiesel sdo oriundos de gorduras ve-
getais ou animais. A fonte destes triacilglicerideos pode variar consideravelmente dependendo
da regido do pais e da época do ano. A Tabela 6 apresenta as principais fontes de triacilgliceri-
deo utilizados na producao de biodiesel de acordo com o Painel Dinamico de Produtores de

Biodiesel divulgado pela ANP referente ao més de margo de 2022 (ANP, 2022a).

Tabela 6: Percentual de matéria-prima utilizada na fabricagdo de biodiesel (margo/2022)

Nordeste Cerli;)gfze/s te Sudeste Sul
Oleo de soja 58,8 71,8 15,9 69,4
Gordura bovina 2.4 3,2 28,6 8,1
Oleo de algodio 3,1 2,8 - -
Outros materiais graxos* 2,7 19,3 5,3 15,3
Oleo de fritura usado 0,4 - 17,3 1,3
Oleo de palma 32,6 1,2 - -
Outras gorduras animais** - 1,1 33,0 5,7
Oleo de milho - 0,5 - -

* mistura de matérias-primas tradicionais e reprocessamento de subprodutos da producao de biodiesel
** gordura de porco e de frango
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Nota-se que o 6leo de soja ¢ a principal matéria-prima para a produ¢do de biodiesel
em muitos estados brasileiro. O uso de 6leo de milho, palma e outras plantas varia de acordo
com as, regides, produtividade das safras e preco internacional das commodities. Gorduras
animais como a bovina, suina e de aves também sdo relevantes para a producao de biodiesel
na regido sudeste, seguidas pelo 6leo de fritura usado e pelo de soja. Destaca-se também que,
apesar destes triacilglicerideos terem origem vegetal ou animal, o metanol utilizados na sinte-

se do biodiesel tem origem petroquimica e, portanto, ndo-renovavel.

3.3.3 GLICEROL BRUTO

Como visto anteriormente, houve um expressivo aumento na producao de biodiesel no
Brasil nos ultimos anos. Em decorréncia disso também houve o aumento da geracao de eflu-
entes e residuos comuns ao processo.

O principal residuo gerado na produgdo de biodiesel ¢ o glicerol, um material utilizado
por diversas industrias, como a quimica, farmacéutica, de alimentos, cosmética, dentre outras,
porém esse uso estd condicionado a um grau de pureza superior a 95% (Wang et al., 2001).

O glicerol proveniente diretamente da producdo de biodiesel, ou glicerol bruto, possui
quantidades consideraveis de impurezas, dentre elas: metano, sais de sodio e potassio, outros
metais, saboes, umidade, acidos graxos e outros compostos organicos (Viana et al., 2012).
Tais impurezas estao diretamente relacionadas a matéria-prima utilizada na fabricacao do bio-
diesel (Tabela 6) e influenciam nas caracteristicas fisico-quimicas do glicerol bruto, dentre
elas: pH, densidade, coloracdo e demanda de oxigénio.

E necessario que o glicerol bruto seja, portanto, refinado para que possa ser utilizado
industrialmente. Eliminar as impurezas do glicerol bruto, entretanto, gera custos ¢ demanda
tecnologias especificas, o que torna o refino invidvel para pequenos produtores de biodiesel.
Além disso, como a producao de glicerol ¢ equivalente a aproximadamente 10% em massa de
todo o biodiesel produzido (Yazdani et al., 2007), ha também o risco de que a producao de gli-
cerol refinado exceda as demandas internas e externas do produto (Novi et al., 2018). Deste

modo, € necessario explorar novas formas de utilizacao e valoriza¢do do glicerol bruto.

3.3.4 DIGESTAO ANAEROBIA DO GLICEROL BRUTO

E possivel utilizar o glicerol bruto como substrato para a digestdo anaerdbia com o ob-

jetivo de produzir metano e gerar energia. Viana et al. (2012) concluiram que a digestdo anae-
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robia do glicerol bruto € tecnicamente viavel, desde que sejam implementadas estratégias ope-
racionais visando aumentar a tolerancia dos microrganismos anaerobios as altas concentra-
coes de matéria organica e compostos toxicos presentes nos glicerol bruto. Os autores afir-
mam que um reator anaerébio do tipo UASB tratando diariamente 25 m* de glicerol bruto
(250 kgpgo (m?)") produzira até 9.600 L de metano por dia, que seriam convertidos em 5,5
GW de calor ou 3,1 GW de eletricidade.

O uso do glicerol bruto como substrato para a digestdo anaerdébia com o objetivo de
produzir metano ¢ vidvel porque bactérias fermentadoras t€ém a capacidade de utilizar o glice-
rol como fonte de carbono e energia. Além disso, por meio deste processo fermentativo sdo
produzidos acidos graxos volateis e alcoois que posteriormente serdo convertidos em metano.
As vias metabdlicas da fermentacdo anaerdbia do glicerol foram bem estabelecidas por auto-
res como Biebl et al. (1999) e Viana et al. (2012). A Figura 4 ilustra, de forma resumida, como
o glicerol ¢ convertido, por meio de vias oxidativas e redutivas, em acetato, propionato, CO, e
outras moléculas.

Por via redutiva, o glicerol sofre desidratacao, mediada pela coenzima glicerol desi-
dratase, produzindo 3-hidroxipropionaldeido, que por sua vez ¢ reduzido a 1,3-propanodiol,
mediado pela enzima 1,3-propanodiol desidrogenase. Por via oxidativa, o glicerol passa por
desidrogenagao por meio da enzima glicerol desidrogenase, formando diidroxiacetona. Apos a
fosforilagdo mediada pela enzima diidroxiacetona quinase, a diidroxiacetona pode ser conver-
tida em piruvato ou em succinato, que posteriormente ¢ convertido em propionato. A partir do
piruvato sdo formados compostos mais simples como 2,3-butanodiol, lactato, butirato, etanol,
metanoato, acetato, H, e CO,. As reagdes que levam a formacdo de compostos a partir do pi-
ruvato variam de acordo com as condi¢cdes ambientais, com as bactérias presentes no biodi-
gestor e com as enzimas produzidas por estes microrganismos Viana et al. (2012).

Por fim, alcoois e acidos graxos produzidos durante a hidrdlise e acidogénese sdo oxi-
dados por bactérias sintréficas a acetato, H, e CO,, formando o substrato ideal para a metano-

génese.
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Figura 4: Fermentac¢do do glicerol em compostos mais simples (adaptado de Biebl et al.
(1999) e Viana et al. (2012))

Estudos prévios com énfase em digestao anaerobia de glicerol bruto estdo alistados na

Tabela 7.
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Tabela 7: Estudos prévios com énfase em digestdo e co-digestao anaerobia de glicerol bruto

Substrato Inéculo Produto Eficiéncia Referéncia
. Lodo granular de . ,
Glicerol bruto a Siles Lopez et al.
(acidificado) tratamento de ‘eﬂl'l— Metano 292 mL gpgo (2009)
entes de cervejaria
. Lodo granular de . ,
the-rol bruto tratamento de eflu- Metano 356 mL gpoo™ Siles Lopez et al.
(purificado) _ (2009)
entes de cervejaria
Glllszehrl(;ln?engg ! Lodo granular de Siles Lopez et al
-1 .
indiistria de tratamento de §ﬂg— Metano 310 mL gpgo (2010)
. entes de cervejaria
biodiesel
Lodo residual de
. tratamento de eflu- 1 Baba et al.
Glicerol bruto entes de indistria de Metano 358 mL gpgo (2013)
massas alimenticias
162 mL gDQOJ (1% de
AT licerol bruto
Glicerol bruto Lodo primario de Metano 8 ) Alvze Szeg al.
esgoto 258 mL gpoo” (3% de (2020)
glicerol bruto)
) 130 mL gDQO_l (1% de
Glicerol bruto + Lodo primario de glicerol bruto) Alves et al.
sobras de Metano 2002
alimentos esgoto 135 mL gpoo™ (3% de ( )
glicerol bruto)
Culturas de reator
. UASB de tratamen- . A . Rodrigues et al,
Glicerol bruto to de efluente frigo- Hidrogénio 0,80 mol molg; 2019
rifico
. A . -1
Cultura mista de se- Hldrogenlo 2,05 m01H2 rnolGuc Sittitunda & Re.
Glicerol bruto  dimentos de fontes 1,3-propanodiol 0,36 mol, s.pp molgric™ .
termais ungsang (2020)
Etanol 0,22 moleon molgic™
Culturas e lodo gra- . . -
. nular de reator Hidrogénio 10,3 moly dia
Glicerol bruto + Adames et al.
. .. UASB de tratamen-
esgoto doméstico de efluente fri (2022)
to de etluente frigo- Metano 312 Lemgdia™

rifico

Siles Lopez et al. (2009) avaliaram a digestdo anaerobia do glicerol advindo do pro-
cesso de producdo de biodiesel apds tratamento prévio do substrato por destilacdo a vacuo
(para remog¢ao de metanol e umidade), seguida de acidificagdo (para remog¢ao de hidroxido de
potassio — KOH) ou purificagdo (para remog¢ao de demais impurezas organicas). Nestes estu-

dos a digestao anaerdbia ocorreu em digestores em batelada, inoculados com lodo granular de



47

tratamento de efluentes de cervejaria e atingiram rendimento de produgdo de CH4 de 292 mL
gnoo ' para o glicerol acidificado e 356 mL gpqo' para o glicerol purificado (Siles Lopez et al.,
2009).

Baba et al. (2013) avaliaram a produgao de biogds em um digestor piloto continuo ali-
mentado com glicerol bruto proveniente da produgdo de biodiesel e inoculado com lodo de
tratamento de efluentes de industria de massas alimenticias. Apos estabilizacdo do reator pilo-
to, os autores atingiram rendimento maximo de producio de CH, de 358 mL gpqo™.

Glicerol bruto também tem sido utilizado na co-digestdo anaerdbia de outros substra-
tos, como glicose (Sawasdee et al., 2019) e estrume suino (Veroneze et al., 2019), com conse-
quente aumento na produgdo de biogas.

Siles Lopez et al. (2010) estudaram a co-digestdo anaerobia de glicerol e efluentes
contendo residuos de biodiesel, 6leos vegetais, glicerol e metanol advindos de industria de bi-
odiesel em digestores em batelada, inoculados com lodo granular de tratamento de efluentes
de cervejaria. Neste estudo de co-digestdo os autores atingiram rendimento de produgdo de
CH, de 310 mL gpgo™.

Alves et al. (2020) investigaram o efeito da adi¢ao de glicerol bruto da produgao de bi-
odiesel na digestdo anaerdbia em batelada de lodo primario de esgoto. Neste estudo, a adicao
de 1% (vv') de glicerol ao lodo de esgoto elevou a produgdo de CH,; em 62%, de 138,3
mL/gys no reator controle (apenas lodo de esgoto como substrato) para 223,8 mL/gvys. Os rea-
tores alimentados com 3% (vv™) de glicerol elevaram a produgio de CH, em 167%, de 138,3
mL/gvs no reator controle para 368,8 mL/gvs. Os mesmos autores (Alves et al., 2022) também
estudaram o efeito da adi¢ao de glicerol bruto da produ¢do de biodiesel na digestdo anaerobia
em batelada de lodo primario de esgoto e sobras de alimentos. Neste estudo, a adicdo de 1%
(vv') de glicerol a mistura de lodo de esgoto e sobras de alimentos (razdo 1:1) elevou a pro-
dugdo de CH,; em 45,4%, enquanto a adi¢do de 3% (vv') de glicerol elevou a produgdo de
CH, em 122,7%, quando comparados aos reatores controle (apenas lodo de esgoto e sobras de
alimentos como substrato).

Outros autores também tém demonstrado a viabilidade da digestdo anaerdbia do glice-
rol bruto na produg¢do de hidrogénio, 1,3-propanodiol e outros produtos de interesse economi-
co ¢ ambiental. Rodrigues et al (2019) investigaram a geragdo de biohidrogénio por meio de
culturas mistas e puras obtidas de lodo granular de reator de UASB para tratamento de efluen-
te de abate avicola. Neste estudo foi utilizado glicerol bruto advindo da produgao de biodiesel

a partir de 6leo de cozinha usado. Como resultado, os pesquisadores atingiram rendimento
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maximo de produgdo de hidrogénio de 0,80 mol-H»/mol-glicerol em reatores acidificados (pH
5,5) alimentados com 20 gpqo L' de glicerol bruto.

Sittijunda & Reungsang (2020) estudaram a produgdo simultanea de hidrogénio, eta-
nol e 1,3-propanodiol a partir de glicerol bruto ou purificado em digestores anaerobios conti-
nuos (UASB), sob condigdes termofilicas, inoculado com cultura mista obtida a partir de sedi-
mentos de fontes termais. Nos reatores alimentados com 62,5 g (L dia)” de glicerol bruto, os
pesquisadores obtiveram os seguintes rendimentos de produc¢do: 2,05 mol-H,/mol-glicerol;
0,36 mol-1,3-propanodiol/mol-glicerol; 0,22 mol-etanol/mol-glicerol.

Adames et al. (2022) conduziram experimentos em trés reatores anaerdbios horizon-
tais em série com leito fixo com o objetivo de avaliar a producao de hidrogénio (fase 1) e me-
tano (fases 2 e 3) por meio da co-digestao de glicerol bruto da producdo de biodiesel e esgoto
doméstico. Neste experimento, o reator fermentativo para producdo de H, foi inoculado com
inoculo pré-tratado e os reatores metanogénicos foram inoculados com indculo in natura, am-
bos obtidos de lodo granular de reator de UASB para tratamento de efluente de abate avicola.
Os pesquisadores obtiveram rendimento maximo de produ¢do de hidrogénio de 10,3 mol-H,/
dia e rendimento maximo de produc¢do de metano de 312,0 ¢ 283,9 Lcus/dia.

