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RESUMO

A geracao de residuos soélidos urbanos é inerente as atividades do cotidiano,
devendo haver adequada gestdo e gerenciamento para esses materiais. O aterro
sanitario figura entre um dos principais métodos de tratamento e disposicdo de
residuos, sendo utilizado em diversos paises, como no Brasil. Ao longo do tempo, a
matéria organica aterrada vai sofrendo degradacao, em diferentes estagios, por meio
de consorcio de microrganismos anaerdbios, gerando gases e lixiviado. A
caracterizacdo dessa microbiota permite a compreensao do processo de biodigestao,
auxiliando também na questao operacional dos aterros, como otimizag¢ao das células,
tratamento de lixiviado e aproveitamento de biogas. No presente trabalho buscou-se
contribuir com informacdes sobre o aterro sanitario de Sao Leopoldo (RS), onde foram
amostrados lixiviados de cinco pontos, com fases de aterramento distintas (0 ano, 1
ano, 4 anos, 5 anos e 7 anos), em meses diferentes. As analises fisico-quimicas
apresentaram resultados que classificam as fases do aterro como mistas, variando
entre estagio acido e metanogénico de decomposicao. O perfil da microbiota foi obtido
por enriquecimento de amostras de duas fases do aterro e por sequenciamento de
nova geracao, utilizando PCR barcoding da regido do gene 16S rRNA. Os reatores da
fase mais recente, enriquecidos com substrato para microrganismos hidroliticos,
apresentou o filo Bacteroidetes com maior abundéancia. Os reatores da fase mais
antiga, enriquecidos com trés diferentes substratos, apresentaram maior abundancia
para o filo Proteobacteria e o Unico que apresentou microrganismos do Dominio
Arqueia, foi o reator enriquecido com metanol. O sequenciamento das amostras brutas
das cinco fases de lixiviados apresentou o filo Proteobacteria com maior abundancia
nas fases mais antigas (cerca de 50%), seguido por Firmicutes, enquanto na fase mais
recente foi Firmicutes (com cerca de 40%), seguida por Thermotogae. A presenca de
alguns filos, como Gemmatimonadetes e Chloroflexi, foi observada somente em
algumas fases. O dominio arqueia representou apenas 0,68% do total sequenciado,
sendo todas do filo Euryarchaeota, principalmente membros das ordens
Methanobacteriales, Methanomicrobiales e Methanosarcinales.

Palavras-chave: Residuos Soélidos Urbanos. Aterro Sanitario. Lixiviado. Digestao
Anaerdbia. Microrganismos. Sequenciamento de Nova Geracao.



ABSTRACT

The municipal solid waste production is part of daily activities, being necessary
to have the proper management of these materials. Landfill is one of the main methods
of waste treatment and disposal, it is used in several countries, as Brazil. Over time,
the organic matter landfilled is degraded, in different processes, by aerobic
microorganisms, generating gases and leachate. The characterization of this
microbiota allows the biodigestion understanding, also can improve the operational
issue of landfills, such as cell optimization, leachate treatment and biogas use. This
work intended to contribute with information about the sanitary landfill of Sdo Leopoldo
(RS), where leachate from five different phases, with different ages (0 year, 1 year, 4
years, 5 years, 7 years), were sampled in distinct months. According to physical and
chemical analyses, landfill phases could be classified as mixed, with acid and
methanogenic stages of degradation. The microbial communities diversty was
assessed by enrichment and next generation sequencing analysis, using PCR
barcoding from 16S rRNA gene, of samples from two landfill phases. Recent phase
reactors, enriched with substrate for hydrolytic microorganisms, showed the phylum
Bacteroides with higher abundance. The oldest phase reactors, enriched with three
different substrates, showed higher abundance for the phylum Proteobacteria and the
only one that had Archaea Domain was the reactor enriched with methanol. The
sequence analysis of samples without enrichment, directly from leachates of the five
phases, presented the phylum Proteobacteria with higher abundance (around 50%),
followed by Firmicutes. In contrast, in the most recent phases Firmicutes (around 40%)
was the most abundant phlyum, followed by Thermotogae. The phyla
Gemmatimondetes and Chloroflexi were observed only in some phases. The Archaea
domain was only 0.68% of total sequenced, all belonging to the phylum Euryarchaeota,
mainly Methanobacteriales, Methanomicrobiales and Methanosarcinales orders.

Key-words: Municipal Solid Waste. Landfill. Leachate. Anaerobic Digestion.
Microorganisms. Next Generation Sequencing.
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1 INTRODUCAO

A partir do padréo de producao e consumo da populacao mundial, sdo gerados
cerca de 2 bilhdes de toneladas de residuos sélidos por ano (KAZA et al., 2018),
montante esse que deve ser coletado e encaminhado para algum tipo de tratamento,
pois pode causar graves problemas ambientais, econémicos e de saude coletiva (LUO
etal., 2019). A gestao dos residuos é realizada pelos érgaos publicos administrativos,
que tém o desafio de equilibrar o custo com gerenciamento e técnicas ambientalmente
adequadas para sua transformacao.

O aterro sanitario, mesmo sendo uma técnica antiga, ainda € a mais utilizada
para tratamento e disposicdo final de Residuos Sélidos Urbanos (RSU),
especialmente em paises em desenvolvimento (KAZA et al., 2018; IDOWU et al.,
2019). Isso se deve ao fato de que o custo de implantacao e operacéo é baixo quando
comparado a outros métodos de tratamento, como os térmicos, que necessitam de
alto investimento e controle (MATSAKAS et al, 2017; GHESLA et al., 2018).
Futuramente, talvez os aterros ndo sejam mais o principal destino dos residuos, se
houver gestao eficiente e aplicagdo de recursos financeiros, priorizando a reciclagem,
como preconiza a Politica Nacional de Residuos Sélidos brasileira e ocorre em paises
como os da Unido Europeia (FARMER, SHAW, WILLIAMS, 2015; MANNARINO,
FERREIRA, GANDOLLA, 2016).

Em contrapartida, em alguns paises, o uso de aterros sanitarios ainda é meta,
como no Brasil, que ha anos enfrenta a realidade dos lixdes, 0os quais ja deveriam
estar totalmente erradicados e encerrados desde 2014, segundo a Lei 12.305/2012
(BRASIL, 2010). Com um baixo indice de RSU encaminhados para reciclagem e
compostagem, no ano de 2019, dos 64 milhdes de toneladas de RSU coletados,
aproximadamente 48 milhdes (75%) foram destinados para aterros sanitarios e 16
milhdes para locais inadequados, como aterros controlados ou lixdes. (BRASIL, 2020).

Embora a tendéncia em alguns locais ndo seja mais o uso de aterros sanitarios
como forma de tratamento de residuos, ele continuara existindo como destinagéo final
para aqueles materiais que ndo podem ser reciclados ou para receber os rejeitos
oriundos de outros tratamentos. (BUTT et al., 2014; STAMPS et al., 2016). Além disso,
os aterros ja encerrados ainda continuam em atividade, uma vez que mesmo sem

receber residuos, o material permanece se decompondo e ndo se tem dados sobre o
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que acontece depois de longos periodos de encerramento. (KJELDSEN et al., 2002;
OSPANBAYEVA, WANG, 2020).

A degradacao dos RSU dispostos em aterro sanitario ocorre por meio de um
processo amplo, envolvendo fatores fisicos, quimicos e biolégicos. (ALCANTARA,
2007). Do ponto de vista bioldgico, os microrganismos sao agentes responsaveis por
promover a digestado de compostos organicos e inorganicos (QUINTAES et al., 2012),
em uma complexa colaboracdo metabdlica entre diferentes grupos. A maior parte
ocorre de forma anaerdbia, com alta biodegradabilidade de residuos organicos,
promovida por bactérias e arqueias, nas etapas de hidrélise, acidogénese,
acetogénese e metanogénese. (STAMPS et al, 2016; MEYER-DOMBARD,
BOGNER, MALAS, 2020).

Estudos ja realizados na area, demonstram que a microbiota em aterros é
Unica, o que, segundo Zepeda, Ledn e Flores (2015) dificulta a comparagcédo ou
reproducao de resultados, pois ndo sao definidos padrdes, tornando a avaliacdo dos
estudos caso a caso. Tais diferencas também podem ocorrer dentro de um mesmo
aterro, ja que os RSU sao aterrados durante anos, em diferentes células e com
intervalos de tempo, por isso, € comum que partes dele estejam em estagios de
decomposicao distintos (KJELDSEN et al.,, 2002). Schalch (1992) apud Ferreira
(2010), acrescenta que nenhum aterro apresenta uma unica fase ou uma sequéncia
perfeitamente ordenada de fases, o que se verifica € um conjunto de diferentes etapas
e idades, com condi¢des quimicas e biolégicas em cada uma delas.

Conforme os residuos sdo degradados no interior do aterro, podendo ser
comparado a um grande reator anaerdbio, segundo Bidone e Povinelli (1999), séo
gerados subprodutos, como gases e lixiviados. Os gases correspondem ao gas
carbbnico e ao metano, considerados como de efeito estufa, devendo ser
adequadamente tratado. (CHAKMA, MATHUR, 2016). O lixiviado possui composi¢ao
variavel e complexa, pois depende de diversos fatores, mas basicamente sao
encontradas altas concentracdes de componentes organicos e inorganicos. (GUPTA,
PAULRAJ, 2016; COSTA, ALFAIA, CAMPQOS, 2019). Ele representa um dos impactos
mais significativos da disposicdo de residuos em aterro, em razdo do risco de
contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas, e seu dificil tratamento.
(SOUTO, 2009; NAVEEN et al., 2017).

O lixiviado gerado também varia ao longo das fases de aterramento de um

aterro e reflete o processo microbiolégico que estd ocorrendo naquele local.
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(BUCHROITHNER, 2015). Para identificar e classificar tais microrganismos, sao
utilizadas diversas caracteristicas fenotipicas e moleculares. As técnicas de biologia
molecular, especialmente, impulsionaram os estudos de microbiologia (ALAIN,
QUERELLOQOU, 2009), transformando o entendimento da biodiversidade microbiana
dos aterros nas ultimas décadas (LOCEY, LENNON, 2016).

Em razao do uso de novas tecnologias de identificagdo, como sequenciamento
de DNA, é percebido um aumento no nimero de trabalhos sobre microrganismos de
aterros sanitarios. Apesar disso, muito ainda se tem a compreender sobre as
populacdes que coexistem e interagem (ZEPEDA, LEON, FLORES, 2015; STAMPS
et al., 2016), necessitando de novas pesquisas em diferentes locais (LIU et al., 2011).
Sekhohola-Dlamini e Tekere (2019) acrescentam que muitas vezes as informagdes
obtidas de aterros in situ podem parecer incoerentes quando comparadas a aterros
simulados, representando um desafio, principalmente sobre aterros que nédo ha
controle dos materiais dispostos.

A presente pesquisa busca conhecer os lixiviados de um mesmo aterro, situado
no municipio de Sao Leopoldo, Rio Grande do Sul, e identificar, por meio de técnicas
de cultivo e de biologia molecular os microrganismos anaerdbios (bactérias e
arqueias) presentes. O trabalho visa contribuir para a compreensdo da digestao
anaerdbia (DA) em aterro de escala real, operado em distintas fases de aterramento,
além de subsidiar futuras pesquisas sobre tratamento de lixiviados e operacao de
aterro.