Nota-se, por estes e outros estudos, que a geracdo de biogés e outros produtos de alto
valor agregado, utilizando-se glicerol bruto como substrato ou co-substrato para digestao ana-
erdbia, ¢ algo factivel e que deve ser explorado nos proximos anos.

Otimizar o processo de digestdo anaerobia de glicerol bruto, por meio de nano-aditi-
vos, por exemplo, e integra-lo a agroindustria e as industrias alimenticias e do biodiesel sdo
formas de tornar a matriz energética brasileira mais diversificada, eficiente e sustentavel.
Como exemplificado na Figura 5, a digestdo anaerdbia do glicerol bruto pode ser integrada ao
ciclo de producao do biodiesel, promovendo biorremediacao de residuos potencialmente noci-

vos ao ambiente e fornecendo energia por meio do biogas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ETAPAS EXPERIMENTAIS

Os experimentos realizados durante este estudo foram divididos em quatro etapas,
conforme descrito a seguir.

A primeira etapa envolveu a determinacao do método de sintese das nanoparticulas de
magnetita (Fe;Oy), ferro zero-valente (Fe®) e ferrita de niquel (NiFe,O4) € a andlise e caracteri-
zagao das nanoparticulas.

Na segunda etapa foram realizados testes preliminares para determinacao dos parame-
tros a serem utilizados nos reatores anaerébios em batelada. Foram determinadas as quantida-
des ideais de inoculo e solucdo tampao a ser utilizados nos reatores.

Durante a terceira etapa foram realizados os ensaios de producio de biogéas em reato-
res anaerobios em batelada operando com diferentes concentragcdes de nanoparticulas de mag-
netita (Fe;04), ferro zero-valente (Fe®) e ferrita de niquel (NiFe,O,). Nesta etapa foi realizado
o acompanhamento da produg¢do de metano, composi¢ao do biogas, remogdao de DQO e evolu-
¢ao do pH.

Por fim, na quarta etapa foi verificado o efeito da adicdo das nanoparticulas de Fe;O4 e
do glicerol bruto sobre a comunidade microbiana presente nos reatores por meio da identifica-
¢do dos consorcios em amostra do indculo utilizado e amostra do reator alimentado com gli-

cerol bruto e suplementado de nanoparticulas Fe;Os.

4.2 ETAPA 1 - NANOPARTICULAS

4.2.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS

As nanoparticulas de magnetita (Fe;O.) e ferrita de niquel (NiFe,O4) foram sintetiza-
das de acordo com o método da coprecipitacdo proposto por Massart (1981), com modifica-
¢Oes, a saber: inclusdo da etapa de estabilizagdo com citrato e substitui¢do do ion Fe*" por Ni**
para realizacdo da sintese de ferrita de niquel.

As nanoparticulas de ferro zero-valente (Fe”) foram sintetizadas de acordo com o mé-
todo de redugdo por borohidreto de s6dio (NaBH4) proposto por Sun et al. (2006), com modi-

ficagdo, a saber: inclusdo da etapa de estabilizacdo com citrato.
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Com o objetivo de reduzir a agregagdo de particulas e formar uma solugdo coloidal es-
tavel, as nanoparticulas de Fe;O., Fe e NiFe,O4 foram recobertas com citrato, de acordo com

o método utilizado por Andreas et. al (2012).

As nanoparticulas de magnetita (Fe;O4) foram sintetizadas pelo método da copreci-
pitacdo dos ions ferroso e férrico (Fe** e Fe’*, respectivamente) em meio bésico, juntamente
ao recobrimento das particulas com citrato ([CsHsO]*), visando reduzir a agregacdo das mes-
mas.

Em um Erlenmeyer foram dissolvidos em dgua deionizada os sais sulfato ferroso hep-
tahidratado (FeSO4.7H,0) e cloreto férrico hexahidratado (FeCl;.6H,O) em quantidades sufi-
cientes para se obter a propor¢do estequiométrica 1:2 entre os ions Fe*" e Fe’*, respectivamen-
te, a saber: 6,95 g de FeSO..7H,0 e 13,52 g de FeCl;.6H,0, diluidos em 250 mL de agua dei-
onizada. A esta solugdo também foi adicionado 0,5 mols de 4cido citrico (CsHsO7) para cada
mol de ions Fe*', isto ¢, 2,40 g de CsH;O.

A precipitacdo das nanoparticulas de magnetita (Fe;O4) ocorreu, em seguida, com a
adi¢do, sob agitacdo e em atmosfera inerte de nitrogénio (N», 99%), de solu¢do 0,5M de hi-
droxido de sddio (NaOH) até atingir-se pH final igual a 12. Tal precipitagdo ocorreu de acordo

com a Equagdo 10:

Fe™* + 2Fe’ + 8OH™ — Fe;0, | + 4H,0 (Eq. 10)

Ap0s a completa reacdo foi obtida uma solugdo coloidal de cor preta de nanoparticulas
de magnetita (Fe;O,). Com uma barra magnética foi realizada a separagdo das particulas e
descarte do sobrenadante. Apos separacdo magnética do material, o mesmo foi lavado trés ve-
zes com agua deionizada e ressuspenso em 1 L de dgua deionizada (concentragdo tedrica: =
5,78 gFe;04 L). Apds a ressuspensio foi realizada a determinagdo da concentragdo de nano-

particulas pelo método da 1,10-fenantrolina, descrito no item 4.5.2.

As nanoparticulas de ferro zero-valente (Fe") foram sintetizadas pelo método da re-
dugdo de ion ferroso (Fe*) por borohidreto de sodio (NaBH,), juntamente ao recobrimento
das particulas com citrato ([C¢Hs0,]*), visando reduzir a agregag¢do das mesmas.

Em um Erlenmeyer foi dissolvido em 4agua deionizada o sal sulfato ferroso heptahidra-

tado (FeSO..7H,0), a saber: 6,95 g de FeSO4.7H,O em 250 mL de 4gua deionizada. A esta so-
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lugdo também foi adicionado 0,1 mols de 4cido citrico para cada mol de ions Fe*, isto €, 0,48
g de CsHs0s.

A precipita¢do das nanoparticulas de ferro zero-valente (Fe’) ocorreu, em seguida, com
a lenta adicdo, sob agitacdo manual e em atmosfera inerte de nitrogénio (N2, 99%), de solugdo
0,2M de NaBH,, em excesso (2,36 g de NaBH, diluidos em 300 mL de agua deionizada). Tal

precipitagdo ocorre de acordo com a Equagao 11:

Fe** + 2BH,; + 6H,0 — Fé'| + 2 B(OH); + H; 1 (Eq. 11)

Apos a completa reagao foi obtida uma suspensao de cor preta de nanoparticulas de
ferro zero-valente (Fe”). Com uma barra magnética foi realizada a separagdo das particulas e
descarte do sobrenadante. Apds separacdo magnética do material, o mesmo foi lavado trés ve-
zes com agua deionizada e ressuspenso em 500 mL de agua deionizada (concentracao tedrica:
~ 2,8 gFe” L). Apds a ressuspensio foi realizada a determinagdo da concentra¢do de nanopar-

ticulas pelo método da 1,10-fenantrolina, descrito no item 4.5.2.

As nanoparticulas de ferrita de niquel (NiFe,Q,) foram sintetizadas pelo método da
coprecipita¢do dos ions Ni** ¢ Fe** em meio basico, juntamente ao recobrimento das particulas
com citrato ([CsHsO7]>), visando reduzir a agregagido das mesmas.

Em um Erlenmeyer foram dissolvidos em adgua deionizada os sais cloreto de niquel he-
xahidratado (NiCl,.6H,0) e cloreto férrico hexahidratado (FeCl;.6H,O) em quantidades sufi-
cientes para se obter a propor¢do estequiométrica 1:2 entre os fons Ni*" e Fe**, respectivamen-
te, a saber: 5,95 g de NiCl,.6H,O e 13,52 g de FeCl;.6H,0, diluidos em 250 mL de agua deio-
nizada. A esta solu¢ao também foi adicionado 0,5 mols de acido citrico para cada mol de ions
Ni*", isto €, 2,40 g de CsH;O».

A precipitagdo das nanoparticulas de ferrita de niquel (NiFe»Os) ocorreu, em seguida,
com a adic¢do, sob agitacdo e em atmosfera inerte de nitrogénio (N,, 99%), de solucdo 0,5M de

NaOH até¢ atingir-se pH final igual a 12. Tal precipitag@o ocorre de acordo com a Equacdo 12.

Ni** + 2Fe’* + 8OH — NiFe,0, | + 4H,0 (Eq. 12)

Apos a completa reagdo obteve-se uma solugdo coloidal de cor marrom de ferrita de

niquel (NiFe,O,). Por ndo ser uma substancia ferromagnética, as nanoparticulas de NiFe,O,
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ndo foram separadas com o auxilio de ima. Por esta razdo, a solucdo foi centrifugada a 7500
RPM, a temperatura ambiente, por 3 minutos e¢ o sobrenadante foi descartado. Apos a separa-
¢do do material, o mesmo foi ressuspenso em 1 L de 4gua deionizada (concentragdo teodrica: =
5,86 g NiFe,O, L™). Apos a ressuspensio foi realizada a determinacdo da concentra¢do de na-

noparticulas pelo método da 1,10-fenantrolina, descrito no item 4.5.2.

4.2.2 CARACTERIZACAO

A concentracdo das solu¢des de nanoparticulas de magnetita (Fe;O,), ferro zero-valen-
te (Fe®) e ferrita de niquel (NiFe,O,) foi obtida pelo método colorimétrico da 1,10-fenantroli-
na (descrito em no item 4.5.2) (APHA, 2005).

A caracterizagdo quimica e estrutural das nanoparticulas foi realizada, respectivamen-
te, pelos métodos de Espectroscopia por Energia Dispersiva (EDS) e Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV), ambas em microscopio eletronico de varredura ZEISS, modelo Sigma,
localizado no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Anéalise do Instituto de Fisica de Sao
Carlos — IFSC/USP. Para realizagao das analises de MEV e EDS as solu¢des de nanoparticu-
las foram secas por 24 horas, em estufa a 60°C, e depois maceradas em cadinho de cerdmica
até a obtencao de um p6 fino homogéneo.

A determinag¢do do tamanho dos aglomerados de nanoparticulas foi realizada pelo mé-
todo de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering) em equi-
pamento DLS Malvern, modelo Zetasizer, localizado no Laboratério Nacional de Ciéncia e
Tecnologia do Bioetanol do Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais — CTBE/
CNPEM. Para realizagao das analises de DLS foram utilizadas as solugdes de nanoparticulas,

sem prévia secagem.

4.3 ETAPA 2 — TESTES PRELIMINARES

Os testes preliminares foram realizados em reatores anaerdbios em batelada, com adi-

coes de substrato e inoculo, conforme descritos a seguir.
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4.3.1 INOCULO

Foi utilizado lodo granular proveniente de reator anaerdbio de fluxo ascendente —
UASB (do inglés, Upflow Anaerobic Sludge Blanket) — para tratamento de efluentes de abate
avicola. O lodo granular anaerdbio foi obtido no abatedouro Avicola Dacar em Tieté-SP. Apos
a coleta, o lodo foi mantido sob refrigeragdo a 4°C.

A caracterizacao do lodo granular anaerdbio incluiu a determinagdo dos teores de Soli-
dos Totais (ST), Solidos Totais Volateis (STV) e Solidos Totais Fixos (STF), de acordo com
APHA, 2005. Além da determinacgdo de ferro total pelo método da 1,10-fenantrolina (APHA,
2005) descrito no item 4.5.2.

4.3.2 SUBSTRATO

Foi utilizado glicerol bruto — subproduto da fabricagdo de biodiesel por processo de
transesterificacao de dleos por meio de metanol e hidroxido de sodio. O glicerol bruto foi ce-
dido pela empresa Oleoquimica Biobrotas em Brotas-SP.

As caracteristicas fisico-quimicas do glicerol bruto eram: demanda quimica de oxigé-
nio: 1,92 kgpoo L™; teor de glicerol: 80.6%; pH 4,35; teor de cloretos: 5,3%; teor de umidade:

11,4%; teor de cinzas: 5,1%; teor de matéria organica (exceto glicerol): 2.84%.

4.3.3 TESTE 1 - TAMPONAMENTO

Foram testadas quatro solugdes tampao distintas, conforme descrito a seguir, para os
reatores anaerobios em batelada.

Foram produzidas duas solugdes de fosfato de potéssio dibasico (K,HPO,) nas concen-
tragdes 3,0 gKoHPO4 L' € 6,0 gKo,HPO4 L. A estas solugdes foi adicionado fosfato de potas-
sio monobasico (KH>PO,) até que se produzisse uma solugdo tampao de pH igual a 7,3.

Também foram produzidas duas solugdes de bicarbonato de sddio (NaHCOs) nas con-
centragdes 3,0 gNaHCO; L' e 6,0 gNaHCO; L. A estas solugdes foi adicionado fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,) até que se produzisse uma solugdo tampao de pH igual a 7,3.

A seguir, foram montadas duplicatas de reatores anaerdbios em batelada contendo as
solucdes tampao, conforme descrito anteriormente. Cada reator de 500 mL (250 mL de volu-
me reacional) continha, além da solu¢do tampao, 50 mL de lodo granular (2,25 gsrv) e glicerol

bruto (15 gnoo L™). O pH de cada reator foi ajustado em 7,8 € o headspace foi preenchido com
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N2 (99%,9) sob fluxo constante durante 10 minutos. Agua deionizada foi adicionada aos rea-
tores até completar o volume liquido de 250 mL. A seguir os reatores foram fechados com
tampa de butila e rosca plastica, mantidos a 37°C, sob modo estatico e operados durante 200
horas.

A solug@o tampao com maior capacidade tamponante foi a escolhida para ser adiciona-

da ao teste descrito a seguir.

4.3.4 TESTE 2 - QUANTIDADES DE INOCULOS

Foi testada a quantidade ideal de in6culo a ser utilizado nos reatores anaerdbios em ba-
telada, apds a escolha da solugdo tampao ideal.

Duplicatas de reatores anaerébios em batelada foram montados com 50 ¢ 100 mL de
lodo granular anaerobio (2,25 e 4,5 gsrv, respectivamente). Cada reator de 500 mL (250 mL
de volume reacional) continha, além do lodo granular, solugido tampao (6,0 gNaHCO; L") e
glicerol bruto (15 gpgo L™). O pH de cada reator foi ajustado em 7,8 € o headspace foi preen-
chido com N, (99,9%) sob fluxo constante durante 10 minutos para efetuar a troca gasosa e
proporcionar as condi¢gdes anaerdbias. A seguir os reatores foram fechados com tampa de bu-
tila e rosca plastica, mantidos a 37°C, sob modo estéatico e operados durante 200 horas.

A condi¢ao com a quantidade de inoculo que apresentou produgdes mais elevadas de
biogas foi escolhida para a montagem dos reatores com adi¢do de nanoparticulas de Fe;Os,

Fe’, NiFe,04, como descrito a seguir na etapa 3.

4.4 ETAPA 3 — ENSAIOS COM ADICAO DE NANOPARTICULAS

Os reatores anaerdbios em batelada foram montados para as diferentes concentragdes
de nanoparticulas de magnetita (Fe;O,), ferro zero-valente (Fe°) e ferrita de niquel (NiFe,O,).

Para cada tipo de nanoparticula (Fe;O,, Fe’, NiFe,O,) foi realizada uma série de 4 en-
saios sob condi¢des mesofilicas (36 — 38 °C) com variacdes nas concentracdes de nanoparti-
culas. Foram montadas duplicatas de reatores anaerdbios em batelada em frascos Duran de
500 mL contendo: 50 mL de lodo granular anaerdbio (2,25 gsrv); glicerol bruto (variando de
25 a 35 gDQO L' de acordo com a série de ensaios); solugdo tampao bicarbonato (NaHCOs:
6,0 g L'"); nanoparticulas de Fe;Ou, Fe’ ou NiFe,O, previamente sintetizadas nas concentra-

¢des (mg L™): 200; 400 ou 800; agua deionizada suficiente para atingir volume reacional de
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250 mL. O pH de cada reator foi ajustado por meio de gotejamento de solugdes concentradas
de HCI1 (1M) ou NaOH (1M) até atingir o intervalo entre 7.8 a 8.0. O headspace dos reatores
foi preenchido com N, (99,9%) sob fluxo constante durante 10 minutos para proporcionar as
condi¢des de anaerobiose. Os reatores foram entdo fechados com tampa de borracha e rosca
plastica e mantidos a 37°C até a estabiliza¢do da producdo de biogés. Foi realizada agitagao
manual dos reatores a cada 24 horas. Reatores controle foram montados sem adi¢ao de nano-
particulas, nas mesmas condigdes descritas anteriormente.

Durante a operacao, ou seja, no inicio e apos 7 e 14 dias, foram sacadas aliquotas de 5
mL de meio reacional para acompanhamento do pH e das remog¢des de DQO. Os volumes
produzidos de biogas foram quantificados a cada 24 horas nos primeiros 5 dias da operacao, e
a cada 48 h nos periodos seguintes.

A Tabela 8 apresenta, de forma sintetizada, os parametros padronizados apds os testes
preliminares para a montagem dos reatores anaerobios em batelada utilizados nos ensaios para

produgdo de biogas.

Tabela 8: Parametros padronizados para os reatores anaerobios em batelada

Parametro Quantidade Padronizacio

Lodo granular 50 mL ~ 2,25 gstv

Glicerol Bruto 25 —35 gpgo L™

Solugao tampao (NaHCOs3) 6 gNaHCO; L™ pH=7,3 (solugdo)
Fe;04, Fe’ ou NiFe, 0, 0, 200, 400 ou 800 mg L
Volume reacional 250 mL Volume ilzril(q)ilii?dzom dgua
pH inicial 7.8-8.0 Reatores
Temperatura de operagao 36.0 - 38.0 C°

Atmosfera N2 (99%) Fluxo constante por 10 min.

4.5 ANALISES FiSICO-QUIMICAS E CROMATOGRAFICAS

4.5.1 DEMANDA QUIMICA DE OXIGENIO (DQO)
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As determinagdes de demanda quimica de oxigénio foram realizadas de acordo com o
método padrio estabelecido pela American Public Health Association (APHA, 2005).

Aliquotas de 1,25 mL de amostra previamente diluida (concentragdo estimada:
100 — 800 mg L) foram adicionadas a 0,75 mL de solucdo de digestdo a base de sulfato de
mercurio dicromato de potassio (K,Cr,O7, 0,035 M) e 1,75 mL de solugdo de acido sulfurico e
sulfato de prata (10,12 g de Ag,SO, em 1 L de H>SO, (98%)). A seguir as amostras foram co-
locadas em termobloco digestor de DQO, marca Macherey-Nagel, modelo Nanocolor Vario
C2, durante 2 horas a 150°C. Apos a digestao, determinou-se a absorc¢ao de luz visivel (com-
primento de onda: 620 nm) em espectrofotdmetro digital, marca Biospectro, modelo SP-22. A

curva de calibragao utilizada nestas analises esta ilustrada no Anexo 1.

4.5.2 FERRO TOTAL

As determinagdes de ferro total em solucdo foram realizadas de acordo com o método
padrao estabelecido pela American Public Health Association (APHA, 2005).

Em balao volumétrico de 50 mL, aliquotas de 5,0 mL de amostra previamente diluida
(concentragdo estimada: 1 —4 mg L™) e digerida em acido cloridrico (HCI, 1 M) sob tempera-
tura ambente, foram adicionadas a 2,5 mL de solugdo redutora de cloridrato de hidroxilamina
a 10% (m/v), 2,5 mL de solucao de 1,10-fenantrolina a 0,25% (m/v), 5,0 mL de solugdo tam-
pao de acetato de sodio e acido acético (1,0 M) e agua deionizada até completar o volume.
Aguardou-se 15 minutos para desenvolvimento de cor e, em seguida, determinou-se a absor-
¢do de luz visivel (comprimento de onda: 510 nm) em espectrofotdometro digital, marca Bios-
pectro, modelo SP-22. A curva de calibragdo utilizada nestas analises esta ilustrada no Anexo
2.

Para a determinacdo das concentragdes de ferro total nas solu¢des de nanoparticulas de
Fe;04, Fe’, NiFe,Oy, aliquotas de 1 mL de cada solugdo coloidal (descritas no item 4.2.1) fo-
ram digeridas por 2 horas em 5 mL de 4cido cloridrico (HCI, IM), sob temperatura ambiente
para completa solubiliza¢ao do ferro. Apos a digestao, procedeu-se com as diluigdes para que
se atingisse concentragdo estimada de 1 a 4 mg-Fe L. Apos a dilui¢do, realizaram-se as pre-
paragdes das amostras e, em seguida, as andalises colorimétricas, conforme descrito anterior-
mente.

Para a determinagdo das concentracdes de ferro total no lodo granular anaerdbio,
amostras de 0,3 g de lodo previamente seco em estufa (80°C, por 24 horas) foram digeridas

por 2 horas em 5 mL de acido cloridrico (HCI, 1M), sob temperatura ambiente, para completa
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solubilizacdo do ferro. Apos a digestdo, procedeu-se com as diluicdes para que se atingisse
concentra¢do estimada de 1 a 4 mg-Fe L. Apos a diluigdo, realizaram-se as preparagdes das

amostras e, em seguida, as analises colorimétricas, conforme descrito anteriormente.

4.5.3 QUANTIFICACAO DOS VOLUMES DE BIOGAS PRODUZIDOS

Os volumes de metano foram quantificados pelo método de deslocamento de volume
liquido de acordo com método experimental proposto por Aquino et al. (2007), conforme a Fi-

gura 6.

Biogas

o & -

Solugédo NaOH Volume

Reator (159%) Agua deslocado

Figura 6: Método para quantificagdo de volume de metano produzido. Adaptado de Aquino
et al. (2007)

A quantificacdo dos volumes produzidos de metano foi realizada através do desloca-
mento de volume de agua, apos lavagem do biogas em solucdo de hidréxido de sodio (NaOH)
com concentragdo de 15% para remocao do didxido de carbono (CO»). A ligagdo entre o rea-
tor e o sistema foi realizada por uma agulha com todas as suas jungdes vedadas com silicone

para evitar o vazamento do gas.
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Os volumes produzidos de biogés foram quantificados a cada 24 horas nos primeiros 5

dias da operagdo, e a cada 48 h nos periodos seguintes.

4.5.4 QUANTIFICACAO DAS FRACOES DE BIOGAS NO HEADSPACE

Metano (CH.,), didxido de carbono (CO.) e gés nitrogénio (N») foram determinados em
cromatografo a gas Shinadzu, modelo GC-2014. Volumes de 30 pL foram eluidos por coluna
Carboxen 1010 Plot, 30 m x 0,53 mm, e as fragdes gasosas foram identificadas por detector de
condutividade térmica — TCD.

Argonio foi usado como gas de arraste (3,0 mL min™). O detector TCD e o injetor fo-
ram ajustados a 230°C. A programacdo do forno foi de 120°C (1,0 min), taxa de aquecimento
de 40°C min™ (2,0 min) até 200°C (3,0 min), seguido de aquecimento de 50°C min™ (0,5 min)
até 230°C (0,6 min). As curvas de calibracdo para H,, N,, CH4 e CO; estdo ilustradas no Ane-

x0 3.

4.5.5 AJUSTE DE DADOS AO MODELO DE GOMPERTZ

Os dados experimentais referentes a produgao de biogas foram determinados pelo mé-
todo de deslocamento de volumes descrito acima. Tais dados foram ajustados ao modelo ma-
tematico de Gompertz (modificado), descrito pela Equacdo 13. Para isso, foi utilizado o

software livre de plotagem de graficos cientificos e analise de dados QtiPlot.

+Re(j—r))
(Eq. 13)

-
P(t)=Ae

Onde,

t: tempo (h);

P(t): produ¢do acumulada de biogés por grama de solidos totais volateis (mL gSTV™),
em funcdo do tempo;

A: potencial de producgo de biogas (mL gSTV™);
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R: taxa maxima de produg¢io de biogas (mL (gSTV h)");
L: fase inicial (lag) para produg¢do de biogas (h);

e: numero e, = 2,718 (adimensional).

A evolugdo temporal das taxas de produgdo de CH4 (mL (gsrv h)") foram obtidas por
meio da diferenciacdo da fun¢do ajustada pelo modelo matematico de Gompertz modificado,
tal como descrito pela Equagdo 14. Para tanto, foi utilizado o software livre de plotagem de

graficos cientificos e analise de dados QtiPlot.

dP(t
T(t)Z# (Eq. 14)

Onde,
T(t): taxa de producdo de CH4 (mL (gsrvh)™), em fun¢do do tempo;
P(t): produ¢do acumulada de biogés por grama de solidos totais volateis (mL gSTV™),

em funcao do tempo.

Os instantes (tempo) em que ocorreram as maximas producdes de biogas para cada en-
saio foram determinados a partir da solugdo da equagdo 15 (segunda derivada de P(t)), por
meio da qual sdo calculados os pontos de inflexdao dos dados ajustados a0 modelo matematico
de Gompertz modificado. Tais solugdes também foram obtidas utilizando-se o software livre

de plotagem de graficos cientificos e analise de dados QtiPlot.

d’P(t)

— = 0 (Eq. 15)
dt

Onde,

t: tempo (h)

P(t): produ¢do acumulada de biogas por grama de solidos totais volateis (mL gSTV™),

em func¢do do tempo.



61

46 ETAPA 4 — IDENTIFICACAO EM LARGA ESCALA DOS CONSORCIOS
ANAEROBIOS

O efeito das nanoparticulas de Fe;O4 sobre a comunidade microbiana presente nos rea-
tores alimentados com glicerol bruto foi avaliada por meio da identificagdo em larga escala
dos consorcios (Plataforma Illumina). As amostras identificadas foram: (1) inoculo e (2) rea-
tor alimentado com glicerol bruto e suplementado com 200 mg L™ de nanoparticulas Fe;O,
ap6s 170 horas de operagao.

A identifica¢do das comunidades microbianas das amostras (1) e (2) compreendeu: ex-
tracdo de DNA gendmico (Griffiths et al., 2000), seguido de preprocessamento e analise meta-
gendmica (Caporaso et al., 2010).

A extragao do DNA foi realizada com fenol-cloroféormio de acordo com Griffiths et al.
(2000), com modificagdes (fenol tamponado com Tris e cloroférmio (1:1 v/v)). Apos a extra-
¢do do DNA, a amostra passou por secagem em temperatura ambiente por 24 horas e posteri-
or armazenamento a 20 °C negativos. Em seguida, foi realizada a reacdo em cadeia da poli-
merase — PCR (Polymerase Chain Reaction) para posterior identificagdo em larga escala e
andlises de bioinformatica. A qualidade e integridade das amostras de DNA extraidas foram
determinadas usando um espectrofotometro ND-2000 (NanoDrop Inc., Wilmington, DE).