Trabalhou-se com a hipétese de que as fases mais antigas do aterro estdo em
etapa metanogénica de degradacgédo, sendo encontrada uma maior abundancia de
arqueias metanogénicas, enquanto nas fases mais recentes do aterro ocorre a etapa
acida, com a maioria de bactérias hidroliticas-fermentativas. Essa hipdtese sera
discutida na Revisdo Bibliografica e posteriormente nos Resultados e Discussédo da
tese.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral da pesquisa é relacionar caracteristicas de operagdo de um
aterro sanitario, a qualidade dos lixiviados gerados e a microbiota identificada.
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1.2.2 Objetivos Especificos

a) caracterizar fisico-quimicamente os lixiviados gerados em cinco fases de
aterramento;

b) enriquecer e caracterizar, por meio de exames morfologicos, culturas
bacterianas anaerdbias hidroliticas e arqueias metanogénicas obtidas no
lixiviado gerado em duas fases de aterramento;

c) analisar a diversidade (rigueza e abundancia) microbiana, presente nos
lixiviados gerados nas cinco fases de aterramento e nas amostras
enriguecidas na etapa B, por meio de sequenciamento de nova geracao
(NGS) utilizando PCR barcoding da regiao V4 do gene 16S rRNA;
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Os principais temas estudados para embasamento teérico no presente trabalho
foram: residuos sélidos, aterro sanitario, biodegradacao (digestdo anaerdbia) dos
residuos em aterro sanitario, lixiviados, manipulacdo e identificacdo de

microrganismos. Cada assunto esta abordado nos tépicos a seguir.
2.1 RESIDUOS SOLIDOS URBANOS E ATERRO SANITARIO

Os residuos soélidos urbanos sdo compostos por diversos materiais e suas
caracteristicas variam em funcdo de aspectos sociais, econOmicos, culturais,
geograficos, habitos alimentares, tamanho de populagao, entre outros. (MONTEIRO
et al., 2001; CAMPUZANO, GONZALEZ-MARTINEZ, 2016). A Lei 12.305 (BRASIL,
2010) os classifica como sendo de origem domiciliar e de limpeza urbana, como
residuos domésticos e de varricdo das ruas, portanto, ndo entram na classificacao
residuos de construgéo, de demoli¢cdo, de saude, industriais ou perigosos.

A caracterizacdo dos RSU basicamente é dividida em: residuos putresciveis
(restos de alimentos, podas, contaminantes biol6gicos), contaminantes quimicos
(pilhas medicamentos, colas, etc.), plasticos, metais, tecidos, vidros, madeiras, papéis
e papeldes. A Tabela 1 apresenta a composicao gravimétrica de alguns municipios
brasileiros das diversas regides, levantada por Alfaia, Costa e Campos (2017).

Tabela 1 — Composicao dos RSU gerados em municipios de diferentes regides do

Brasil

RESIDUO Araguaina Cubati Parnaiba Rio de Porto Alegre Brasil

(norte) (nordeste) (centro-oeste) Janeiro (sul) (%)

(%) (%) (%) (sudeste) (%)
(%)

Organicos 54,68 57,00 54,02 52,00 57,27 57,27
Metais 1,09 1,74 3,64 1,66 1,20 1,46
Papéis e 10,87 3,70 7,48 15,39 12,90 11,62
papelées
Plasticos 14,67 3,86 16,73 21,15 13,00 11,23
Vidros 0,83 1,01 1,87 3,50 1,90 2,56
Outros* 17,86 32,69 16,26 6,30 11,90 15,86

* A categoria “outros” corresponde a residuos misturados, tecidos e embalagens longa vida
Fonte: Alfaia, Costa, Campos (2017)

A maior parcela de residuos gerados é de putresciveis, cerca de 55%, esse
valor é esperado para paises em desenvolvimento econémico (KAZA et al., 2018),
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apesar de alguns estudos terem apresentado diminuigcdo desse material no Brasil ao
longo dos anos. (MIGUEL et al., 2016). A nivel mundial, os residuos organicos também
correspondem a maior categoria, representando 44% do total gerado. J& em paises
classificados como de alto desenvolvimento econdmico, o percentual desta categoria
diminui para 32%, sendo os materiais reciclaveis a maior parcela (acima de 50%).
(KAZA et al., 2018).

Existem diversos tipos de tratamentos dos residuos solidos urbanos. Segundo
Monteiro (2002), o tratamento € definido como uma série de procedimentos
destinados a reduzir a quantidade ou o potencial poluidor dos residuos, seja
impedindo o descarte em local inadequado, seja transformando-o em material inerte
ou biologicamente estavel. De acordo com a Politica Nacional de Residuos Sélidos
(BRASIL, 2010), a responsabilidade pela gestdao dos RSU é dos municipios e a lei
define que ela deve ser executada de maneira integrada, por meio de acdes voltadas
para a busca de solugdes, de forma a considerar as dimensdes politica, econémica,
ambiental, cultural e social, sob a premissa do desenvolvimento sustentavel.

Os dados do Sistema Nacional de Informacdo sobre Saneamento - SNIS
(BRASIL, 2020), revelam que a cobertura de coleta de residuos no Brasil é de 92,1%,
mas apenas 38,7% possuem programa de coleta seletiva, 0 que acaba dificultando a
recuperacao de materiais reciclaveis ou a compostagem do material organico, ja que
acabam misturados no momento de descarte nos lares ou no momento de coleta.

Os aterros sanitérios sdo considerados tanto como uma forma de tratamento
de RSU, quanto de destinacéao final dos rejeitos. A norma NBR 8419 da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas - ABNT (1992, p.1) define aterro sanitario como,

Técnica de disposicdo de residuos solidos urbanos no solo, sem causar
danos a saude publica e a sua seguranga, minimizando os impactos
ambientais, método este que utiliza principios de engenharia para confinar os
residuos solidos & menor area possivel e reduzi-los ao menor volume
permissivel, cobrindo-os com uma camada de terra na conclusao de cada
jornada de trabalho, ou a intervalos menores, se necessario.

De acordo com Kaza et al. (2018), cerca de 40% de todos os residuos gerados
no mundo sdo dispostos em aterros, o que provavelmente se deve ao fato de que
ainda sdo de alto custo as demais alternativas tratamento (IDOWU et al., 2019). Além
disso, a existéncia de alguma forma de disposicao final se faz necessaria para dispor

0s rejeitos de outras técnicas, como, por exemplo de reciclagem e de incineragcdo. O
levantamento do SNIS (BRASIL, 2019) aponta que 80% dos municipios da regiao sul
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do pais encaminham seus RSU para aterro sanitario, seguido pela regiao sudeste,
com 49,5% dos municipios e por ultimo a regido nordeste, com 6,0% dos municipios.

Ha aterros constituidos por uma Unica célula, outros com varias células que sao
construidas independentemente uma das outras, como se fossem aterros separados.
Em outro tipo, as células novas sao construidas sobre as mais antigas (SOUTO,
2009), ja que ao longo do tempo ocorrem deslocamentos verticais (recalques),
decorrentes dos processos de compactacdo e compressibilidade fisica, quimica e
biodegradativa. (ARAUJO NETO, 2016).

2.2 BIODEGRADAGAO EM ATERRO SANITARIO

Os residuos solidos urbanos acumulados continuamente em aterros sanitarios
nao sao inativos, eles correspondem a uma mistura de grande variedade quimica e
sofrem transformacdes sob a influéncia de agentes naturais (CASTILHOS JUNIOR et
al., 2003; FEI, RASKIN, ZEKKOS, 2014). A biodegradacao depende de diversos
fatores, principalmente teor de oxigénio, umidade, temperatura e pH (SEKHOHOLA-
DLAMINI, TEKERE, 2019). A velocidade desta degradacao também varia de acordo
com o tipo de material, Russo (2005), indica que a fracdo de residuos de rapida
degradacao leva de 3 meses a 5 anos para degradar, a moderada de 5a 10 anos € a
fracao lenta de 10 a 50 anos ou mais.

A biodegradacao dos RSU pela atividade microbiana estd, principalmente,
relacionada a fracao organica existente no aterro, posto que a sua transformacéao pode
se realizar por meio da decomposicao biolégica, levada a efeito pelos microrganismos
saprofitos ou decompositores naturalmente existentes no meio. (BIDONE,
POVINELLI, 1999).

De acordo com Souto (2009), a dinamica de um aterro apresenta padrées que
permitem que ela seja dividida em fases, que ndo devem ser confundidas com as
fases de decomposicdo dos residuos. Segundo o autor, as fases do aterro estédo
ligadas ao que se observa como saida (lixiviados e gases), ao passo que as fases da
decomposicao correspondem a cada uma das etapas que fazem com que uma
molécula complexa seja convertida em substancias mais simples, fornecendo matéria
e energia para as comunidades microbianas. No presente trabalho, adotou-se a
palavra Fase (com letra maiuscula) quando se refere a de operacao do aterro e fase
(com letra minlscula) para fase de degradacao.
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Na perspectiva de demonstrar as fases de degradag¢ao, modelos globais foram
desenvolvidos por diferentes autores, com variagées de terminologias e sequéncia.
Farquhar e Rovers (1973) resumiram em quatro fases a decomposicao dos residuos
baseados na geracao de biogas; Pohland e Harper (1985) propuseram cinco fases
para avaliar a estabilizacao dos residuos em aterro em funcdo do tempo; Barlaz,
Schaefer, Ham (1989) sugeriram quatro fases de degradacdo e formacdo de
lixiviados; McBean, Rovers e Farquhar (1995) dividiram a evolugdo dos aterros em
trés fases; e Castilhos Junior et al. (2003) abordam quatro fases em seu trabalho para
descrever a digestao anaerdbia em geral. O Quadro 1 apresenta a descricao, por fase

de degradacao, dos autores citados.

Quadro 1 — Diferentes propostas de descricao das fases de degradacao dos RSU.

AUTOR FASE | FASE Il FASE lli FASE IV FASE V
Farquhar, Aerobia Anaerdbia Anaerdbia Anaerdbia
Rovers (1973) nao metanogénica | metanogénica
Metanogénica instavel estavel
Pohland, Harper Inicial Transi¢éo Acida Metanogénica Formacgao
(1985) final
Barlaz, Aerbbia Acida Metanogénica | Metanogénica
Schaefer, Ham acelerada desacelerada
(1989)
McBean, Acida Metanogénica Maturacao
Rovers,
Farquhar (1995)
Castilhos Junior Hidrélise Acidogénse | Acetogénese | Metanogénese
et al. (2003)

Fonte: elaborado pela autora

A fase de degradacéao aerdbia ocorre quando os RSU séao dispostos no aterro,
seus componentes biodegradaveis comecam a sofrer as acdes de microrganismos,
um periodo de aclimatacao é observado, e ocorre um acumulo suficiente de umidade
e oxigénio que suportam a atividade microbiana. (McBEAN, ROVERS, FARQUHAR,
1995). Esta fase é breve, ja que o oxigénio ndo é reposto, uma vez que o residuo esta
coberto, e dura aproximadamente um més, podendo ser um periodo maior nos casos
de aterros pouco profundos (inferiores a 3 metros). Os principais microrganismos
envolvidos sdo as bactérias, as leveduras e os fungos, sendo o0s subprodutos
resultantes desta digestdo: CO2z (gas carbdnico), sais minerais de nitrogénio, fosforo,
potassio e outros macro e micronutrientes solluveis em agua. (BIDONE e POVINELLI,
1999; CASTILHOS Jr et al., 2003).