O sequenciamento foi realizado usando o conjunto de primers especifico 515F: 5'-bar-
code-GTGCCAGCMGCCGCGG-3' e 806R: 5'-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3' para
marcar a regido V4 do gene 16S rRNA por GeneAmp PCR System (empresa ABI, EUA). As
leituras em pares foram atribuidas as amostras com base em seu codigo de barras exclusivo e
truncadas cortando o codigo de barras e a sequéncia de primers. As leituras em pares foram
mescladas usando FLASH (V1.2.7).

A filtragem de qualidade nas tags brutas foi realizada sob condi¢des de filtragem espe-
cificas para obter as tags limpas de alta qualidade de acordo com o processo de controle de
qualidade QIIME (V1.7.0). As tags foram comparadas com o banco de referéncia (banco de
dados Gold) usando o algoritmo UCHIME para detectar sequéncias de quimeras e, em segui-
da, as sequéncias de quimeras foram removidas. Assim, as tags efetivas foram finalmente ob-
tidas. A analise das sequéncias foi realizada pelo software Uparse (Uparse v7.0.1001).

Sequéncias com similaridade >97% foram atribuidas as mesmas unidades taxondmicas
operacionais — OTU (Operational Taxonomic Units) equivalentes a espécie. Para cada sequén-
cia representativa, foi utilizado o banco de dados GreenGene baseado no classificador RDP

(Versdo 2.2). A fim de estudar a relacdo filogenética de diferentes OTUs e a diferenca dos gé-



62

neros dominantes em diferentes amostras, o alinhamento de multiplas sequéncias foi realizado
usando o software MUSCLE (Versdo 3.8.31).

As informacodes de abundancia de OTU foram normalizadas usando um padrao de nu-
mero de sequéncia correspondente a amostra com menos sequéncias. Analises subsequentes
da diversidade Alfa foram realizadas com base nesses dados normalizados de saida. A diversi-
dade Alfa foi aplicada na analise de complexidade da diversidade de espécies por meio dos
indices de Shannon e Chao-1, calculados com o auxilio do software QIIME (Versao 1.7.0) e
exibidos com software R (Versao 2.15.3). As sequéncias foram depositadas na base de dados
do National Center for Biotechnology Information — NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), sob os

seguintes niumeros de acesso: SRR14252429 (inoculo) e SRR15431019 (amostra do reator).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS

Com a realizagdo das sinteses, foram obtidas solu¢des coloidais de nanoparticulas de
Fe;04, Fe’ e NiFe,O, de aspectos semelhantes ao mostrado na Figura 7(a).

A Figura 7 refere-se especificamente as nanoparticulas de Fe;O, estabilizadas com ci-
trato, sintetizadas de acordo com o método da coprecipitacao descrito no item 4.2.1. A Figura
7(a) mostra o comportamento da solucdo coloidal em processo de separagdo magnética. A Fi-
gura 7(b) apresenta o aspecto do pd de nanoparticulas obtido apods a secagem do material. As

Figuras 7(a) e (b) ilustram a forte atracdo magnética das nanoparticulas de Fe;O..

(a) (b)

Figura 7: (a) Solucao coloidal de nanoparticulas de Fe;O, estabilizadas com citrato, em
processo de separagdo magnética; (b) material em p6 obtido apos a secagem de
nanoparticulas de Fe;O,
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As Figuras 8 e 9 apresentam as micrografias das nanoparticulas de magnetita (Fes;Os).
Na Figura 8 ¢ observada a formag¢ao de aglomerados de Fe;O, da ordem de 100 um. Tais aglo-
merados eram compostos por nanoparticulas de estrutura aparentemente esférica, com diame-
tros menores que 20 nm (Figuras 9 e detalhe da Figura 9). Estes resultados foram compativeis
com os obtidos na literatura (Tabela 2), a saber: Casals et al. (2014): 7 nm e 20 nm de didme-
tro; Abdelsalam et al. (2017): 7 nm; Aguilar-Moreno et al. (2020): 20 nm; Cruz Viggi et al.
(2014): 100 a 150 nm.

ZEINX

Figura 8: MEV dos aglomerados nanoparticulas de magnetita (Fe;O,)
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200 nm

| | WD = 6.6mm Mag= 12000 K X

EHT = 8.00 kV | Probe = 200.0 nA

Figura 9: MEV das nanoparticulas de Fe;Os: (a) estruturas esféricas formando aglomerados;
(detalhe) particulas com didmetro estimado inferior a 20 nm

Alguns autores sintetizaram nanoparticulas utilizando compostos quimicos como esta-
bilizantes. Casals et al. (2014) obtiveram nanoparticulas de Fe;O, revestidas com tetrametila-
monio, em tamanhos diferentes, 7 nm e 20 nm de diametro médio, alterando dois pardmetros
durante os processos de coprecipitacao: concentracao de sais de ferro e solucdo alcalina. Ab-
delsalam et al. (2017), por sua vez, obtiveram nanoparticulas de Fe;O, de 7 nm utilizando clo-
reto de cetil trimetil amOnio como agente antiaglomerante.

Outros autores utilizaram nanoparticulas de Fe;O4 ndo revestidas em estudos de diges-
tao anaerdbia. Também utilizando o método de coprecipitagao, Cruz Viggi et al. (2014) relata-
ram a sintese de particulas de Fe;Os com 100-150 nm de didmetro. Por outro lado, Aguilar-
Moreno et al. (2020) sintetizaram nanoparticulas de Fe;O, de 4,2 nm obtidas por coprecipita-
¢ao.

Tais resultados indicaram que o citrato ([CsHsO-]*), utilizado para recobrir as nanopar-
ticulas Fe;O4 no presente trabalho, teve efeito estabilizante e antiagregante compativel com o

descrito nos estudos realizados por Casals et al. (2014) e Abdelsalam et al. (2017).
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As Figuras 10 e 11 apresentam as micrografias das nanoparticulas de ferro zero-valen-
te (Fe’). A Figura 10 mostra a formagdo de aglomerados de Fe’ da ordem de 100 a 500 nm. As
figuras 11(a) e 11(b) mostram que as nanoparticulas que compdem os aglomerados sdo esféri-
cas e possuem diametros entre 50 ¢ 100 nm. Tais resultados sdo compativeis com os obtidos
na literatura (Tabela 2), a saber: Abdelsalam et al. (2017): 9 nm de didmetro médio; Amen et

al. (2018): 50 a 100 nm; Wang et al. (2016): menor que 50 nm.

; .

EHT = 8.00 kV | Probe = 200.0 nA Signal A = InLens Noise Reduction = Line Int. Done Date :22 Nov 2019

P

WD= 56mm Mag = 75.00 KX Scan Speed=5  Aperture Size = 20.00 ym Time :16:19:36

File Name = Fe 0 03.tif

Figura 10: MEV dos aglomerados nanoparticulas de ferro zero-valente (Fe°)
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200 nm EHT= 800kV  |Probe= 200.0 nA EHT = 800kV  |Probe= 200.0 nA

WD = 56 mm Mag= 5000K X | | WD = 6.4 mm Mag = 12000 K X

Figura 11: MEV das nanoparticulas de Fe": (a) € (b) aglomerados formados por particulas
esféricas com diametro 50 e 100 nm

Wang et al. (2016) adquiriram da empresa Sigma Aldrich nanoparticulas em po, sem
estabilizantes, com diametro menor que 50 nm garantido pelo fabricante.

Abdelsalam et al. (2017), por sua vez, obtiveram nanoparticulas de Fe’ com didmetro
médio de 9 nm utilizando cloreto de cetil trimetil amonio como agente antiaglomerante.

Sun et al. (2006), estudo no qual se baseia 0 método de produgdo de nanoparticulas de
Fe’ por meio da redugdo por NaBH, utilizado neste estudo, sintetizaram nanoparticulas de Fe°
sem o uso de estabilizantes. Os autores, utilizando Microscopia Eletronica de Transmissao
(MET), determinaram que mais de 92% das particulas sintetizadas pelo método apresentavam
diametro inferior a 100 nm, com didmetro médio de 70 nm, e o restante das particulas com ta-
manho entre 200 e 250 nm.

Amen et al. (2018), também sintetizaram nanoparticulas de Fe’ com didmetro médio
50 a 100 nm sem adi¢do de qualquer agente estabilizante.

Nota-se que os autores Sun et al. (2006) e Amen et al. (2018), os quais sintetizaram
nanoparticulas de Fe” sem adi¢do de estabilizantes, obtiveram tamanhos mais proximos aos
obtidos no presente trabalho. Tal correlagdo pode indicar que o citrato ([CsHsO7]>), utilizado
como estabilizante no presente trabalho, pode ndo exercer efeito antiaglomerante significativo

em nanoparticulas de Fe’.
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A Figura 12 apresenta as micrografias eletronicas das nanoparticulas de ferrita de
niquel (NiFe,O,). A Figura 12(a) mostra a formagao de aglomerados de nanoparticulas da or-
dem de 200 nm a 1 pum. A Figura 12(b) aponta a formag¢ao de nanoparticulas de aspecto assi-
métrico, com tamanho aproximado de 100 nm. Tais resultados foram compativeis com: Ab-
dallah et al. (2019): 200 a 1000 nm de diametro; Chen et al. (2018): 50 nm; Zhou et al.
(2022): aproximadamente 20 um (Tabela 2). Nenhum destes autores utilizou aditivos estabili-

zantes durante a sintese ou ressuspensao das nanoparticulas NiFe,Os.

200 nm

Figura 12: MEV das nanoparticulas de NiFe,O.: (a) aglomerados da ordem de 1pm;
(b) particulas assimétrico com tamanho aproximado de 100 nm formando aglomerados

A Figura 13 apresenta o mapa produzido por Espectroscopia por Energia Dispersiva
(EDS) para a distribuicao de elementos quimicos (Fe, Cl, Ni, O, Na, Al) na superficie de uma
particula de NiFe,O.. A Figura 14 apresenta o espectro de EDS e a porcentagem em massa
para cada elemento presente na superficie da mesma particula.

Pode-se observar nas Figuras 13 e 14 que os 4tomos de Fe, Ni e O estdo distribuidos
de forma homogénea na superficie da particula. Nota-se também que a proporc¢do entre as
massas de Ni e Fe ¢ de aproximadamente 1:2. Estes dados comprovaram a formacao do com-
posto de NiFe,O4. (No mapa e espectro de EDS as bandas de aluminio (Al) sdo produzidas
pelo suporte onde foram acondicionadas as particulas para analise; as bandas de cloro (Cl) in-

dicam a presenca de residuos dos sais de Fe e Ni (NiCl,.6H,O e FeCl;.6H,0) utilizados na
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sintese; as bandas de sédio (Na) indicam a presenca de residuos de NaOH utilizado na sinte-

se).

Fe Kal

Opm "

Ni Kal

10um

0 Kal

EDS Layered Image 2

Figura 13: Mapa composicional de particula de NiFe,O, produzido por EDS. Detalhes:
distribuicdo dos atomos de Fe, Ni e O na superficie da particula
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Figura 14: espectro de EDS e a porcentagem em massa para cada elemento
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As Figuras 15, 16 e 17 apresentam as distribuicdes de tamanho de particulas obtidas
por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS). Nota-se que estes resultados se referem ao com-
portamento das nanoparticulas de magnetita (Fe;O,), ferro zero-valente (Fe®) e ferrita de
niquel (NiFe,O4) em um meio aquoso.

A Figura 15 mostra que, em solucdo aquosa, as nanoparticulas de magnetita (Fe;Os)
formaram aglomerados de diferentes diametros (polidispersos), com picos em, aproximada-
mente, 190 nm, 1 pm e 5 um. Tais resultados sdo compativeis com os obtidos por meio da mi-

crografia apresentada na Figuras 8 e 9, conforme descrito anteriormente.

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n..
Z-Average (d.nm): 854,1 Peak 1: 1047 51,9 255,0
Pdl: 1,000 Peak 2: 1878 31,4 4554
Intercept: 0,880 Peak 3: 5379 14,3 323,5

Result quality Refer to quality report
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Figura 15: Distribui¢des de tamanho de particulas obtidas por DLS para as nanoparticulas de
Fe304

Tais resultados também foram compativeis com os descritos na literatura. Andreas et
al. (2012), estudo no qual se baseia o0 método de recobrimento e estabilizagdo de nanoparticu-
las com citrato utilizado no presente estudo, sintetizaram nanoparticulas de Fe;O4 com diame-

tro entre 6 e 7 nm, determinado por Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM). Os mes-
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mos autores avaliaram, por meio de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), o raio hidrodina-
mico médio das nanoparticulas recobertas com citrato em 98,13 nm.

Aguilar-Moreno et al. (2020), além de analisarem o didmetro das nanoparticulas por
TEM, determinado em 4,2 nm de didmetro médio, também avaliaram por DLS o tamanho das
particulas sintetizadas, determinando o raio hidrodindmico médio em 79,37 nm.

Por outro lado, Wang et al. (2016) adquiriram nanoparticulas de Fe,O; (maghemita,
substancia quimica e estruturalmente semelhante a magnetita) com didmetro médio inferior a
50 nm (garantido pelo fabricante, Sigma-Aldrich). Para utilizagdo destas nanoparticulas em
reatores anaerdbios, os autores ressuspenderam as particulas em 4dgua destilada utilizando do-
decilbenzeno sulfonato de sddio 0,1 mM como dispersante. Apds ressuspensdo, os autores de-
terminaram o raio hidrodindmico médio em 108 nm, por meio da técnica de DLS.

Os resultados obtidos neste estudo, bem como os relatados na literatura, demonstram
que héd formagdo de agregados ou aglomerados de particulas quando as nanoparticulas de
Fe;04 encontram-se em solugdo. No presente estudo, o citrato ([CsHsO]*) foi utilizado com o
objetivo de reduzir o tamanho das particulas e evitar a formacao de agregados de particulas,

proporcionando uma dispersao coloidal estavel.

A Figura 16 mostra que, em solucdo aquosa, as nanoparticulas de ferro zero-valente
(Fe°) formaram aglomerados de didmetros constante (monodisperso) de aproximadamente
I um. Os resultados observados nas Figuras 10 e 11, obtidos por MEV, indicaram a formacao

de aglomerados ligeiramente menores.
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Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 3787 Peak 1: 878,1 100,0 64,08
Pdl: 0,793 Peak2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 1,09 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Refer to quality report
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Figura 16: Distribui¢des de tamanho de particulas obtidas por DLS para as nanoparticulas de
Fe’

Assim como no experimento com nanoparticulas de Fe,Os;, Wang et al. (2016) ressus-
penderam as nanoparticulas de Fe (<50 nm, Sigma Aldrich) em 4gua destilada utilizando do-
decilbenzeno sulfonato de sodio 0,1 mM como dispersante. Apds ressuspensdo, os autores de-
terminaram por DLS o raio hidrodinAmico médio das nanoparticulas de Fe’ em 128 nm.

Sun et al. (2006), no qual se baseia o método de sintese deste trabalho, utilizou o mé-
todo da Espectrometria Actstica como complemento a avaliacdo dos tamanhos de particulas
realizado por Microscopia Eletronica de Transmissdo. O método da Espectroscopia Actstica,
assim como o DLS, avalia o tamanho das particulas em dispersao num meio aquoso. Os auto-
res avaliaram, por meio da Espectroscopia Actstica, que as nanoparticulas de Fe° sintetizadas
(sem aditivos estabilizantes) possuiam didmetro médio de 105 nm, maior que o valor médio

de 70 nm obtido por TEM. Os autores concluiram também, pelas imagens de TEM, que a

maioria das nanoparticulas de Fe’ formam formaram agregados em forma de novelo, gerando



73

particulas de 800 nm a 1 um de didmetro, resultado compativel com os obtidos no presente es-
tudo por meio de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS).

Com base nos resultados obtidos por MEV e DLS, e nos valores relatados por Wang et
al. (2016) e Sun et al. (2006), foi possivel inferir novamente que o citrato ([CsHsO-]*), utiliza-
do como estabilizante no presente trabalho, pode nao exercer efeito antiaglomerante significa-

tivo em nanoparticulas de Fe’.

A Figura 17 mostra que, em solu¢do aquosa, as nanoparticulas de ferrita de niquel
(NiFe,0,) formaram aglomerados com larga distribui¢do de tamanhos de particula, variando
de 100 a 1100 nm. Tais resultados sdo compativeis aos obtidos por meio da micrografia apre-

sentada na Figura 12.

Size (d.nm... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 5224 Peak 1: 348,8 65,4 132,2
Pdl: 0,500 Peak 2: 931,1 33,4 267,8
Intercept: 0,906 Peak 3: 5560 1,1 6,104e-5

Result quality Refer to quality report
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Figura 17: Distribui¢des de tamanho de particulas obtidas por DLS para as nanoparticulas de
NiF€204

Dos autores que sintetizaram nanoparticulas de NiFe,O, alistados na Tabela 2, apenas

Chen et al. (2018) dimensionaram as particulas suspensas em meio aquosos. Os autores, que
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adquiriram NiFe,O4 com diametro médio inferior a 50 nm (garantido pelo fabricante, Sigma-
Aldrich) ressuspenderam as particulas apenas em agua destilada, sem adi¢do de dispersantes
ou antiagregantes. ApoOs andlise por DLS, os autores determinaram em 46 nm o didmetro mé-
dio das nanoparticulas (o estudo ndo faz referéncia ao raio hidrodinamico das particulas ou a

formacao de agregados de particulas).

Desta forma, os resultados obtidos pelas microscopias eletronicas (MEV) e espalha-
mento dindmico de luz (DLS) demonstram que as metodologias de sintese utilizadas neste es-
tudo produziram particulas de magnetita (Fe;04), ferro zero-valente (Fe®) e ferrita de niquel
(NiFe,0,) com estruturas nanométricas.

Entretanto, apesar do recobrimento das particulas com citrato ([CsHsO7]*), houve
agregac¢io de nanoparticulas, especialmente de nanoparticulas de Fe’, tanto no material seco
quanto nas suspensdes (meio aquoso).

Por fim, a equivaléncia entre os resultados de microscopias eletronicas (MEV) e espa-
lhamento dinamico de luz (DLS) mostraram que estas técnicas podem ser utilizadas de forma
complementar para a determinagao dos tamanhos das particulas utilizadas nos ensaios de pro-
ducdo de biogéas. Enquanto a microscopia eletronica de varredura forneceu informagdes mais
detalhadas sobre estrutura e tamanho das nanoparticulas, a técnica de espalhamento dindmico
de luz fornece resultados mais rapidos e baratos sobre o didmetro dos aglomerados de nano-

particulas.



75

5.2 CARACTERIZACAO DO LODO GRANULAR ANAEROBIO

Os teores de Solidos Totais (ST), Solidos Totais Volateis (STV), Solidos Totais Fixos

(STF) e Ferro Total do lodo granular anaerébio estao descritos na Tabela 9.

Tabela 9: Teores de solidos e ferro no lodo granular anaerdbio

Solidos Totais (ST) 53,1+1,0gL"

Solidos Totais Volateis (STV) 453+0,8 gL'

Solidos Totais Fixos (STF) 79+04 gL
Ferro Total 17,5+ 0,5 mg gsr”

Observou-se que o teor de solidos volateis deste lodo granular anaerdbio representa
aproximadamente 85% do contetido de solidos totais. O percentual elevado de solidos volateis
indica uma quantidade elevada de material organico no lodo, o que sugere abundancia de mi-
crorganismos e outros compostos organicos provenientes do abate avicola.

O teor de ferro total indica que os microrganismos presentes no lodo granular estdo
adaptados a concentracdes relativamente elevadas deste micronutriente. Chernicharo (2007)
estabeleceu em 1,8 mg gsr' a necessidade de ferro para microrganismos metanogénicos, cerca
de dez vezes menos que o encontrado no lodo granular estudado. Estes teores elevados de fer-
ro neste lodo granular anaerdbio sdo provenientes, provavelmente, da decomposi¢ao dos resi-
duos do abate avicola contendo sangue, gerados e dispostos na agua residudria que formou o
afluente do reator UASB.

Tal lodo granular tem sido testado em digestdo anaerobia de diferentes residuos orga-
nicos com sucesso nos consumos de glicerol bruto. Rodrigues et al. 2020 testou este lodo gra-
nular na co-digestdo de glicerol bruto (240 g DQO L) e esgoto sanitario e obteve geragdes de
hidrogénio (35,82 mmol L), 1,3 Propanodiol € 4cido acético. Adames et al. (2022) testaram
os consumos de glicerol bruto em 3 reatores anaerobios de leito fixo montados em série (R1,
R2 e R3) com lodo granular avicola e alimentados com glicerol bruto co-digerido em esgoto
sanitario. Os autores obtiveram remogdes de 99,9% do glicerol bruto, além de verificarem ge-
ragdes de hidrogénio em R1 (10.3 mol-H, m™ dia™) e metano em R2 ¢ R3 (312,0 € 283,9 Ly

m™ dia™, respectivamente).
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5.3 TESTES PRELIMINARES

Teste 1 — Controle de pH. A Figura 18 mostra a alteracdo do pH em fun¢do tempo para
cada tipo e concentracao de solucao tampao adicionada ao meio liquido dos reatores. A Tabela
10 sintetiza os valores minimos de pH, acompanhados do instante em que foram verificados,

bem como o pH final para as diferentes solu¢des tamponantes.
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Figura 18: Evolucao do pH em funcao do tempo para diferentes tipos e concentragdes de
solucdes tampao

Tabela 10: Valores minimos e finais de pH para diferentes solu¢des tamponantes

pH minimo (instante

Tamponante Concentragiio (g L) de verificacdo) pH final (200 h)
NaHCOs; 6,0 6.7 (70 h) 7.2
NaHCOs; 3,0 6.4 (70 h) 6.7
K,HPO, 6,0 6.0 (140 h) 6.2

K.HPO, 3,0 5.9 (140 h) 6.1
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Foi verificado que, para ambas as concentragdes (3,0 € 6,0 g L"), o tampdo de fosfato
de potassio monobdasico (KH,PO4) ndo foi capaz de controlar a acidificagdo dos reatores, que
ocorreu até 140 horas apos o inicio da operacao. Apos 200 horas de operacao, os reatores tam-
ponados com KH,POj, atingiram pH final entre 6.1 e 6.2, desfavoravel para a atividade meta-
nogeénica (Van et al., 2020).

O tamp@o de bicarbonato de sddio (NaHCOs) na concentragdo de 3,0 g L' foi capaz de
elevar o pH apds a fase acidogénica (apos 70 horas de operagdo) sem atingir, entretanto, pH
entre 7,0 ¢ 7,2, ideal para a fase metanogénica (Van et al., 2020).

Assim, com base nos testes realizados, foi determinado o uso da solugdo tampao de bi-
carbonato de sodio (NaHCOs) na concentragdo de 6,0 g L™ para os ensaios com volume reaci-
onal de 250 mL e demanda quimica de oxigénio igual ou superior a 15 gpqo L™, por apresentar
efeito tamponante superior as demais solucdes testadas. Ou seja, foi controlada a acidificagao
(pH minimo de 6.7 ap6s 70 horas de operagdo) e atingido pH 7.2 apos 200 horas de operagdo

do reator.
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Teste 2 — Quantidade de indculo. A Figura 19 mostra o grafico da produ¢ao acumula-
da de CH4 (mL gsrv') para os ensaios com diferentes quantidades de indculo. A Tabela 11
apresenta os valores obtidos por meio do ajuste dos dados experimentais a0 modelo matemati-

co de Gompertz (modificado), descrito pela Equagao 11.
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Figura 19: Produgdo acumulada de metano para diferentes quantidades de indculo

Tabela 11: Potencial, taxa maxima e instante de maxima produ¢ao de metano para ensaios
com diferentes quantidades de inoculo

Taxa maxima de

Quantidade de Potencial de producio ~ Instante de maxima
Inéculo de CH, (mL gSTV") p”’d“(‘?g;"T‘iflgfg“ (mL - oducdo de CH, (h)
50 mL (2,25 gstv) 407,7 5,1 35
100 mL (4,50 gsrv) 229.9 3,0 40

Foi verificado que a geragdo de metano ocorreu para ambas quantidades de inoculo

testado. Entretanto, na concentracao de 2,25 gsrv (50 mL de lodo granular) a producao de me-
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tano por massa de solidos totais volateis foi 77% maior, se comparado com os testes contendo
4,50 gsrv (100 mL de lodo granular). Nos testes com 50 mL de in6culo, a taxa maxima de ge-
racdo de metano foi 70% superior a taxa observada no nos testes com 100 mL de inoculo.
Além disso, o pico de producao de metano ocorreu mais rapidamente nos testes com 50 mL
de indculo, isto €, cerca de 5 horas antes dos reatores com 100 mL de lodo granular (Figura
19, Tabela 11).

Assim, foi determinado o uso de 50 mL de lodo (2,25 gsrv) para os ensaios com volu-

me reacional de 250 mL e demanda quimica de oxigénio igual ou superior a 15 gpgo L.
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5.4 ENSAIOS DE PRODUCAO DE BIOGAS COM ADICAO DE NANOPARTICULAS

5.4.1 MAGNETITA

A Figura 20 apresenta o grafico com a produgdo acumulada de CH4 (mL gsrv') para os
ensaios com diferentes concentragdes de nanoparticulas de magnetita (Fe;O4), apOs transcorri-
das 340 horas (14 dias) desde o inicio dos ensaios. Em complemento, a Figura 21 apresenta a
evolugdo das taxas de produgio de CH, (mL (gsrvh)™) obtida por meio da Equagio 14.

Sdo condigdes iniciais para estes experimentos: pH = 7,8 € 25 gpgo L.
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Figura 20: Volumes acumulados de metano em ensaios com diferentes concentracdes de
nanoparticulas de Fe;O,
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Figura 21: Taxas de produ¢@o de metano em ensaios com diferentes concentracdes de
nanoparticulas de Fe;O,

A Tabela 12 apresenta os valores obtidos por meio do ajuste dos dados experimentais

ao modelo matematico de Gompertz (modificado), descrito pela Equacdo 11.

Tabela 12: Potencial, taxa maxima e instante de maxima producdo de metano para ensaios
com diferentes concentra¢des de nanoparticulas de Fe;O4

Concentracgao de Potencial de Taxa maxima de  Instante de maxi-
Ensaio nanoparticulas de producdo de CH,  producio de CH, ma producio de
Fe;04 (mg L) (mL gSTV™) (mL (gSTV h)™") CH, (h)
Controle 0 579,6 3,5 61
1 200 868,8 4,4 91
2 400 744,8 4,1 78
3 800 731,2 4,2 77
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A producdo de metano nos ensaios realizados apresentou comportamentos distintos,
como ¢ possivel observar pelas Figuras 20 e 21 e pela Tabela 12.