O restante da biodegradacdo dos RSU ocorre sob ambiente anaerébio, na
também chamada digestao anaerdbia, onde existem interacbes metabdlicas mutuas,
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com correlagcbes complexas, paralelas e em série entre diversos grupos de
microrganismos, com um grupo produzindo o substrato para outro. Ou seja, em
situacao de equilibrio, todos os produtos de uma etapa metabdlica anterior, sdo
convertidos para a etapa posterior (VERMA, 2002; BUCHROITHNER, 2015; SONG et
al., 2015). Adotando a divisdo encontrada na literatura em quatro fases de
biodegradacdo anaerdbia (Quadro 1), sao elas: hidrélise, fermentacdo acida ou
acidogénese, fermentacdo acetogénica ou acetogénese e metanogénese
(CASTILHOS Jr et al., 2003; METCALF; EDDY, 2016)

Comumente o0 esquema de biodegradacao/digestao anaerdbia é representado
por meio de fluxograma, como na Figura 1.

Figura 1 — Fluxograma do processo de digestao anaerdébia.

Organicos Complexos

Proteinas ] { Carboidratos ] ‘ Lipideos ’
Organicos Simples
‘ Aminodcidos + Aglcares } [ Acidos graxos + Alcoois J
Produtos Intermediarios + H,
(Propionato, Butirato, etc)
‘ Acetato H H, + CO, ’

[ CH, + CO, ’

Fonte: Adaptado de Gerardi (2006); Chernicharo (2007) e Metcalf, Eddy (2016)

A hidrélise é o primeiro processo em um sistema de digestdo anaerdbia da
matéria organica, quando substancias e materiais organicos complexos de alta massa
molecular (carboidratos, proteinas e lipidios) sdo transformadas em moléculas de

menor tamanho (agucares, aminoacidos, acidos graxos de cadeias longa e glicerina)
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por bactérias fermentativas hidroliticas. (SCHNURER, JARVIS, 2010). Diversos
grupos de bactérias hidroliticas-fermentativas atuam na “quebra” das moléculas, como
as celuloliticas, amiloliticas e proteoliticas, que fazem a degradacédo de celulose,
amido e proteinas (GERARDI, 2006; AL SEADI et al., 2008).

A segunda fase da digestao anaerdbia é a acidogénese, ou fermentacao acida,
quando produtos oriundos da hidrélise sdo convertidos em produtos intermediarios,
principalmente em acido acético, propiénico e butirico, além de alcoois, cetonas,
diéxido de carbono e hidrogénio. (CHERNICHARO, 2007). Esta fase é caracterizada
pelo baixo pH do lixiviado devido a presenca de &cidos organicos e elevadas
concentracbes de CO:2 e gases acidos dissolvidos. Ela pode durar alguns anos,
quando sao produzidas quantidades consideraveis de compostos organicos simples
e de alta solubilidade, principalmente acidos graxos volateis. (CASTILHOS JUNIOR
et al., 2003; BUCHROITHNER, 2015). De acordo com Schnirer e Javiris (2010),
muitos microrganismos que realizam a hidrélise também s&o capazes de realizar a
acidogénese.

Caracterizando a terceira fase, na acetogénese ou fermentacdo acetogénica,
desenvolvem-se 0s compostos com apenas um ou dois atomos de carbono (metanol
ou formiato e acetato) e outros substratos mais simples. Nesta fase ocorre a
conversdao dos produtos oriundos da acidificacdo em acido acético, grandes
quantidades de nitrogénio amoniacal (NA), hidrogénio (H2) e di6xido de carbono
(CO2). Com excecao das bactérias homoacetogénicas, todas as acetogénicas
produzem o hidrogénio como metabdlito obrigatério. (CASTILHOS JUNIOR et al.,
2003; METCALF, EDDY, 2016).

Os compostos orgéanicos simples formados na fase acetogénica, como acetato,
hidrogénio e parte do diéxido de carbono, sdo consumidos na quarta fase, por
arqueias metanogénicas, dando origem ao metano (CH.) e ao CO.. Metabolicamente,
a metanogénese ocorre por meio de trés diferentes vias bioquimicas de producao do
metano (ABBASI, T., TAUSEEF, S., ABBASI, S., 2012; NAKAYAMA et al., 2019):

» Via hidrogenotroéfica, que é a mais difundida, utiliza o diéxido de carbono
como fonte de carbono e aceptor de elétrons, e o hidrogénio, como fonte
de energia para producdo de metano. Formiato também pode ser
convertido a metano por essa via, atuando como fonte de CO:z e
potencial redutor;
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 Via acetoclastica, realizada através das arqueias metanogénicas
acetoclasticas, que formam metano e diéxido de carbono a partir de
acido acético ou metanol, majoritariamente na auséncia de Hz. Sao

responsaveis por cerca de 60%-70% de toda producédo de metano;
» E a via metilotréfica, que cataboliza compostos contendo grupos metil,
como metanol, mono-, di-, trimetilaminas e dimetil sulfito. (KHANAL,

2009; VAN DE WIJNGAARD et al., 2002 apud VICH, 2010).

Buchroithner (2005) ressalta que a estrita divisdo do caminho da degradacéao
em fases, ocorrendo uma apdés a outra, € de natureza tedrica. Devido a estratificacao
do material do aterro, diferentes datas de deposicao e diferentes condicbes dentro das

células, as quatro fases podem ocorrer ao mesmo em um aterro.

2.2.1 Microrganismos envolvidos na biodegradacao

A maior parte da degradacado dos RSU é realizada por bactérias e arqueias
anaerébias (STAMPS et al., 2016) e ocorre conforme o ciclo de biodigestao abordado
no capitulo 2.2. O dominio Bactéria compreende uma enorme variedade de
procariotos, no qual alguns podem ser distinguidos pela sua morfologia e fisiologia e
outros que somente sao identificados por meio de técnicas moleculares.
(BUCHROITHNER, 2015).

O tamanho da maioria das bactérias € de 0,3 um a 3 um, exceto pelas formas
filamentosas (maior que 100 um), cianobactérias (5 — 50 um) e espiroquetas (maior
qgue 50 um). Podem ser agrupadas em trés formas basicas: bacilos (bastonete), cocos
(esfera) e espirilo (espiral), em algumas espécies de bactérias, a célula-filha ndo se
separa apds a divisao celular, resultando na formagdo de diversos arranjos de
crescimento, incluindo colénias, tétrades, correntes e filamentos. (GERARDI, 2006).

A descricao frequente de novas sequencias de DNA em bancos de dados vém
acrescentando novas espécies de bactérias ao longo do tempo. A pesquisa de
Sawamura et al. (2010), por exemplo, investigou 0s microrganismos presentes nos
residuos aterrados, em diferentes profundidades, em um aterro do Jap&o. Song et al.,
(2015) investigaram os microrganismos dos lixiviados gerados em duas fases de um
aterro na China. Zainun e Simarani (2018), por sua vez, estudaram amostras de solo
de dois lixdes (na Malasia), um encerrado e outro em atividade, a fim de conhecer a

diversidade de microrganismos nesses locais.
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De acordo com a lista do site The List of Prokaryotic Names with Standing in
Nomenclature — LPSN (acessado em setembro de 2021), atualmente existem 40 filos
de bactérias. Na biodegradacao anaerébia dos RSU, dentre as bactérias hidroliticas-
fermentativas, que atuam nos compostos organicos dos RSU, estao as celuloliticas,
amiloliticas e proteoliticas. (ALCANTARA, 2007). Destacam-se 0s géneros:
Clostridium, Micrococcus, Staphylococcus, Bacterioides, Proteus, Bacillus,
Eubacterium, Bifidobacteria e Clostridium. (GERARDI, 2006; CHERNICHARO, 2007).

Na fase acidogénica os géneros mais comuns de bactérias sao: Clostridium,
Bacterioides, Bifidobacterium,  Butybacterium, Eubacterium, Ruminococcus,
Propionibacterium, Lactobacillus, Streptococcus e Escherichia. E na fase acetogénica,
0s géneros mais conhecidos sao: Acetobacter, Desulfovibrio, Syntrophobacter
Syntrophomonas e Wolinii. (GERARDI, 2006; CHERNICHARO, 2007; ABBASI,
TAUSEEF, ABBASI, 2012).

As arqueias, do Dominio Arqueia, ora se assemelham com as bactérias, ora
com os eucariotos, além de possuirem caracteristicas préprias, inexistentes em outros
dominios. (METCALF, EDDY, 2016). Elas sdo conhecidas por estar presentes em
ambientes extremos (MADIGAN et al., 2010), no entanto, o uso de abordagens
moleculares contribuiu para a deteccdo de arqueias em ambientes ndo extremos
também, podendo ser considerada sua distribuicdo no Dominio Arqueia equivalente
aquela do Dominio Bactéria. (COSTA, 2018).

Segundo Madigan et al. (2010), as arqueias podem ser divididas em quatro
grupos distintos: haloarqueia, metanogénica, hipertermofila e acidéfila extrema. De
acordo com o site LPSN (acessado em setembro de 2021), 5 filos do Dominio Arqueia
sdo oficialmente aceitos: Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota,
Nanoarchaeota e Thaumarchaeota, sendo os Unicos com representantes cultivados.
Apesar disso, diversos estudos genbmicos propdéem novos filos e constante
reorganizagdo da arvore filogenética baseada no dinamismo dessa evolugao.
(TAHON, GEESINK, ETTEMA, 2021).

As argueias metanogénicas, que realizam a quarta etapa da biodigestao dos
RSU, possuem uma grande diversidade morfolégica e a maioria pertence aos filos
Euryarchaeota e Crenarchaeota. (MADIGAN et al., 2010). As arqueias metanogénicas
hidrogenotroficas sado encontradas nas cinco ordens: Methanomicrobiales,
Methanosarcinales, Methanobacteriales, Methanococcales e Mthanopyrales. Os

géneros mais frequentes isolados sao Methanobacterium, Methanospirillum e
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Methanobrevibacter. As arqueias metanogénicas acetoclasticas estao presentes

apenas na ordem Methanosarcinales, géneros comuns sao Methanosarcina e

Methanosaeta (utiliza exclusivamente acetato). E as arqueias metanogénicas

metilotréficas sdo encontradas no género Methanosphaera, de Methanobacteriales.
(CHERNICHARQO, 2007; ABBASI, T., TAUSEEF, S., ABBASI, S., 2012).

O Quadro 2 apresenta as caracteristicas, morfologia dos microrganismos e

substratos utilizados para a metanogénese, de algumas arqueias metanogénicas

encontradas no processo de biodegradacgao.

Quadro 2 — Caracteristicas de algumas arqueias metanogénicas

Ordem Género Morfologia Substratos
Methanobacterium Bacilos longos Hz + COg, formiato
Methanobrevibacter Bacilos longos Hz + COz2, formiato
Methanobacteriales | Methanosphaera Cocos Metanol + Hp
Methanothermus Bacilos Hz + CO2
Methanothermobacter | Bacilos Hz + COz2, formiato
Methanococcus Cocos irregulares H> + COy, piruvato + COy,
formiato
Methanococales Methanothermococcus | Cocos Hz + CO,, formiato
Methanocaldococcus | Cocos Hz + CO2
Methanotorris Cocos Hz + CO2
Methanomicrobium Bacilos curtos H2 + CO,, formiato
Methanogenium Cocos irregulares Hz + COz2, formiato
Methanospirillum Espirilos Hz + COz2, formiato
Methanomicrobiales Methanoplanus CéIuIag discoides Hz + COg, form!ato .
Methanocorpusculum | Cocos irregulares H> + COg, formiato, alcoois
Methanoculleus Cocos irregulares H> + CO;, formiato, alcoois
Methanofolis Cocos irregulares H> + COy, formiato
Methanolacinia Bacilos irregulares | Hz + COz, alcoois
Methanosarcina Grandes cocos |H2 + CO2,  metanol,
irregulares metilaminas, acetato
Methanolobus Cocos irregulares | Metanol, metilaminas
agregados
Methanohalobium Cocos irregulares Metanol, metilaminas
M . Methanococcoides Cocos irregulares Metanol, metilaminas
ethanosarcinales . . T
Methanohalophilus Cocos irregulares Metanol, metilaminas,
metil, sulfetos
Methanosaeta De bacilos longos a | Acetato
filamentos
Methanosalsum Cocos irregulares Metanol, metilaminas,
dimetilsulfeto
Methanopyrales Methanopyrus Bacilos em cadeia | Hz2 + CO2

Fonte: Madigan et al. (2010)

Buchroithner (2015) fez o levantamento de alguns trabalhos sobre identificagéo

microbioldgica de aterros sanitarios, via técnicas independentes de cultivo, com um
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overview dos microrganismos encontrados e suas classificagdes quanto a fase de
biodegradacao dos residuos. O Quadro 3 apresenta a relacao de bactérias e arqueias
identificadas, divididas em filo, classe, ordem, familia, género e espécie.

Na fase hidrolitica foram relacionados os dados de cinco estudos: Burrell et al.
(2004); Krishnamurth e Chakrabarti (2013); Li et al. (2009); McDonald et al. (2008);
McDonald et al. (2012); Pourcher et al. (2001); Van Dyke e McCarthy (2002) e Weiss
et al. (2008). Na fase acidogénica foram relacionados os trabalhos de Burrell et al.
(2004); Li et al. (2009); Tao et al. (2014) e Weiss et al. (2008). Na fase acetogénica,
foram relacionados os trabalhos de Li et al. (2009) e Weiss et al. (2008). Ja na fase
metanogénica foram relacionados os estudos de: Burrell et al. (2004); Cardinali
Rezende et al. (2009); Chen et al., (2003); Huang et al. (2002); Huang et al. (2003);
Krishnamurth e Chakrabarti (2013); Laloui-Carpentier et al. (2006); Li et al. (2009); Uz
et al. (2003) e Weiss et al. (2008).

O filo mais citado entre todos relacionados no Dominio Bactéria, foi Firmicutes,
sendo a maioria das classes Bacilli e Firmicutes. O filo de predominancia no Dominio
Arqueia foi o Euryarchaeota, com divisao das ordens Methanomicrobiales,
Methanosarcinales e Methanobacteriales.



Quadro 3 — Levantamento de bactérias e arqueias por fase de degradacado de RSU
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FASE HIDROLITICA

FILO CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIE

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium C. stercorarium
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium C. thermocellum
Clostridia Eubacteriales Clostridiaceae Clostridium C. leptum
Clostridia Eubacteriales Oscillospiraceae Clostridium C. cellulosi
Clostridia Eubacteriales Oscillospiraceae Ruminococcus R. albus
Clostridia Eubacteriales Oscillospiraceae Ruminococcus R. flavefaciens
Clostridia Eubacteriales Oscillospiraceae Eubacterium E. plautii
Clostridia Eubacteriales Oscillospiraceae Sporobacter S. termitidis
Clostridia Eubacteriales Lachnospiraceae Butyrivibrio -
Clostridia Clostridiales Peptococcaceae Desulfotomaculum -
Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Acetivibrio -
Bacilli Bacillales Planococcaceae Paenibacillus P. macmurdoensis
Bacilli Bacillales Planococcaceae Solibacillus S. silvestris
Bacilli Bacillales Planococcaceae Paenisporosarcina P. macmurdoensis
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus -
Bacilli Bacillales Bacillaceae Terribacillus T. goriensis
Bacilli Bacillales Bacillaceae Psychrobacillus P. insolitus
Bacilli Bacillales Bacillaceae Psychrobacillus P. psychrodurans
Bacilli Bacillales Bacillaceae Psychrobacillus P. psychrotolerans
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus B. licheniformis
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus B. subtilis
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus B. amyloliquefaciens
Bacilli Bacillales Bacillaceae Bacillus B. circulans
Bacilli Bacillales Bacillaceae Oceanobacillus -
Bacilli Bacillales Bacillaceae Ornithinibacillus -
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus B. pabuli
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus P. amylolyticus
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus P. polymyxa
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus P. alginolyticus
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Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus P. chondroitinus
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Paenibacillus P. macerans
Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Cohnella -

Bacilli Bacillales Paenibacillaceae Brevibacillus -

Bacilli Bacillales Staphylococcaceae Staphylococcus -

Bacilli Lactobacillales Streptococcaceae - -

Bacilli Lactobacillales Aerococcaceae Aerococcus -

Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus -

Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus L. parabrevis
Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus L. spicheri
Bacilli Lactobacillales Enterococcaceae Enterococcus -

Actinobacteria | Actinobacteria Actinomycetales Thermomonosporaceae Actinomadura -

Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae Microbacterium M. immunditiarum
Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae Arthrobacter -
Actinobacteria Micrococcales Micrococcaceae Kocuria -
Actinobacteria Micrococcales Promicromonosporaceae Promicromonospora | P. citrea
Actinobacteria Micrococcales Promicromonosporaceae Promicromonospora | P. sukumoe
Actinobacteria Micrococcales Promicromonosporaceae Cellulosimicrobium C. cellulans
Actinobacteria Micrococcales Cellulomonadaceae Cellulomonas C. hominis
Actinobacteria Micrococcales Cellulomonadaceae Cellulomonas C. turbata
Actinobacteria Actinomycetales Corynebacteriaceae Corynebacterium -
Actinobacteria Mycobacteriales Dietziaceae Dietzia -
Actinobacteria Micromonosporales Micromonosporaceae Micromonospora -
Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Nocardia -
Actinobacteria Actinomycetales Mycobacteriaceae Mycobacterium -
Actinobacteria Actinomycetales Nocardiaceae Rhodococcus -

Proteobacteria | Alphaproteobacteria Hiphomicrobiales Methylobacteriaceae Microvirga -
Alphaproteobacteria Rhodospirillales Acectobacteraceae Roseomonas -
Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas -
Gammaproteobacteria | Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas -

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides B. cellulosolvens

Fibrobacteres Fibrobacteria Fibrobacterales Fibrobacteraceae Fibrobacter F. succinogenes
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FASE ACIDOGENICA

Firmicutes Clostridia Clostridiales Clostridiaceae Clostridium -

Fibrobacteres Fibrobacteria Fibrobacterales Fibrobacteraceae Fibrobacter -

Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseuodomonas P. toyotomiensis
Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseuodomonas P. alcaliphila
Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseuodomonas P. oleovorans
Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus L. fuchuensis
Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus L. sakei
Bacilli Lactobacillales Lactobacillaceae Lactobacillus L. hammesii

Synergistetes Synergistia Synergistales Synergistaceae Anaerobaculum A. mobile

Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae - -

FASE ACETOGENICA

Synergistetes Synergistia Synergistales Synergistaceae Anaerobaculum -

Proteobacteria | Gammaproteobacteria | Pseudomonadales Pseudomonadaceae - -

Firmicutes Tissierellia Tissierellales Tissierellaceae Sporanaerobacter S. acetigenes
Clostridia Eubacteriales Lachnospiraceae Syntrophococcus S. sucromutans
Clostridia Eubacteriales Eubacteriaceae Pseudoramibacter P. alactolyticus
Clostridia Thermoanaerobacterales | Thermoanaerobacteraceae | Thermoacetogenium | -

Tissierellia Tissierellales Tissierellaceae Clostridium C. ultunense
FASE METANOGENICA
FILO CLASSE ORDEM FAMILIA GENERO ESPECIE

Euryarchaeota | Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. bourgensis
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. oldenburgensis
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. chikugoensis
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. marisnigri
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. palmeoli
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. olentangyi
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. thermophilicus
Methanomicrobia Methanomicrobiales Methanomicrobiaceae Methanoculleus M. formosanus
Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosaeta M. concilii
Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina M. thermophila
Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina M. siciliae
Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina M. barkeri
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Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanosarcina M. semesiae

Methanomicrobia Methanosarcinales Methanosarcinaceae Methanimicrococcus | -

Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanosphaera M. stadtmanae

Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanothermobacte | M. thermautotrophicus

r

Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanobacterium M. oryzae

Methanobacteria Methanobacteriales Methanobacteriaceae Methanobrevibacter | -

Methanobacteria Methanobacteriales Methanospirillaceae Methanospirillum M. hungatei
Candidatus Thermoplasmatota Thermoplasmata Thermoplasmataceae Thermoplasma T. acidophilum
Thermoplasma

Fonte: Adaptado de Buchroithner (2015)
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2.3 LIXIVIADO

Conforme visto anteriormente, durante a biodegradacao dos RSU, sao gerados
produtos, especialmente gases e lixiviado. Lange e Amaral (2009, p.9) definem

lixiviado como,

Liquido proveniente da umidade natural e da agua de constituicdo presente
na matéria organica dos residuos, dos produtos da degradagao bioldgica dos
materiais organicos e da agua de infiltragdo na camada de cobertura e interior
das células de aterramento, somado a materiais dissolvidos ou suspensos
que foram extraidos da massa de residuos.

Diversos fatores influenciam nas caracteristicas dos lixiviados, como idade,
precipitacao, variagdes de clima, tipos de residuos, profundidade do residuo aterrado,
tipo de operacao do aterro, entre outros (RENOU et al., 2008; NAVEEN et al., 2017;
BHATT et al., 2017). Sendo assim, & possivel afirmar que a composi¢ao dos lixiviados
€ heterogénea e varia consideravelmente de um local para outro e de um mesmo local
entre épocas do ano (WANG et al., 2018; VACCARI, TUDOR, VINTI, 2019).