Em todos os ensaios com adi¢do de nanoparticulas de Fe;O, foram verificadas produ-
¢Oes de metano superiores ao reator Controle. Os ensaios com 200, 400 ¢ 800 mg L' de Fe;04
geraram, respectivamente, 49,8%, 28,5% e 26,0% mais metano quando comparados ao reator
Controle. Observa-se que os acréscimos de produgdo de metano verificados neste trabalho siao
equivalentes aos relatados em alguns dos estudos mencionados na Tabela 2, tais como Casals
et al. (2014), Abdelsalam et al. (2017), Aguilar-Moreno et al. (2020), Im et al. (2019) e Cruz
Viggi et al. (2014), os quais relataram, respectivamente, aumentos de 234, 59, 79, 16 e 33%
na producdo de metano em reatores suplementados com Fe;O,. Nota-se, entretanto, que os re-
feridos autores testaram a biodigestdao de substratos naturais agricolas, como esterco fresco
(Abdelsalam et al., 2017) e cama de frango (Aguilar-Moreno et al., 2020), ou substratos ultra-
puros como celulose microcristalina (Casals et al., 2014), glicerol (Im et al., 2019) e propiona-
to (Cruz Viggi et al., 2014). Tais estudos nao relacionaram residuos industriais reais e suas im-
purezas com o uso de nano-aditivos em digestdo anaerobia. Portanto, ¢ notdvel o aumento de
até 49% na producao acumulada de metano em reatores suplementados com Fe;O, e alimenta-
dos com glicerol bruto ndo purificado.

Nas condig¢des impostas nos ensaios, o efeito das nanoparticulas de Fe;O4 foi percepti-
vel apos, aproximadamente, 50 horas de operacao, ou seja, apos a fermentagdo. Pode-se afir-
mar, provavelmente, que o efeito benéfico da adi¢ao de nanoparticulas de Fe;O4 ocorreu na
metanogénese, sendo assim indiferente durante a hidrolise e fermentagdo do glicecerol bruto.
Tal evidéncia foi verificada pela sua manutengdo durante o periodo restante do experimento,
por exemplo, durante a fase de maior de producgdo (entre 50 e 150 horas) a taxa de geracao de
CH, foi sempre superior a do Controle. De fato, a taxa méxima de geracao de metano (4,4 mL
(gstv h)™") ocorreu com a adi¢do de 200 mg L™ de Fe;O4 e foi 26% superior a taxa maxima do
reator controle (Figura 21 e Tabela 12).

Além disso, a adi¢do de nanoparticulas de Fe;O,, além de estar associada a maiores ta-
xas de produgdo de metano, também prolonga o periodo de producao de metano. O ensaio su-
plementado com 200 mg L™ de nanoparticulas de Fe;O, atingiu a taxa maxima de produgdo de
biogas em 91 horas de operacao, ou seja, cerca de 30 horas mais tarde se comparado ao reator
de controle (Tabela 12, Figura 21).

A Figura 22 mostra a eficiéncia percentual de remog¢ao de DQO para ensaios com dife-

rentes concentragdes de nanoparticulas de Fe;Os.
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Figura 22: Eficiéncia de remocao de DQO para ensaios com diferentes concentragdes de
nanoparticulas de Fe;O,

A remocao de DQO foi mais elevada nas primeiras 170 horas (7 dias) do ensaio. En-
tretanto, transcorridas 340 horas (14 dias) de operagdo, a remogao de DQO foi superior a 90%
para todas as concentragdes de nanoparticulas de Fe;O4. Destaca-se ainda que o reator conten-
do 400 mg L' de Fe;O, apresentou remogdes mais elevadas de DQO, se comparado com o
Controle, nas primeiras 170 horas de ensaio. A remogdo de DQO foi acompanhada pelo au-
mento da taxa de produgdo de biogas (Figura 21).

O rendimento de producao de CH4 também pode ser expresso em termos de volume de
CH4 por grama de DQO removido. No presente estudo, o reator controle e os ensaios com
200, 400 e 800 mg L' de Fe;O, geraram, respectivamente, 242, 335, 282 ¢ 289 mL de
CH, gpoo . Tais valores foram compativeis com os resultados encontrados nos estudos com
énfase em digestdo anaerdbia de glicerol bruto (sem adicdo de nanoparticulas), alistados na
Tabela 7, a saber: 292 mL gpoo™ (Siles Lopez et al., 2009); 356 mL gpoo™ (Siles Lopez et al.,
2010); 358 mL gpgo™! (Baba et al., 2013). E importante salientar, entretanto, que os autores Si-
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les Lopez et al. realizaram a biodigestao anaerdbia do glicerol bruto pré-tratado, isto ¢, acidifi-

cado (2009) e purificado (2010), enquanto os autores Baba et al. (2013) relataram rendimento

maximo apos estabilizacdo de um reator continuo. Portanto, ¢ notavel a geracdo de até 335

mL de CH, gpgo™ em reatores em batelada suplementados com nanoparticulas de Fe;O; e ali-

mentados com glicerol bruto ndo purificado.

5.4.2 FERRO ZERO-VALENTE

A Figura 23 apresenta o grafico com produgio acumulada de CHy (mL gsrv') para os

ensaios com diferentes concentragdes de nanoparticulas de magnetita (Fe°), apos transcorridas

340 horas (14 dias) desde o inicio dos ensaios. Em complemento, a Figura 24 apresenta a evo-

lugdo das taxas de produgdo de CH, (mL (gsrvh)™') obtida por meio da Equagdo 14.

Sdo condigdes iniciais para estes experimentos: pH = 7,8 € 30 gpgo L.
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Figura 23: Volumes acumulados de metano em ensaios com diferentes concentragdes de

nanoparticulas de Fe’
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Figura 24: Taxas de produ¢@o de metano em ensaios com diferentes concentragdes de
nanoparticulas de Fe’

A Tabela 13 apresenta os valores obtidos por meio do ajuste dos dados experimentais

ao modelo matematico de Gompertz (modificado), descrito pela Equacao 11.

Tabela 13: Potencial, taxa méaxima e instante de maxima producdo de metano para ensaios
com diferentes concentragdes de nanoparticulas de Fe’

Concentracgio de Potencial de Taxa maxima de  Instante de maxi-
Ensaio  nanoparticulas de producdo de CH, producio de CH, ma producio de
Fe' (mgL™) (mL gSTV™?) (mL (gSTV h)™") CHs (h)
Controle 0 792,6 3,6 89
1 200 869,8 4,7 76
2 400 877,6 4.9 70

3 800 895,9 4,0 92
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A producdo de metano nos ensaios realizados apresentou comportamentos distintos,
como ¢ possivel observar pelas Figuras 23 e 24 e pela Tabela 13. Em todos os ensaios com
adi¢do de nanoparticulas de Fe’ foram verificadas produ¢des de metano superiores ao reator
Controle. Os ensaios montados com 200, 400 ¢ 800 mg L' de Fe’ de geraram, respectivamen-
te, 9,7%, 10,7% e 13,0% mais metano quando comparados ao reator Controle.

Apesar dos aumentos reduzidos na produ¢do acumulada de metano, foi verificado que
a taxa maxima de produ¢do de metano no reator contendo 400 mg L™ de Fe’ foi 36% superior
a taxa maxima do reator controle. Além disso, a adi¢do de 200 e 400 mg L' de Fe” adiantou o
periodo de méxima de produ¢do de metano. Por exemplo, o reator suplementado com 400 mg
L' de Fe’ atingiu a taxa maxima de produgdo de biogas apds 70 horas de operagdo, ou seja,
cerca de 20 horas antes reator de controle (Tabela 13, Figura 24). Isto indicou uma maior efi-
ciéncia dos reatores contendo Fe durante o periodo de maior produgio de metano (entre 50 e
100 horas de operagdo) e, possivelmente, um efeito benéfico sobre a fase hidrolitica da diges-
tdo anaerdbia. Wang et al. (2018), por exemplo, sugeriram que o Fe’ atua diretamente na de-
composi¢ao de lipossacarideos e proteinas, podendo até levar a lise de algumas células micro-
bianas, liberando proteinas e outros nutrientes que estimulam o crescimento das populacdes
microbianas resistentes, além de fornecerem substratos hidrolisados para as fases acidogéni-
cas e acetogénicas. Provavelmente, tal fato pode ter ocorrido durante a operacao dos reatores

contendo Fe’, levando a taxas mais elevadas de gera¢do de metano.

A Figura 25 mostra a eficiéncia percentual de remogdo de DQO para ensaios com dife-

rentes concentragdes de nanoparticulas de Fe’.
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Figura 25: Eficiéncia de remog¢ao de DQO para ensaios com diferentes concentragdes de
nanoparticulas de Fe’

A remocgdo de DQO ocorreu rapidamente nas primeiras 170 horas (7 dias) de ensaio.
Entretanto, transcorridas 340 horas (14 dias) de ensaio, a remog¢ao de DQO foi superior a 90%
para todas as concentragdes de nanoparticulas de Fe’. Destaca-se que os reatores contendo
200 € 400 mg L' de Fe’ foram cerca de 50% mais eficiente na remogdo de DQO, se compara-
dos com o reator Controle, nas primeiras 170 horas de operacao (Figura 25).

A eficiéncia de remogao de DQO nao foi equivalente ao aumento do volume de meta-
no produzido, com adi¢do das nanoparticulas de Fe’. Provavelmente, as nanoparticulas de Fe°
interferiram nas rotas metabolicas dos microrganismos, favorecendo a produgdo de CO; sem,
no entanto, alterar significantemente as taxas de produgdo de CH..

Em termos de volume de CH4 por grama de DQO removida, o reator controle e os en-
saios com 200, 400 e 800 mg L' de Fe” geraram, respectivamente, 266, 274, 282 ¢ 295 mL de

CH, gnoo™. Tais valores sdo compativeis com os resultados encontrados nos estudos com énfa-

se em digestdo anaerdbia de glicerol bruto, alistados na Tabela 7, a saber: 292 mL gpqo™ (Siles
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Lopez et al., 2009); 356 mL gpoo' (Siles Lopez et al., 2010); 358 mL gpqo”' (Baba et al.,
2013).

5.4.3 FERRITA DE NiQUEL

A Figura 26 apresenta o grafico com produg¢io acumulada de CH, (mL gsrv') para os
ensaios com diferentes concentragdes de nanoparticulas de magnetita (NiFe,O,), apos trans-
corridas 340 horas (14 dias) desde o inicio dos ensaios. Em complemento, a Figura 27 apre-
senta a evolucdo das taxas de produ¢io de CH, (mL (gsrvh)™) obtida por meio da Equagio 14.

Sdo condigdes iniciais para estes experimentos: pH = 8,0 € 35 gpgo L.

0 50 100 150 200 250 300 350
1000 e L 11,000

| | o —soomgL" i
| | @ —400mglL" i

- 8004 < —200I'T'Ig|_'1 -800

= ] A —— Controle I

[-T+]

e i

E | _

o 600+ - 600

| =

w - -

]

@ L

£ | I

S 400 -400

o i L

us

W

o i

=] i L

o

a 200 -200

O_l T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T T T T _O

0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (h)

Figura 26: Volumes acumulados de metano em ensaios com diferentes concentracdes de
nanoparticulas de NiFe,O4
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Figura 27: Taxas de producao de metano em ensaios com diferentes concentragdes de
nanoparticulas de NiFe,O,

A Tabela 14 apresenta os valores obtidos por meio do ajuste dos dados experimentais

ao modelo matematico de Gompertz (modificado), descrito pela Equagao 11.

Tabela 14: Potencial, taxa maxima e instante de maxima produ¢ao de metano para ensaios
com diferentes concentragdes de nanoparticulas de NiFe,O.

Concentracgao de Potencial de Taxa maxima de  Instante de maxi-
Ensaio nanoparticulas de producdo de CH;, producio de CH, ma producio de
NiFe,O, (mg L") (mL gSTV™Y) (mL (gSTV h)™") CH, (h)
Controle 0 931.4 4,2 80
1 200 965,1 5,0 84
2 400 940,2 4.4 90

3 800 632,5 3,1 63
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Nos ensaios contendo 200 e 400 mg L' de NiFe,O, foram verificadas produgdes acu-
muladas de metano equivalentes as do reator Controle, isto é, nestas concentracdes as nano-
particulas de NiFe,O4 ndo produziram efeitos positivos ou negativos sobre a produgdo de me-
tano. Entretanto, concentragdes de 800 mg L' de NiFe,O, geraram redugdo de 32% na produ-
¢do acumulada de metano, se comparado com os reatores controle.

Observa-se pela Figura 27 que a adi¢do de nanoparticulas de NiFe,O. causou poucas
mudancas nos periodos em que ocorreram as maiores taxas de produ¢do de CH.4, com excegao
dos reatores suplementados com 800 mg L' de NiFe,O,, no qual houve adiantamento do ins-
tante de maxima geragdo de metano. Para os demais reatores (controle, 200 ¢ 400 mg L™ de
NiFe,0,) o instante de maxima produc¢ao de CH4 ocorreu entre 80 e 90 horas de operacao e
apenas o reator suplementado com 200 mg L™ de NiFe,O, apresentou taxa maxima de produ-
cdo de CHj4 cerca de 20% superior ao controle.