De uma maneira geral, ndo € possivel estabelecer uma composigao fixa para o
lixiviado (EDUARDO, 2007), mas, segundo Christensen et al. (2001) e Mojiri et al.
(2014), seus compostos podem ser classificados em quatro grandes categorias e seus
exemplos:

» Matéria Orgénica Dissolvida: macromoléculas, como acidos humicos e
fulvicos, lignina e acidos graxos volateis, demonstrada pela DQO ou
Carbono Organico Total;

« Compostos Organicos Xenobibticos: provenientes de produtos quimicos
industriais, como hidrocarbonetos aromaticos, compostos halogenados,
compostos fendlicos, alcoois, aldeidos, cetonas e acidos carboxilicos;

e Macrocomponentes Inorganicos: sodio, potassio, calcio, magnésio,
ferro, cloretos, sulfato, manganés, aménio e bicarbonato;

e Metais Pesados: cadmio, cromo, cobre, chumbo, niquel e zinco,
geralmente em pequenas concentragdes.

No Brasil, o clima tropical, com elevadas temperaturas e volumes altos de
precipitacao, favorece o processo de degradacgao de residuos e formacao de lixiviado.
(MONTEIRO et al., 2001). Por sua vez, sua composicao apresenta altas cargas de
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matéria organica, reflexo da forma de alimentacdo dos brasileiros, com grandes
geracdes de restos de alimentos putresciveis a partir da preparacao das refeigdes,
desperdicios e até ma qualidade dos produtos. (COSTA, ALFAIA, CAMPQOS, 2019).

As caracteristicas do lixiviado podem ser representadas por parametros, como
DQO (Demanda Quimica de Oxigénio), DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio),
relacado DBO/DQO, pH, sélidos suspensos, nitrogénio amoniacal, nitrogénio total
Kjeldhal e metais pesados. (RENQOU et al., 2008). A Tabela 2 apresenta a composi¢ao
do lixiviado para alguns aterros sanitarios brasileiros, indicando as variagdes que
ocorrem entre diferentes cidades.

Tabela 2 — Variacdo da composicao do lixiviado gerado em aterros brasileiros

VARIAVEL FAIXA MAXIMA FAIXA MAIS PROVAVEL FVMP (%)

pH 5,7-8,6 7,2-8,6 78
Alcalinidade Total (mg/L de CaCO5) 750 — 11.400 750 —7.100 69
DBO (mg/L de Oy) <20 —30.000 <20 —8.600 75
DQO (mg/L de O3) 190 — 80.000 190 — 22.300 83
Oleos e Graxas (mg/L) 10 -480 10-170 63
Fenois (mg/L de C¢HsOH) 0,9-99 0,9-4,0 58

NT (mg/L de N) 80-3.100 Nao ha -
N-amoniacal (mg/L de N) 0,4 —3.000 0,4 -1.800 72
N-organico (mg/L de N) 5-1.200 400 - 1.200 80
P-total (mg/L) 0,1-40 0,1-15 63
Sulfeto (mg/L) 0-35 0-10 78
Sulfato (mg/L) 0-5.400 0-1.800 77
Cloreto (mg/L) 500 - 5.200 500 — 3.000 72
Solidos totais (mg/L) 3.200 - 21.900 3.200 — 14.400 79
Solidos totais fixos (mg/L) 630 —20.000 630 —5.000 60
Sdélidos totais volateis (mg/L) 2.100 — 14.500 2.100 — 8.300 74
Sélidos suspensos totais (mg/L) 5-2.800 5-700 68
Sélidos suspensos volateis (mg/L) 5-530 5-200 62
Ferro (mg/L) 0,01 — 260 0,01 —-65 67
Manganés (mg/L) 0,04 -2,6 0,04 -2,0 79

Cobre (mg/L) 0,005-0,6 0,05-0,15 61

Niquel (mg/L) 0,03 -1,1 0,03-0,5 71
Cromo (mg/L) 0,003-0,8 0,003-0,5 89
Cadmio (mg/L) 0-0,26 0-0,065 67
Zinco (mg/L) 0,01-8,0 0,01-1,5 70

FVMP: Frequéncia de Ocorréncia dos Valores Mais Provaveis
Fonte: Souto, Povinelli (2007)
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O tempo de aterramento pode influenciar a qualidade dos lixiviados e, conforme
sua composicao, é usual classifica-lo em lixiviado novo (na fase acidogénica) ou
lixiviado estabilizado (fase metanogénica). (KIELDSEN et al., 2002). Segundo os
autores, acredita-se que o potencial poluidor do lixiviado seja inversamente
proporcional ao tempo de aterramento e um importante parametro para a classificacao
da idade do lixiviado é a relagdo DBO/DQO. Gao et al. (2015) relata que lixiviados
jovens sao de aterros com menos de um ano de idade, de relagdo DBO/DQO acima
de 0,5, e lixiviados velhos sdo de aterros com mais de cinco anos, com relacao
DBO/DQO menor que 0,1. Para Kjeldsen et al. (2002), os valores médios seriam de
0,58 de DBO/DQO para a fase acida e 0,06 de DBO/DQO para a fase metanogénica.

A Tabela 3 apresenta a classificacdo dos lixiviados quanto a idade dos aterros,
segundo os dados de Farquhar (1989) e Tchobanoglous, Theisen e Vigil (1993); e
quanto a fase de degradacado dos residuos, segundo dados de Souto (2009), que
compilou dados de 40 aterros sanitarios brasileiros, Ehrig (1989) que compilou dados
de 20 aterros alemaes e Pohland e Harper (1985) que reuniram dados de aterros
simulados em laboratério, de diversos locais.
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Tabela 3 — Classificacao dos parametros de lixiviado quanto ao tempo e degradacao

Farquhar, 1989 Tchobanoglous, Souto, 2009 Ehrig, 1989 Pohland e Harper, 1985
Theisen e Vigil,
1993
FERLENE 0Oa5 | 5a10 | 10a >20 Aterro | Aterro Fase Fase Fase Fase Fase Fase Fase Fase
anos | anos 20 anos | Jovem | Velho | Acida | Metano | Acida | Metano | Transicao | Acida | Metano @ Maturacao
anos (<2 | (>10
anos) | anos)
H 3-6 6-7 7 - 7,5 45 - 6,6 - 4.4 - 5,9 - 4,5 - 75-9 6,7 4,7 — 6,3 — 7,1-838
P 75 75 75 48 9,2 75 7.7 8,8
: - - - - - - 100 — 0,02 - - - - - - -
Turbidez 540 620
DBO 10.000 | 1.000 50 <50 2.000 100 1- 3- 4.000 20 - 100 — 1.000 600 — 4-120
(mgO2/L) . - R - - 55.000 | 17.200 - 550 10.900 - 3.400
25.000 | 4.000 | 1.000 30.000 | 200 40.000 57.700
DQO 15.000 | 10.000 | 1.000 | <1.000 | 3.000 100 90 - 20 - 6.000 500 - 480 — 1.500 580 — 31-900
(mgO2/L) - - - - - 100.000 | 35.000 - 4.500 18.000 - 9.760
40.000 | 20.000 | 5.000 60.000 500 60.000 71.100
DBO/DQO - - - - - - - - - - 0,28 - 0,40- | 0,17- | 0,02-0,13
0,87 0,80 0,64
NA 500 300 50 <30 10 20 0,07 - 0,03 - - - 120 - 125 2- 6 - 430 6-430
(mg/L) - - - - - 2.000 3.000 1.300
1.500 500 200 800 40
NT 1.000 400 75 <50 - - 1,7 - 0,6 - - - 180 - 860 14— | 25-82 7-490
(mg/L) - - - 3.000 5.000 1.970
3.000 600 300
Alc T - - - - 1.000 200 170 - 195 - - - 200 140 760 200
(g Caltel) - © | 32.000 | 20.200 - - - -
10.000 | 1.000 ' ' 2.500 9.650 5.050 3.520
PT 100 10 - <10 5 5 nd - nd - 80 - - 0,6-1,7 02- |0,7-14 0,2-14
(mg/L) - - - - 260 120
300 100 100 10

*nd= abaixo do limite de deteccao
Fonte: Farquhar (1989); Tchobanouglous, Theisen e Vigil (1993); Souto (2009); Ehrig (1989) apud Souto (2009); Pohland e Harper (1985)
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Souto e Povinelli (2007) levantam a questdo de que em aterros de paises
tropicais, como o Brasil, a transicdo ente “lixiviado novo” e “lixiviado velho” parece
acontecer dentro de um a dois anos apds o inicio da operacao, e nao apdés cinco,
como nos locais de clima temperado. Para Souto (2009), a distingdo entre lixiviado
“novo” e “velho” ndo pode ser feita em funcédo da idade dos aterros, mas sim em
relacdo as fases de degradacdo dos residuos e que nao haveria lixiviado
“intermediario”, dado que os periodos de transicao normalmente sao curtos.

Ehrig (1983) afirma que o parametro pH pode representar um indicativo das
condicdes predominantes no meio de estudo, existindo duas faixas bem nitidas: uma
em torno de 6,0, correspondente a fase acida do aterro, e outra em torno de 8,0,
correspondente a fase metanogénica. Existe ainda uma correlagdo entre pH,
alcalinidade e teor de acidos volateis que determina o sistema acido/base, devendo
esta relacdo ser mantida dentro de certos limites para que um equilibrio quimico
satisfatorio entre os microrganismos atuantes na degradacéo biol6gica seja alcancado
e preservado. (LANGE, AMARAL, 2009).

Como o lixiviado é um material poluente composto por variados elementos, ele
precisa ser drenado, coletado e tratado adequadamente. (BRAS, FERREIRA, SILVA,
2017; LUO et al., 2019). Existem diversos tipos de tratamentos, o estudo de Costa,
Alfaia e Campos (2019) concluiu que no Brasil os mais utilizados s&o os tratamentos
biolégicos, como lagoas aerbbias e anaerdbias, filtros biolégicos, lodo ativados e
wetlands (ou banhados construidos). No entanto, em alguns aterros, geralmente de
regibes metropolitanas, tecnologias mais avancas também sao utilizadas, como
filtragdo por membranas e processos oxidativos avancados.

Outra alternativa é a recirculacao do lixiviado, que é adotada para promover a
biodegradacao dos residuos e acelerar a estabilizacdo dos aterros. A técnica, porém,
pode causar excesso de pressdo de agua e gases nos poros, correndo o risco de
rupturas do macico de residuos. (FENG et al., 2017).

2.4 MANIPULACAO E IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

A diversidade microbiana pode ser analisada de diversas formas, incluindo o
tamanho e morfologia (forma) celulares, fisiologia, motilidade, mecanismo de divisdo
celular, patogenicidade, biologia do desenvolvimento, adaptacdo aos extremos
ambientais, filogenia e outras. (MADIGAN et al., 2010). Os métodos de identificacao
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de microrganismos atualmente envolvem uma combinacao de técnicas dependentes
e independentes de cultivo, estando em constante atualizagdo. (METCALF, EDDY,
2016).