A Figura 28 mostra a eficiéncia percentual de remogdo de DQO para ensaios com dife-

rentes concentragdes de nanoparticulas de NiFe,Os,.
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Figura 28: Eficiéncia de remog¢ao de DQO para ensaios com diferentes concentragdes de
nanoparticulas de NiFe,O,
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Observa-se que os reatores contendo 200 e 400 mg L' de NiFe,O,4 foram cerca de 11%
mais eficiente na remocao de DQO, se comparado com o Controle, nas primeiras 170 horas (7
dias) de ensaio, enquanto os reatores contendo 800 mg L' de NiFe,O4 foram 29% menos efi-
cientes no mesmo periodo.

Em termos de volume de CH,4 por grama de DQO removido, o reator controle e os en-
saios com 200, 400 e 800 mg L™ de NiFe,O, geraram, respectivamente, 274, 272, 271 ¢ 205
mL de CH, gpgo'. Tais valores sdo compativeis com os resultados encontrados nos estudos
com énfase em digestdo anaerobia de glicerol bruto, alistados na Tabela 7, a saber: 292 mL
gnoo ' (Siles Lopez et al., 2009); 356 mL gpoo™ (Siles Lopez et al., 2010); 358 mL gpqo (Baba
etal., 2013).

Os dados das Figuras 26 a 28 apontam que em baixas concentragdes, até 400 mg L™,
as nanoparticulas de NiFe,O4 ndo tiveram efeito importante na producdo de metano e na re-
mogdo de DQO. Entretanto, na concentragdo mais elevadas, de 800 mg L™, observou-se redu-
¢do da eficiéncia de producdo de CH4, evidenciada pela diminui¢do do volume acumulado e
pelas taxas reduzidas de producao em funcao do tempo.

As Figuras 29 e 30 apresentam os dados e graficos referentes as analises cromatografi-
cas do gas presente no headspace do reator controle e do reator contendo 200 mg L™ de nano-
particulas de NiFe,O4. Estas analises, realizadas 160 horas apds o inicio dos ensaios, indica-
ram a predominancia do gas metano no headspace de ambos os reatores. Foram verificados
56,6% de CH,4 € 35,7% de CO; no reator controle. Entretanto, no reator contendo 200 mg L™
de NiFe,O,4 foram verificados 60,3% de CH4 e 36,1% de CO.. Assim, a adi¢do de nanoparticu-
las de NiFe,O, ndo gerou importantes alteragdes nos percentuais de metano e didoxido de car-

bono nos reatores.
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Figura 29: Cromatograma e tabela de picos para o ensaio controle ap6s 160 h
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Figura 30: Cromatograma e tabela de picos para o ensaio com 200 mg L' de nanoparticulas

de NiFe;O4ap6s 160 h

Importante observar que, devido ao uso de solu¢ao tampao bicarbonato de so6dio (Na-

HCQO:s), as fracdes de CO, quantificadas pelas andlises cromatograficas ndo representam ape-

nas o didxido de carbono de origem biologica.

A Tabela 15 sintetiza os resultados obtidos no presente trabalho em relagdo aos volu-

mes e taxas de producdo de CH,4 e remogao de DQO.

Tabela 15: Efeito relativo da adi¢do de nanoparticulas sobre a dindmica de producao de CHs ¢
consumo de matéria organica

Nanoparticula

Concentracao de

Producao acumulada
de CH,, em relacao

Taxa maxima de
producao de CH,,

Remocao de DQO
nas primeiras 170
horas de operacao,

nanoparticulas ao Controle (%) %Izlffrlzf: ?.,/ao ()) En; 1:::3195? (;:())
200 + 49,8 %* + 25,7 + 10,2
Fe;04 400 +28,5% +17,1 + 25,4
800 +26,0 % +20,0 +8,5
200 +9,7 + 30,6 + 50,0
Fe’ 400 +10,7 + 36,1 +44,0
800 +13,0 +11,1 + 28,0
200 +3,6 +16,3 +10,8
NiFe,O4 400 +0,9 +2,3 +12,3
800 - 32,0 -27,9 - 29,2

* O sinal (+) indica acréscimo em relagdo ao controle; o sinal (-) indica decréscimo em rela-

¢do ao controle.



93

Melhoras na eficiéncia de produ¢do de CH4 e consumo de substrato foram verificadas
nos ensaios contendo nanoparticulas de Fe;O, e Fe’. Destacam-se os aumentos de 49,8% na
producdo acumulada de CH, nos reatores com 200 mg-Fe;04 L, de 36% da taxa méaxima de
produgdo de CH, nos reatores com 400 mg-Fe’ L' e de 50% na remogdo de DQO nas primei-
ras 170 horas de operagdo nos reatores com 200 mg-Fe’ L™,

Dentre os estudos que avaliaram a influéncia de nanoparticulas na digestao anaerdbia
(referenciados na Tabela 2), Casals et. al. (2014) obtiveram o maior aumento de producao de
metano, 180%, utilizando nanoparticulas de Fe;O4. Entretanto, este estudo utilizou celulose
cristalina, na concentragdo de 3,4 g L' (= 7 gngo L"), como substrato tinico. Em outro estudo,
Chen et al. (2018) avaliou a influéncia de nanoparticulas de NiFe,O, na digestao anaerobia em
meio nutricional ideal para cultivo de microrganismos anaerdbios (peptona, extrato de carne e
glicose), com 1 gpoo L™, obtendo 30% de aumento na produgdo de metano. Em ambos os ca-
sos, apesar dos resultados significativos, ndo foram realizados testes em residuos reais e sem a
adi¢do de nutrientes, como no presente estudo..

Nos demais trabalhos referenciados na Tabela 2, os principais substratos (e fonte de
in6culo) foram estrume animal e lodo de esgoto, ambos residuos reais. Nestes casos, nanopar -
ticulas de Fe;04, Fe’ € NiFe,O, aumentaram a produgdo de metano em 30 a 120%, resultados

compativeis com os obtidos no presente trabalho.

5.5 IDENTIFICACAO EM LARGA ESCALA DOS CONSORCIOS ANAEROBIOS

O efeito das nanoparticulas de Fe;O. e do glicerol bruto sobre os consorcios de micror-
ganismos anaerdbios presentes nos reatores foi avaliado nas amostras: (1) inoculo e (2) reator
(alimentado com glicerol bruto e suplementado com 200 g L™ de nanoparticulas Fe;O., apds
170 horas de operagdo), conforme descrito anteriormente.

A Tabela 16 apresenta os resultados relacionados a biodiversidade nas amostras coleta-
das. A OTU (unidade taxondmica operacional) ¢ definida como um cluster composto por se-
quéncias de microrganismos com pelo menos 97% de similaridade estudados em cada amos-
tra; o indice de Shannon indica a diversidade microbiana e o indice Chao-1 representa a rique-

za da comunidade microbiana (Rodrigues et al., 2020).
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Tabela 16: Valores quantitativos e estatisticos de biodiversidade nas amostras coletadas

Amostra Nlimfro .de OTU Shannon Chao-1
Sequéncias

Ino6culo 221603 1776 8.058 1736.851

Reator 266184 1427 6.363 1444.720

A redug@o no numero de OTUs observada na amostra do reator provavelmente se deve
a presenca de glicerol bruto e seus compostos tdxicos. Por outro lado, o nimero de sequéncias
na amostra do reator ¢ maior do que no in6culo, indicando que alguns microrganismos foram
selecionados e beneficiados pelas nanoparticulas de Fe;O4 e/ou pelo glicerol bruto.

A diferenca nos indices de Shannon indica que ocorreu a sele¢do de microrganismos
que foram capazes de sobreviver as condi¢des operacionais impostas, inclusive pela adigdo de
glicerol bruto, além da concentracao elevada de ferro no meio. A riqueza da comunidade mi-
crobiana dada pelo estimador Chao-1 também diminuiu na amostra do reator quando compa-
rada ao indculo. Isto confirmou a sele¢do de microrganismos durante a operagao do reator ali-
mentado com glicerol bruto e suplementado com nanoparticulas de Fe;O..

A reducao da diversidade microbiana na amostra do reator deve-se a sele¢dao de grupos
especificos capazes de sobreviver ao glicerol bruto, sugerindo que parte das populagdes de
bactérias e arqueias foram favorecidas, inibindo outras populacdes. Ajayi-Banji & Rahman
(2021) observaram tendéncias semelhantes na modificagdo dos indices de Shannon e Chao-1
no inicio e no término dos experimentos, (7,89 e 618,77) e (5,78 e 368,87) respectivamente,
em reatores anaerobios de estado solido alimentados com esterco fresco e palha de milho, ino-
culado com lodo mesofilico extraido de digestor anaerdbio tratando efluentes, e suplementado
com 200 mg L' de nanoparticulas de Fe;O4 (15-20 nm). Por outro lado, Veras et al. (2019) ob-
servaram alteragdes da diversidade e riqueza das comunidades microbianas em um reator
UASB alimentado com glicerol bruto, proveniente de uma planta industrial de reciclagem de
6leo de cozinha e producdo de biodiesel, inoculado com lodo granular obtido de um reator
UASB de escala laboratorial e adaptado ao consumo de glicerol. Os autores observaram os
indices de Shannon e Chao-1 aumentaram respectivamente de 1,63 e 499, no indculo, para
2,23 e 1341 na amostra do reator.

O resultado da anélise taxonOmica, em termos de abundancia relativa de sequéncias,
das comunidades microbianas predominantes ¢ mostrado na Figura 31. Resultados taxonomi-

cos mais abrangentes e detalhados sdo apresentados nos Anexos 4 a 7.
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Figura 31: Abundancias relativas de microrganismos no indculo e na amostra retirada de
reator suplementado com 200 mg L' de nanoparticulas Fe;O4 apds 170 horas de operagido em
relacdo aos: (a) Dominios; (b) Filos; (c) Classes; (d) Ordens e (e¢) Familias.
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A analise taxondmica mostrou abundancia relativa do dominio Bacteria de 97,2% e
89,9%, respectivamente, para amostras de indculo e do reator. O dominio Archaea abrangia
2,5% € 9,7% das amostras de inoculo e reator, respectivamente.

Na amostra de in6culo, as populagdes bacterianas mais abundantes ao nivel do filo
foram Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes e Cloacimonetes, representando 39,6%,
19,6%, 14,8% e 8,7% de todas as sequéncias, respectivamente. Muitas bactérias envolvidas na
digestao anaerdbia de glicose, propionato, butirato e acetato sdo relatadas como pertencentes
ao filo Proteobacteria (Guo et al., 2015).

Clostridia, Bacilli e Selenomonadales representaram as classes majoritarias dentre o
filo Firmicutes, representando, respectivamente, 83%, 10% e 7% dentre todas as sequéncias
de Firmicutes no in6culo. A maioria dos membros pertencentes ao filo Firmicutes sdo bacté-
rias sintroficas que podem converter varios substratos em acidos graxos volateis em digesto-
res anaerobios que tratam residuos organicos (Khatami et al., 2021).

Clostridiaceae, Peptostreptococcaceae € Ruminococcaceae foram as familias domi-
nantes, com abundancias relativas de 37%, 16%, 13% e 9% dentre todas as sequéncias de
Clostridia, respectivamente. A predominancia da classe Clostridia na amostra de indculo esta
associada a taxas elevadas de hidrélise e fermentacao de glicerol bruto em acidos graxos vola-
teis ocorrida no digestor anaerébio estudado, o que foi confirmado pelos dados de desempe-
nho do reator.

Dentre o filo Bacteroidetes, as principais classes identificadas foram Sphingobacteria-
les e Bacteroidia, representando 62% e 20% em abundancias relativas, respectivamente.

Nota-se que nao foram encontradas no in6culo populagdes abundantes de bactérias re-
conhecidamente participantes de processos de transferéncia direta de elétrons interespécies —
DIET, especialmente bactérias pertencentes ao género Geobacter (Wang et al., 2021). Entre-
tanto, diversos géneros de bactérias doadoras de elétrons foram encontradas no indculo em
menor abundancia relativa: Syntrophomonadaceae (0,7% do total de bactérias), Synergistacea
(1%), Porphyromonadaceae (1%), Ruminococcaceae (2%) e Syntrophaceae (3%) (Tabela 1).
Provavelmente tais bactérias anaerdbias estiveram envolvidas em processos DIET no presente
estudo.

Metanomicrobia foi a principal classe no dominio Archaea, com 93% de todas as se-
quéncias de Archaea, seguidas por Methanobacteriaceae (5%) e Thermoplasmatales (2%).
Methanosaeta e Methanoregulaceae foram as familias predominantes, respondendo por 67%
e 30% de todas as sequéncias de Methanomicrobia no indculo. Além disso, a familia Metha-

nosarcinaceae corresponde a apenas 0,3% da Methanomicrobia no in6culo. A predominancia
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de Methanomicrobia provavelmente esteve relacionada com a atividade metanogénica eleva-
da do in6culo.

No reator alimentado com glicerol bruto e suplementado com 200 mg L' de nanoparti-
culas de Fe;04, apos 170 h de operagdo (ameostra do reator), os filos predominantes dentre as
populagdes bacterianas foram Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria e Cloacimonetes, re-
presentando 35,4%, 34,5%, 9,4% e 3,8% de todas as sequéncias, respectivamente.

Dentre o filo Firmicutes, a classe Clostridia tornou-se a mais abundante, coresponden-
do a 95% de todas as sequéncias de Firmicutes nas amostras do reator, restando apenas 3% de
Selenomonadales e 1% de Bacilli. As familias dominantes dentro da classe de Clostridia na
amostra do reator permanecem sendo Clostridiaceae (42% de todos os Clostridia), seguido
por Ruminococcaceae (28%), Lachnospiraceae (13%) e Peptostreptococcaceae (6%).

Também foram observadas mudangas consideraveis nas classes dentro do filo Bacte-
roidetes: a classe Bacteroidia tornou-se mais abundante do que Sphingobacteriia, responden-
do por 67% e 17% de todas as sequéncias de Bacteroidetes na amostra do reator, respectiva-
mente. E importante notar que a familia Porphyromonadaceae, que correspondia a apenas 1%
das sequéncias no inoculo, elevou sua abundancia relativa para 22,7% de todas as sequéncias
da amostra do reator (chegando a 86% das sequéncias de Bacteroidia na amostra do reator).
Ou seja, o seu favorecimento foi claramente demonstrado durante a operagdo do reator com a
adicao das nanoparticulas de Fe;O. e do glicerol bruto. Certamente, as condigdes operacionais
favoreceram a familia Porphyromonadaceae durante a operacao do reator.

Além disso, de acordo com Hahnke et al. (2015), algumas linhagens de Porphyromo-
nadaceae produzem varias enzimas envolvidas na degradacdo de carboidratos complexos e
proteinas e possuem genes que catalisam a producdo de acidos graxos volateis e acetato. As-
sim, a familia Porphyromonadaceae, bem como outras bactérias pertencentes ao filo Bacte-
roidetes, desempenharam papel importante nos processos de hidrélise, fermentagdo e produ-
¢do acidos organicos, CO, e H, durante a digestdo anaerobia e geracdo de biometano (Traversi
etal., 2012).

Em relacdo a algumas familias de bactérias relacionadas aos processos de DIET, desta-
caram-se as abundancias relativas crescentes destas populagdes do indculo para a amostra do
reator: Ruminococcaceae (2,2% para 9,5%), Porphyromonadaceae (1% para 22,7% e Clostri-
diaceae (6% para 14,1%).

De acordo com Chen et al. (2022), a magnetita e carvao ativado formam os meios ma-
teriais condutores necessarios para que haja DIET entre as bactérias redutoras de ferro do gé-

nero Ruminococcaceae ¢ as arqueias dos géneros Methanosaeta € Metanosarcina. Yu et al.
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(2021) observam que bactérias do género Porphyromonadaceae sao importantes organismos
acetogénicos capazes de doar elétrons por meio de carvao ativado para arqueais do género
Methanobacterium. Hu et al. (2017), por sua vez, demonstraram que bactérias da espécie
Clostridium sensu stricto (pertencentes a familia Clostridiaceae) transferem elétrons para ar-
queias do género Methanosaeta por meio de nanofios de anilina. Com base nestes estudos, ¢
possivel inferir a ocorréncia de DIET neste trabalho por meio das nanoparticulas de Fe;O, e
de bactérias das familias Ruminococcaceae, Porphyromonadaceae e Clostridiaceae.

Outras bactérias relacionadas com processos de DIET nao tiveram grandes alteragdes
do inoculo para a amostra do reator em suas abundancias relativas: Syntrophomonadaceae
(0,7% para 0,5%), Synergistacea (1% para 2%), e Syntrophaceae (3% para 2%). Entretanto,
vale ressaltar a permanéncia de tais populagdes que certamente estiveram envolvidas nos pro-
cessos DIET, principalmente durante a operagdo dos reatores alimentados com as nanoparti-
culas de Fe;0,, conforme descrito anteriormente.

Methanomicrobia continua a ser a principal classe no dominio Archaea, representando
85% de todas as sequéncias de Archaea no indculo, seguido por Methanobacteriaceae (10%)
e Thermoplasmatales (5%). Foram observadas pequenas alteracdes nas familias dentro da
classe Metanomicrobia: as ordens Methanomicrobiales e Methanosarcinales tiveram suas
abundancias relativas aumentadas proporcionalmente ao dominio Archaea, passando, respec-
tivamente, de 0,7% e 2,0% de todas as sequéncias do indculo para 4,0% e 5,0% de todas as
sequéncias na amostra do reator. Da mesma forma, Methanosaeta, Methanoregulaceae ¢ Me-
thanosarcinaceae foram as familias predominantes, representando 53,0%, 41,0% e 3,0% de
todas as arqueias pertencentes a classe Methanomicrobia no indculo.

Comparando a comunidade microbiana do indculo e da amostra do reator, verificou-se
que as nanoparticulas de Fe;O, e o glicerol bruto modificaram as populacdes bacterianas e de
arqueias com alteragdes nos processos bioquimicos envolvidos na digestdo anaerobia. Foi no-
tavel o aumento da populacdo dentro do filo de Firmicutes e Bacteroidetes e a diminui¢ao da
populacdo de Proteobacteria.

Desta forma, a selecdo de bactérias fermentativas (Firmicutes e Bacteroidetes) foi fa-
vorecida em detrimento das bactérias anaerobias facultativas (Proteobacteria). As nanoparti-
culas de Fe;0, favoreceram a remocao do glicerol bruto pela comunidade bacteriana com con-
sequente producdo de acidos organicos, CO, e H, para geragdo de metano pelas arqueias me-
tanogénicas.

A abundancia relativa elevada das ordens Methanomicrobiales e Methanosarcinales

indicaram uma melhora em ambos os processos metanogénicos: metanogénese hidrogeno-



99

trofica (a partir de CO, e H,), realizada por Methanomicrobiales e Methanosarcinales, e meta-
nogénese acetoclastica, realizada apenas por Methanosarcinales (Enzmann et al., 2018). Des-
taca-se ainda as abundancias relativas mais elevadas nas familias Methanosaeta (de 2% dentre
todas as sequéncias do inoculo para 4% das sequéncias da amostra do reator) e Methanobac-
terium (de 0,1% dentre todas as sequéncias do inoculo para 1% das sequéncias da amostra do
reator).

Além disso, o aumento da abundancia relativa das populacdes de bactérias doadoras
de elétrons, em especial das familias Ruminococcaceae, Porphyromonadaceae ¢ Clostridia-
ceae, bem como das populacdes de arqueias aceptoras de elétrons, especialmente as familias
Methanosaeta e Methanobacterium, sdo evidéncias indiretas de que a suplementagao com 200
mg L' de nanoparticulas de Fe;O, foi capaz de promover a transferéncia direta de elétrons in-
terespécies — DIET.

A Figura 32 apresenta uma possivel rota de digestdo do glicerol para o presente estu-
do. Sdo indicados os principais microrganismos presentes na amostra do reator e a provavel

funcdo de cada um deles nas etapas de digestdo anaerdbia do glicerol bruto.
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Figura 32: Possivel rota metabolica baseada nos microrganismos identificados na amostra do
reator suplementado com 200 mg L' de nanoparticulas Fe;O, apds 170 horas de operacio
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Bactérias pertencentes ao filo Bacteroidetes, com destaque para a familia Porphyro-
monadaceae, assim como bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, especialmente as familias
Clostridiaceae, Ruminococcaceae e Lachnospiraceae, participaram dos processos de hidrolise
e fermentagao (acidogénese e acetogénese) do glicerol e das demais moléculas organicas pre-
sentes no substrato, bem como da oxidacdo dos produtos intermedidrios, tais como butirato e
propionato. Também participaram das fases hidroliticas e fermentativas as bactérias perten-
centes aos filos Proteobacteria, Cloacimonetes, Synergistaceae, Actinobacteria, dentre outros
filos menos abundantes no reator e nao relacionados na Figura 32.

Arqueias pertencentes as familias Methanosaeta e Methanosarcinaceae (ordem Me-
thanosarcinales) produziram CH, por meio da metabolizacdo do acetato produzido pelas bac-
térias acetogénicas. Arqueias pertencentes as ordens Methanosarcinales, Methanomicrobiales
e Methanobacterium produziram CHy a partir do CO, produzido durante as fases hidroliticas e
fermentativas, via metanogénese hidrogenotrofica.

CH, também foi produzido a partir do CO, por meio de transferéncia direta de elétrons
interespécies — DIET auxiliada pelas nanoparticulas de Fe;O4. Com base em estudos recentes
(Tabela 1), inferiu-se que bactérias pertencentes as familias Ruminococcaceae, Porphyromo-
nadaceae e Clostridiaceae participaram do processo de DIET como doadoras de elétrons en-
quanto arqueias pertencentes as ordens Methanosarcinales e Methanobacterium atuaram

como receptoras de elétrons.

Portanto, com base nas analises dos consorcios microbianos anaerobios, associados a
remocao de DQO e maior eficiéncia de produg¢do de CH. em reatores suplementados com
Fe;0., foi comprovada a a¢do de nanoparticulas de 6xido de ferro como otimizador bioldgico
na digestdao anaerdbia do glicerol bruto, selecionando bactérias fermentativas e populacdes de
arqueias metanogénicas que, possivelmente, promoveram a transferéncia direta de elétrons in-

terespécies — DIET.
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6 CONCLUSOES

* Os métodos desenvolvidos para sintese de magnetita (Fe;O,), ferro zero-valente (Fe’)
e ferrita de niquel (NiFe,O,) geraram particulas de dimensdes nanométricas, a saber:
Fe;04 — cerca de 20 nm; Fe’ — entre 50 e 100 nm; NiFe,O,— cerca de 100 nm.

* A adigdo de citrato ([CsHsO7]*) durante a sintese teve efeito estabilizante e antiaglo-
merante em nanoparticulas de magnetita (Fe;Os) e ferrita de niquel (NiFe,O,).

* O lodo granular anaerobio proveniente do tratamento de efluentes de abate avicola
possui microrganismos adaptados e resistentes a concentragdes elevadas de ferro.

* A eficiéncia na biodegradacgdo do glicerol bruto foi elevada nos ensaios com nanopar-
ticulas de magnetita (Fe;O4), ferro zero-valente (Fe).

* Nanoparticulas de magnetita (Fe;O,), ferro zero-valente (Fe°), nas concentragdes de
200 a 800 mg L™, tém efeito positivo na produgdo acumulada de metano, taxa maxima
de producdo de metano e remogao de DQO.

* Digestdo do glicerol bruto suplementada com nanoparticulas de magnetita (Fe;O,) se-
lecionou bactérias fermentativas (Firmicutes € Bacteroidetes) em detrimento das bac-
térias anaerobias facultativas (Proteobacteria), favorecendo a remocgao do glicerol bru-
to pela comunidade bacteriana com consequente produgdo de acidos organicos, CO, e
H, para geracdo de metano pelas arqueias metanogénicas.

* Digestao do glicerol bruto suplementada com nanoparticulas de magnetita (Fe;O,) fa-
voreceu a permanéncia e enriquecimento das populagdes de arqueias metanogénicas
hidrogenotroficas e acetoclasticas, com destaque para os géneros Methanomicrobiales
e Methanosarcinales.

* Suplementagdo com nanoparticulas de magnetita (Fe;O.) evidencia indiretamente a
promogdo de transferéncia direta de elétrons interespécies — DIET, devido ao o enri-
quecimento de relativo das populagdes de bactérias doadoras de elétrons (Ruminococ-
caceae, Porphyromonadaceae ¢ Clostridiaceae) e de arqueias aceptoras de elétrons
(Methanosaeta € Methanomicrobium).

* Nanoparticulas de NiFe,O, ndo afetam (200 e 400 mg L") ou tém efeito deletério (800
mg L") quando aplicadas a digestdo anaerdbia.

» Nanoparticulas de magnetita (Fe;O4) e ferro zero-valente (Fe’) podem ser utilizadas
como aditivos em processos de digestdo anaerobia do glicerol bruto proveniente da

producdo de biodiesel.
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SUGESTOES PARA DAR CONTINUIDADE AO PRESENTE ESTUDO

» Utilizacdo de nanoparticulas de Fe;O4 estabilizadas com citrato em biodigestores con-
tinuos ou em série;

 Sintese de nanoparticulas de Fe’ com diferentes estabilizantes e novos ensaios de di-
gestao anaerobia de glicerol bruto em batelada;

» Sintese e utilizagdo de carvao ativado granular dopado com nanoparticulas a base de
Fe em ensaios de digestdo anaerdbia de glicerol bruto em batelada;

* Uso simultdneo de nanoparticulas de Fe;O4 e Fe” em ensaios de digestdo anaerdbia de
glicerol bruto em batelada;

» Realizagdo de ensaios com nanoparticulas de Fe;Oy4 ¢ Fe° e culturas puras de Rumino-
coccaceae, Porphyromonadaceae, Clostridiaceae, Methanosaeta ¢ Methanomicro-

bium, visando melhor compreensao dos processos de DIET.
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ANEXOS

Anexo 1: Curva de calibragdo utilizada para determinacdo de demanda quimica de oxigénio

(DQO), obtida para o comprimento de onda de 620 nm.
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Anexo 2: Curva de calibragdo para o método da 1,10-fenantrolina, utilizada para determina-

c¢ao de ferro total em solugdo aquosa, obtida para comprimento de onda de 510 nm.
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Anexo 3: Curvas de calibragdo para cromatografia gasosa, utilizadas para determinagdo de Ho,

Nz, CH4 c C02
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Anexo 5: Grafico Krona referente as arqueais (e seus respectivos filos, classes, ordens, fami-

lias e géneros) encontradas na amostra de indculo.
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yarchaeota 0% .
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Anexo 6: Grafico Krona referente as bactérias (e seus respectivos filos, classes, ordens e fa-
milias) encontradas na amostra reator alimentado com glicerol bruto e suplementado com 0,2

g L' de nanoparticulas de Fe;O4, apos 170 h de operagio.
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Anexo 7: Grafico Krona referente as arqueais (e seus respectivos filos, classes, ordens, fami-
lias e géneros) encontradas na amostra reator alimentado com glicerol bruto e suplementado

com 0,2 g L' de nanoparticulas de Fe;O., apos 170 h de operagao.
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