A observacao direta, pode-se dizer que esta associada ao uso de microscopios,
iniciado em 1663, e ainda utilizada. A partir dos anos de 1880, o uso de técnicas de
cultivo permitiu que alguns microrganismos pudessem ser estudados individualmente,
0 que contribuiu para a explosao do conhecimento em fisiologia e genética microbiana
nos anos de 1960 a 1980. (HANDELSMAN, 2004; ZEPEDA, LEON, FLORES, 2015).
Essa abordagem classica é baseada no isolamento e identificacdo de culturas puras,
envolve o cultivo dos microrganismos em meios sélidos ou liquidos, contendo uma
fonte de carbono apropriada para o seu crescimento, bem como adequadas fontes
aceptoras de elétrons, além de uma série de condicées que propiciam o crescimento
microbiano. (SANTOS, 2010; ALMEIDA, MARTINIS, 2019).

Ao longo dos anos, alguns pesquisadores perceberam que o cultivo dos
microrganismos nao captava todo o espectro da atividade microbiana
(HANDELSMAN, 2004), paralelamente, foram desenvolvidos estudos com DNA. Em
1995, um notavel salto nas analises ocorreu, 0 sequenciamento do primeiro genoma
de bactéria. (WOOLEY, GODZIK, FRIEDBERG, 2010). Com o avango da genética e
biologia molecular, diversos equipamentos para sequenciamento de DNA foram
desenvolvidos e as chamadas técnicas moleculares, independentes de cultivo, foram
sendo otimizadas, contribuindo de maneira extraordinaria para o estudo da
microbiologia. (THOMAS, GILBERT, MEYER, 2012; ALMEIDA, MARTINIS, 2019).

As técnicas moleculares também vém permitindo uma constante reformulagéao
da arvore filogenética dos dominios (GOUY, BAURAIN, PHILIPPE, 2015), além de
fornecer um bom entendimento das interagdes e condigdes populacionais. (ALAIN,
QUERELLU, 2009). As abordagens das técnicas podem ser divididas em trés
categorias, a seguir apresentadas (ANTUNES, 2016):

1) Analise do perfil da comunidade microbiana através de:
a) RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — Amplificacao Aleatéria de DNA

Polimérfico),

b) DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis - Eletroforese do Gel de

Gradiente Desnaturante) ou

c) Hibridizacdo de DNA,;
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2) Sequenciamento de alto desempenho de regides hipervariaveis do gene do rRNA
(Acido Ribonucleico) 16S, precedido ou ndo da etapa de clonagem; e

3) Sequenciamento de alto desempenho do DNA total extraido da comunidade
microbiana.

Em geral, ap6s a extracdo do DNA total de uma dada amostra, as técnicas
moleculares utilizam como etapa inicial a amplificagdo por PCR (Polymerase Chain
Reaction) de genes marcadores. Nela sao inseridos primers especificos que irdo
variar para o grupo ao qual o organismo de interesse pertence. (RUPPERT; KLINE;
RAHMAN, 2019). O gene amplamente utilizado para analises filogenéticas em
procariontes € o rRNA 16S, subunidade menor do RNAr, preferida pelo seu tamanho

e excelente marcador molecular para a identificagao taxonémica. (QUINTAES, 2014).
2.4.1 Sequenciamento

A tecnologia de sequenciamento de DNA evoluiu exponencialmente a partir do
estudo pioneiro de Sanger, em 1975, que desenvolveu o método de primeira geracao,
conhecido como método de terminacdo em cadeia. (SCHADT et al., 2010). Em 2005
foi lancado comercialmente o sequenciamento de segunda geragao, inaugurando a
era do chamado Sequenciamento de Nova geracao ou de Préxima Geracao (NGS —
Next Generation Sequencing), que detecta em tempo real as bases nitrogenadas
complementares incorporadas € 0 sequenciamento de uma gama de amostras.
(VARSHNEY et al., 2009).

Diversas plataformas de NGS foram lancadas, como Roche 454, lllumina
(MiSeq, HiSeq, NextSeq), AB Solid e Helicos Biosciences. A plataforma lon Torrent
(Thermo Fisher) ¢é classificada por alguns autores como uma tecnologia
entre a segunda e a terceira geracao, e atualmente também possui modelos de NGS.
O sequenciamento de terceira geracado é caracterizado por leitura de moléculas
individuais, sem a necessidade de um sistema enziméatico para identificacdo, como
por exemplo a Nanopore MinlON e a PacBio. (ALMEIDA, MARTINIS, 2018).

O advento do Sequenciamento de Nova Geragdo elevou os estudos
microbiolégicos a outro patamar e estabeleceu o campo da metagendmica. (OULAS
et al., 2015). A metagen6mica € um método no qual o DNA isolado diretamente do
local € sequenciado, ou seja, em seus habitats naturais, sem depender do cultivo ou

genomas de referéncia, investigando comunidades inteiras (WOOLEY, GODZIK,
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FRIEDBERG, 2010; OULAS et al., 2015; HIRAOKA, YANG, IWASAKI, 2016; HUG et
al., 2016; NESME et al., 2016).

Alguns autores definem que o sequenciamento para metagenémica pode ser
realizado por meio de duas abordagens diferentes: o sequenciamento de amplicons e
o sequenciamento de shotgun. (RASHID, STINGL, 2015; STALEY, SADOWSKY,
2018). No sequenciamento de amplicons, regides conservadas de um marcador
filogenético em regides especificas do DNA (como o rRNA 16S, para bactérias e
arqueas) sao amplificados por PCR, sequenciados e atribuidos a uma Unidade
Taxonémica Operacional (OTU) (TONGE, PASHLEY, GANT, 2014; ALMEIDA,
MARTINIS, 2018). No entanto, o comprimento da leitura é limitado para algumas
centenas de pares de bases, dificultando o trabalho de montagem e predicao de genes
(ELOE-FADROSH et al., 2016).

Outros autores, como Zepeda, Ledn e Flores (2015) acreditam que a andlise
metagenémica é apenas a de sequenciamento de shotgun, enquanto a de
sequenciamento de amplicons se chamaria Metaperfil ou Metataxonémica. Garza e
Dutilh (2015), e Ranjan et al. (2016), também sugerem que somente o de shotgun seja
relacionado com a metagendmica, pois ele permite a identificacao em nivel de espécie
de microbiota ndo direcionada. A maior parte dos trabalhos encontrados séao
realizados por meio do sequenciamento de amplicons. (STALEY, SADOWSKY, 2018).

A distribuicdo taxonémica dos membros da comunidade microbiana requer
leituras do sequenciamento e é uma questdo muito importante na analise, tanto que
diversas ferramentas bioinformaticas estdo em desenvolvimento e sendo otimizadas
para tal fim. (HIRAOKA, YANG, IWASAKI, 2016). Para Zepeda, Le6n e Flores (2015),
além da importancia das ferramentas de bioinformatica para leitura, a interpretacao
da grande quantidade de resultados obtidos no sequenciamento exige experiéncia e

estudo por parte dos pesquisadores.
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3 ESTUDO DE CASO

As caracteristicas de um aterro sdo influenciadas por diversos fatores
ambientais, como o clima e o tipo de solo, além dos habitos de consumo da populacao
onde ele esta inserido. A area de estudo esta localizada na cidade de Sao Leopoldo,
no Estado do Rio Grande do Sul (Brasil), na chamada Bacia do Rio Dos Sinos, com
coordenadas geogréficas: latitude -29,760°, longitude -51,147°. A altitude média
acima do mar do municipio € de 12 metros e o clima, segundo a classificacdo de W.
Kdppen, é do tipo subtropical, com periodos de temperado. (WEATHERSPARK,
2019).

Sao Leopoldo, assim como todo o Estado do Rio Grande do Sul, esta localizado
numa faixa limitrofe entre a influéncia das massas de ar tropical quente e imido e das
massas de ar polar frio e seco, constituindo-se como fronteira climatica, onde se
desenvolve uma grande atividade atmosférica na passagem de frentes quentes e
frentes frias numa alternancia semanal. (ZELTER, LETTI e ZANINI, 2012). Ao longo
do ano, em geral a temperatura na cidade varia de 10 °C a 31 °C e raramente é inferior
a 4 °C ou superior a 36 °C. (WEATHERSPARK, 2019)

3.1 CARACTERISTICAS DO ATERRO SANITARIO

O aterro sanitario, objeto do presente estudo, existe desde 2011. Foi construido
para receber 5 milhdes de toneladas de Residuos Sélidos Urbanos e € operado pela
empresa Companhia Rio-grandense de Valorizagdo de Residuos (CRVR), subsidiaria
da holding Solvi. A unidade possui uma area de 384.008,02 m?, sendo 119.198,00 m?
para disposicao de residuos. (CRVR, 2021).

A Licenga ambiental atual do aterro de Sao Leopoldo, LO N22408/2021 FEPAM,
autoriza a operacao de: a) Célula de disposicao de residuos referente as fases |, Il,
I, 1V, V, Vl e VIl com area de 150.613 m2; b) Unidade de tratamento de efluentes com
7 lagoas de acumulo e uma casa de quimica de 150 m?; c) Lagoa de emergéncia
pluvial com area de 7.170 m?; d) Unidades administrativas e auxiliares com area de
350,38 m?; d) centro de educagdo ambiental (CRVR, 2021c). A Figura 2 apresenta

uma imagem geral da area do aterro.
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Figura 2 — Vista geral da area do aterro

Fonte: CRVR (2019)

O Aterro Sanitario € operado em diferentes fases, sendo que atualmente a
operacao esta na fase 7, com as outras 6 anteriores ja encerradas. O tempo de
operacao de cada fase varia entre elas, sendo que o Quadro 4 apresenta o periodo e
area de cada uma e volume de material disposto.

Quadro 4 - Fases de operacéao do aterro

CELULA PERIODO TOTAL MESES A(':E)A Vo('r"g;"'E
Fase 1 Novembro de 2011 — Setembro de 2012 11 18.785 134.880
Fase 2 Outubro de 2012 — Setembro de 2014 24 23.400 375.855
Fase 3 Outubro de 2014 — Maio de 2015 8 24.730 207.875
Fase 4 Junho de 2015 — Julho de 2017 26 21.300 473.240
Fase 5 Agosto de 2017 — Janeiro de 2018 6 11.520 153.171
Fase 6 Fevereiro de 2018 — Marco de 2020 26 19.453 776,033

Fonte: Elaborado pela autora com dados da CRVR (2019b)

Até o momento das amostragens, o aterro havia operado 92 meses, 0 que
corresponde a 38,3% da vida util estimada. Apo6s o esgotamento da area na Fase 6,
a empresa iniciou a operagao sobre as primeiras células encerradas, utilizando os
espacos disponiveis que ocorrem ao longo do tempo por meio dos recalques
verificados no local e posteriormente passou para a operacao em nova area.

Na operacao diaria do aterro, ocorre a colocagdo de uma camada de cobertura
vegetal ao final do trabalho, evitando a exposi¢ao dos residuos. No dia seguinte, antes
de receber novos residuos, esta camada € removida, fazendo com que a camada de

solo ndo ocupe espaco no macico de residuos. O grau de compactacao dos residuos
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€ estimado em cerca de 1 tonelada/m3, valor este acima do encontrado em outros
aterros, aumentando assim sua vida util e dificultando a entrada de gua pluvial.
Além do presente estudo no aterro de Sao Leopoldo, por meio da parceria
existente entre a Unisinos e a empresa CRVR, sao realizados os relatérios trimestrais
exigidos pelo 6rgdo ambiental estadual e outras pesquisas académicas. Um dos
trabalhos (SILVEIRA, 2021), analisou a influéncia da precipitacdo no volume de
lixiviado gerado no aterro, no periodo de dois anos, e estatisticamente ndo houve
diferenca significativa entre quantidade de precipitacdo e geracdo de lixiviado.
Também estd sendo desenvolvida uma pesquisa sobre os lixiviados gerados nas
cinco Fases do aterro e suas composi¢cdes fisico-quimicas ao longo de um ano de

amostragem, a fim de avaliar custos de tratamento.

3.2 CARACTERISTICAS DOS RESIDUOS

Os residuos dispostos no aterro de Sdo Leopoldo séo originarios da coleta de
RSU do préprio municipio, de outros municipios e de setores privados. Mensalmente
a area recebe cerca de 30.000 m3 de residuos, em média, sendo esta quantidade
controlada na balanca quando da entrada dos caminhdes.

A Tabela 4 apresenta, em percentual, os principais geradores de cada fase.

Tabela 4 — Geradores dos RSU encaminhados ao Aterro de Sao Leopoldo

GERADOR FASE1 FASE2 FASE3 FASE4 FASE5 FASE®6

RSI e RSS (pré-inertizados) 291% 2,63% 4,18% 1,71%  0,30% 0,96%
Industria de Plastico 0,10% 0,10% 0,05% 0,11% 0,01% 0,01%
Industria de Borracha 0,00% 0,01% 0,01% 0,00% 0,00% 0,00%
Comércio de Pneus 0,00% 0,00 0,00 0,006 0,00% 0,01%
Industria de Ceramica 0,05% 0,15% 0,12% 0,02% 0,01% 0,01%
Industria de Metais 0,02% 0,25% 0,06% 0,03% 0,02% 0,01%
Comércio de Metais 0,00% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01%
Industria de Autopecas 0,00% 0,00% 0,01% 0,01% 0,01% 0,01%
Comércio de Papéis 1,43% 1,76% 0,59% 0,82% 0,51% 1,40%

Construtoras/Pavimentacao 0,00% 0,08% 0,13% 0,17% 0,48%  0,29%
Empresas de Transportes 0,07% 0,94% 0,95% 0,56% 1,81% 1,06%

Universidades 0,12% 0,10% 0,08% 0,06% 0,05% 0,04%
Supermercados 0,16% 0,60% 0,79% 1,02% 2,90% 3,54%
Ceasa 0,00% 0,00% 0,00 2,01% 3,30% 3,29%
Cooperativa 0,00% 0,02% 0,00% 0,71% 0,00% 0,00%

Coleta de RSU de Municipios 95,14% 93,33% 93,01% 92,68% 90,59% 89,35%
Outros 0,00% 0,01% 0,00 0,07% 0,01% 0,01%

Fonte: Elaborado pela autora com dados da CRVR (2019b)
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Os valores apresentados demonstram que o volume de RSU recebido no aterro
de Sao Leopoldo é, quase que total, proveniente dos municipios. Em percentual bem
menor aparecem os geradores das industrias, com residuos similares aos domésticos,
e de saude (igual observacao, apenas residuos Classe D, segundo a Resolucao
CONAMA 358 (BRASIL, 2005). Posteriormente aparecem os classificados como
“comércio de papéis”, que encaminham o rejeito de suas atividades.

A composicao gravimétrica dos RSU recebidos no aterro de Sdo Leopoldo esta
apresentada, por fases, nos graficos da Figura 3, elaborados a partir de informacdes
contidas nos Planos Municipais de Gerenciamento de Residuos Soélidos dos
municipios que enviaram residuos ao aterro. Os residuos foram divididos em: matéria
organica putrescivel, papel, metal, vidro, plastico, contaminantes biolégicos (papel
higiénico, fraldas, absorventes) e outros.

Em todas as fases os valores se mantiveram proximos, sendo a maior parcela
em todas elas de matéria organica putrescivel (entre 41% a 51%). Em segundo lugar
estdo os residuos classificados como “contaminantes biolégicos”, prioritariamente
residuos de banheiros (papel higiénico, absorvente, fraldas) (entre 16% e 25%). Na
terceira maior parcela da gravimetria empatam os residuos do tipo papel e plastico,
seguidos por “outros”, que sdo materiais como embalagens longa vida, tecidos e
borrachas. Finalmente aparecem os percentuais de vidro e metal (entre 1% e 4%).
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Figura 3 — Composigao gravimétrica dos RSU dispostos no aterro, por Fase

FASE 2 FASE 1

4% 1 2%
0y

13% |

2% 1%

_41%

Y FASE 6 % 3%

® Matéria Organica m Contaminantes Bioldgicos m Plastico m Papel m Outros m Vidro  Metal

Fonte: Elaborado pela autora com dados da CRVR (2019b)
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4 METODOLOGIA

O presente capitulo aborda a metodologia utilizada para atender aos objetivos
propostos no trabalho. A Figura 4 apresenta um fluxograma com o delineamento
experimental da pesquisa, sendo que as trés etapas: andlises fisico-quimicas;
enriquecimento e biologia molecular, foram realizadas em alguns momentos em

sequéncia e em outros de forma paralela, os itens a seguir descrevem cada uma

delas.
Figura 4 - Metodologia da pesquisa
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Fonte: Elaborado pela autora.

4.1 AMOSTRAGEM

As amostragens dos lixiviados ocorreram nos meses de outubro e novembro
de 2019. No aterro sanitario em estudo, os lixiviados gerados nas diversas areas sao
drenados (por gravidade) e interligados por rede, que desagua nas lagoas de

armazenamento para posterior tratamento. Para a realizagdo das amostragens das
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fases em separado, as coletas ocorreram nos pocos de visita (PV) de cada uma delas,
exceto nas Fases 4 e 6, onde foi feita a coleta no registro de passagem (R04), pois
ainda ndo havia sido instalado o poco de visita da Fase 6, impossibilitando a
amostragem em separado dessas duas Fases. A Figura 5 apresenta uma imagem

aérea do local e os pontos de amostragem.

Figura 5 - Pontos de coleta de lixiviado nas diferentes fases do aterro

I
)
g
D!
v
4

Google Earth

altitude do ponto de visdo 1.00 kn

Fonte: Autora, CRVR (2019) e Google Earth (2021).

A profundidade dos pocgos varia, as amostras foram coletadas assim que os
amostradores atingiam o nivel do lixiviado. Nas medigbes realizadas no més de margo
de 2019, chegou-se as seguintes informagdes de profundidade:

* Poco da Fase 1: 8,0 metros
» Poco da Fase 2: 9,0 metros
* Poco da Fase 3: 10,0 metros
» Poco da Fase 5: 9,0 metros
* Registro das Fases 4/6: 3,3 metros
Os amostradores, garrafas de polietiieno de 5 litros abertas, coletaram

aproximadamente 2 litros de lixiviado em cada ponto, volume imediatamente
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transferido para frascos de polietileno identificados. No caso das amostras para
analise de biologia molecular, os lixiviados foram transferidos para tubos do tipo
Falcon esterilizados e, para as analises microbiolégicas, transferidos diretamente para
os proéprios frascos de cultivo, ja esterilizados e sem oxigénio (Figura 6).

Figura 6 — Amostragem para analise microbioldgica

Fonte: Elaborado pela autora.

4.2 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As andlises para fins de caracterizacao fisico-quimica dos lixiviados gerados
nas cinco fases do aterro sanitario foram realizadas no Laboratério de Saneamento
Ambiental, da Unisinos (Figura 7). A maioria dos ensaios ocorreu no mesmo dia da
coleta, quando realizado posteriormente, houve a preservagao por meio da adigéo de
acido sulfurico até pH inferior a 2,0 e armazenamento em geladeira, conforme

procedimento APHA (American Public Health Association, 2017).
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Figura 7 - Amostras de lixiviados coletadas nas 5 fases do aterro.

. !‘s |

Fonte: Elaborado pela autora.

Ressalta-se que antes de efetuar a preservagcdao da amostra destinada a

caracterizacao, os parametros pH, cor e turbidez foram determinados imediatamente

apds entrada da amostra no laboratério. As andlises foram feitas em triplicata, os

parametros e os métodos utilizados para a caracterizagdo dos

descritos no Quadro 5.

Quadro 5 - Analises fisico-quimicas realizadas

lixiviados estao

PARAMETRO METODO REFERENCIA
pH Potenciométrico (4500 — H+)
Cor Aparente Colorimétrico (2120 — B)
Cor Verdadeira Colorimétrico (2120 — B)
Turbidez Nefelométrico (2130 — B)
N'”Ogenéf\lﬁ)mon'aca' Titulométrico (4500 — NHs— C)
. — . APHA, 2017
Nitrogénio Total (NT) Macro-Kjedhal (4500 — NOrg — B)
Fosforo _ CoIorimétricp _de Acido
Molibdovanadofosférico (4500 — P-C)
DBO Manomeétrico — 5 dias (5210 — B)
DQO Colorimétrico por Regl)JXO Fechado (5220 —
Alcalinidade Total e : . Dilallo e
Acidos Graxos Volateis Titulométrico Albertson,
1961

Fonte: Elaborado pela autora.

Conforme mencionado anteriormente, o volume pluviométrico nao foi

considerado no presente trabalho, ja que o estudo de Silveira (2021) identificou que
nao ha influéncia do indice no lixiviado gerado, em razao do sistema de compactacao

adotado na operacéo do aterro.
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Os resultados dos parametros fisico-quimicos foram dispostos e analisados por
meio de programa excel, sendo determinados os valores médios, desvio padrao,
coeficiente de variagao, valores maximos e valores minimos. Também foi realizado o
teste de comparacao de médias, teste de Tukey (para o nivel de 5% de significancia),
com o objetivo de verificar se os resultados das cinco fases eram similares ou
significativamente diferentes entre si e se havia diferenga entre os resultados dos dois
meses (outubro e novembro de 2019).

4.3 ENRIQUECIMENTO

A etapa de enriquecimento corresponde ao uso de técnicas de cultivo de
bactérias hidroliticas e arqueias metanogénicas. Esta foi realizada no Laboratério de
Saneamento Ambiental da Unisinos e envolveu procedimentos de: preparo e
inoculacdo de meios (denominados reatores); monitoramentos; repiques em meios
novos; transferéncia das culturas; microscopia e envio para analise de biologia
molecular.

As amostras das fases 3 e 5 do aterro, do més de novembro de 2019, foram
utiizadas como in6culo. A escolha destas fases se justifica pela busca de
microrganismos em etapas metabdlicas distintas, ja que o tempo de aterramento dos
residuos é diferente entre elas.

4.3.1 Preparo e Inoculacao

O preparo dos meios e das solucdes para suplementacao foi baseado nos
estudos sobre culturas anaerdbias realizados por Vazoller (1995), Gomes (1995),
Nakayama (2005), Pazinato (2007) e Araujo (2010).

Para os reatores metanogénicos, foi utilizado o meio Zinder, que, de acordo
com Nakayama (2005), é usualmente empregado para o cultivo de anaerdbios
oriundos de ambientes ou sistemas ndo salinos. Como fonte de carbono, para as
arqueias metanogénicas, foi intercalado o uso de acetato, formiato e metanol,
contemplando os trés grupos fisiolégicos de arqueias metanogénicas. Para os
reatores hidroliticos, foi utilizado o meio Zinder mais celulose, ja que, de acordo com
Gomes (1995), a celulose é degradada a acucares nos sistemas de digestao
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anaerébia por bactérias celuloliticas pertencentes ao grupo das hidroliticas-
fermentativas.

Gomes (1995) descreve que para 0s requerimentos nutricionais dos
microrganismos, também é indicado o uso de didéxido de carbono, fonte de nitrogénio,
fonte de enxofre, vitaminas e alguns sais minerais. No Quadro 6 estao relacionadas,
em termos gerais, as composicbes de meio e de solugdes utilizadas para a
suplementacao dos microrganismos, ja os detalhes estao descritos no Apéndice A —

Preparo do Meio e das Solugdes.

Quadro 6 — Composicao geral das solucées utilizadas

Meio e Solucoes Composicao geral
Meio Basal Zinder Referenciado no Apéndice A
Solucédo de Vitaminas Referenciado no Apéndice A
Solucédo de Tamponamento Solucéo de bicarbonato de s6dio 10% (m/v)
Solucao de Extrato de Leveduras Solucao de extrato de levedura 2% (m/v)
Solucdo Redutora Solucdo de sulfeto de sédio nonahidratado 5% (m/v)
Celulose Celulose cristalina
Solucéo de Acetato de Soédio Solucao de acetato de sodio 16,4% (m/v)
Solucao de Formiato de Sédio Solucéo de formiato de sédio 5,19% (m/v)
Solugéo de Metanol Solucdo de metanol 20% (m/v)

Fonte: Elaborado pela autora.

Todos os frascos foram fechados com tampas de borracha de butila, lacrados
com lacres de aluminio e autoclavados. Antes de armazenados, houve a troca de
atmosfera, por meio de uma bomba a pressao reduzida, e inser¢cdo de nitrogénio
100%.

O uso de gases para execucao dos procedimentos ocorreu por meio de sistema
de distribuicdo simultanea (VAZOLLER, 1995), composto por tubos de cobre que
conectam os cilindros de gases (nitrogénio puro e mistura de nitrogénio e diéxido de
carbono 70:30) a distribuicdo com saidas de fluxo regulavel. Em cada saida esta
instalada uma mangueira, com uma seringa anexa na extremidade contraria.

A montagem dos reatores, em frascos de antibiético, seguiu a adocao das
metodologias de enriguecimento de Vazoller (1989), Gomes (1995), Nakayama (2005)
e Pazinato (2007). Primeiramente, a atmosfera do headspace (espaco nao ocupado)
dos frascos com os meios de cultivo, originalmente de nitrogénio, foi trocada para a
mistura de N2CO2. Houve succdo pela bomba a pressdo reduzida durante 15
segundos e injecao da mistura de gas, também durante 15 segundos. Esse ciclo de
troca gasosa foi executado trés vezes para cada frasco.
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As solugdes entdo foram adicionadas, com o auxilio de seringas descartaveis
de 1 mL previamente “lavadas” com nitrogénio, na seguinte ordem: solugcdo de
vitaminas, bicarbonato de sddio, levedura, acetato/formiato ou metanol e sulfeto de
sédio (Figura 8). Ap6s a adicao de solugao de redutora de sulfeto de sodio, aguardou-
se a mudanca de coloracdo do indicador de anaerobiose. Por fim, foi adicionado o
indculo correspondente a cada meio e feita nova troca de atmosfera, como descrito

anteriormente, para garantir que ndo houvesse contaminagao por oxigénio.

Figura 8 — Sequéncia da inoculagéo e volumes utilizados

HIDROLITICAS METANOGENICAS

Meio Zinder (10 mL) + Celulose (0,05 g) Meio Zinder (10 mL)

l |

Soluggo Vitaminas (0,1 mL)

l

Bicarbonato Sédio (0,1 mL)

|

Levedura (0,05 mL)

|

Acetato (0,1 mL)
Formiato (0,1 mL)
Metanol (0,1 mL)

Sulfeto de Sédio (0,05)

| |

Lixiviado Fase 5 (0,2 mL) Lixiviado Fase 3 (0,2 mL)

Fonte: Elaborado pela autora.

Para evitar possiveis contaminagdes nos frascos, antes de cada contato das
agulhas para injecdo das substancias foi realizada a flambagem das tampas de
borracha com alcool etilico. Os reatores foram incubados em estufa (37+2 °C) até o
momento da etapa seguinte, de microscopia e repique.

4.3.2 Monitoramentos e Repiques em Meio Liquido

De acordo com (Gomes, 1995), o monitoramento dos reatores pode ser
realizado de forma direta, visualmente pela turvacdo do meio de cultivo, pelo
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aparecimento de coldnias, pelo consumo de substrato, ou ainda, por meio de anélises
quimicas, como as cromatograficas. No presente trabalho foi utilizada a observacao
direta da turvacao nos reatores em meio liquido, para entao a etapa de microscopia,
descrita no item 4.3.4.

Também houve observacédo direta didria da coloracdo dos frascos, ja que,
como mencionado anteriormente, a cor rosa indicaria presenca de oxigénio, os frascos
que assim se apresentaram foram excluidos.

Apos os primeiros resultados, estabeleceu-se uma rotina de incubagao entre
0s repiques dos reatores, sendo transferida uma aliquota de 0,2 mL para novos
frascos de antibi6tico, com os mesmos meios e substratos descritos na Figura 8, além
dos mesmos processos de anaerobiose. Todos os reatores permaneceram em estufa
até a conclusao do trabalho (Figura 9).

Figura 9 — Reatores liquidos em estufa

Fonte: Elaborado pela autora.

Os reatores que apresentaram imagens mais bem definidas na microscopia, e
sem contaminagao por oxigénio, seguiram para a segunda etapa, a de transferéncia

para o meio solido.

4.3.3 Transferéncia para Meio Soélido

A técnica de transferéncia utilizada para obtencdo de colbnias e posterior
subcultivo em meio liquido, foi a de Roll-Tube (VAZOLLER, 1995; GOMES, 1995;
NAKAYAMA, 2007; PAZINATO, 2007). Neste procedimento, foram utilizados tubos de
ensaio, de 30 mL, o meio de cultura foi o Zinder, com adicao de agar bacteriolégico
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na concentragdo de 2%, sob fluxo de N2 (100%). Imediatamente os frascos foram
tampados com tampa de borracha de butila, lacrados com selo de aluminio e
autoclavados.

Os frascos foram colocados em banho-maria a temperatura de 55-58 °C, houve
a trocada de atmosfera para N2CO2 (70:30) e foram injetadas as mesmas solugdes
para suplementacao relacionadas no Quadro 6. Apenas nos frascos celuloliticos a
celulose foi adicionada antes da autoclavagem (para melhor dissolugao).

O iné6culo correspondeu a 0,2 mL de cada reator de meio liquido. Depois de
inoculados, os tubos foram colocados na posi¢ao horizontal em bandeja com agua e
gelo e rolados rapidamente até ocorrer a solidificagdo, formando uma pelicula
homogénea sobre a parede interna do frasco. Os reatores foram colocados invertidos
em estufa a 30-32 °C, para que a agua de condensacao formada durante o periodo
de incubacao acumulasse préximo a saida do tubo.

Periodicamente, os reatores foram observados quanto a formacgao de colbnias
e, quando formadas, elas foram marcadas no lado externo dos frascos (Figura 10) e
observadas em microscopio.

Figura 10 — Reatores em meio sélido com marcagdo de coldnias formadas

Fonte: Elaborado pela autora.

Apdés a microscopia, as colénias foram pingadas, sob alto fluxo de nitrogénio e
transferidas para o meio liquido, previamente preparados da mesma forma que
apresentado no item 4.4.1. Os novos reatores foram incubados em estufa (3712 °C),

transferidos novamente para o meio solido e entdo mais uma vez para o meio liquido.
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No capitulo de resultados, a Figura 13 exemplifica a sequéncia total de enriquecimento
realizada.

Encerrada a etapa de enriquecimento, as amostras foram encaminhadas ao
Laboratério de Genética e Biologia Molecular da Unisinos para congelamento até a
extracdo de DNA e sequenciamento em laboratério externo, descrito no item 4.4 deste

capitulo.

4.3.4 Caracterizacao Morfoldgica

Ao longo de todo experimento de enriqguecimento, para observar as morfologias
celulares predominantes encontradas, as amostras das culturas incubadas foram
examinadas sob microscopia, em média, de 14 em 14 dias, conforme metodologia de
Gomes (1995) e observacdes de turvacao dos reatores. O microscépio utilizado foi o
modelo llluminator HBO 50 — Zeiss, com contraste de fase e fluorescéncia, lente
objetiva 100, ocular 10 e zoom 1,25 para as amostras em meio liquido; e lente objetiva
4, ocular 10 e zoom 1,25 para as colénias em meio sélido.

A preparagdo para microscopia ocorreu uma a uma, sob condigbes de
assepsia, com transferéncia de 0,1 mL de cada reator das amostras liquidas para cada
lamina, com registro imediato das imagens. Quando das amostras de Roll-Tube, o0s
reatores foram abertos sob fluxo de nitrogénio e as colbnias imediatamente
transferidas para as laminas e observadas. Para cada lamina observada, houve o
registro de 2 imagens por quadrante, com e sem fluorescéncia, ou seja, 16 imagens
para cada amostra. Foi utilizada a cAmera do proprio microscépio e o software ZEN
Imaging V3.0 blue edition para processamento.

Os pontos de atencao para registro foram: aparéncia externa, tamanho e
estrutura dos microrganismos (GOMES, 1995; NAVEEN et al., 2006). Em relacao ao
campo escuro, de acordo com Nakayama (2005), as arqueias metanogénicas
possuem uma enzima em sua via de produgao de metano, a F420, que floresce sob luz
UV. Assim, esses microrganismos podem ser identificados em observacdes a fresco
pela emissao de luz azulada quando expostas ao comprimento de onda na faixa do
ultravioleta.
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4.4 BIOLOGIA MOLECULAR

A etapa de andlise chamada de “biologia molecular” buscou conhecer a riqueza
e abundancia dos microrganismos presentes nos lixiviados brutos, das cinco fases do
aterro, de outubro e novembro de 2019 e das amostras enriquecidas do item 4.3.

4.4.1 Extracao de DNA

As amostras brutas e enriquecidas de lixiviados permaneceram armazenadas
em freezer (-20 °C), até o momento da extragdo de DNA, no Laboratério de Genética
e Biologia Molecular da Unisinos, quando foram descongeladas em temperatura
ambiente. O kit utilizado foi o0 DNeasy Power Soil (Cat. N° 12888-100), da marca
Qiagen, tendo como etapa anterior a centrifugacao da amostra, conforme indicado no
guia do kit para solos com alto contetdo de agua (caso do lixiviado). A centrifugacao
de 15 mL ocorreu durante 10 minutos, em velocidade de 10.000 x g, com descarte do
material sobrenadante.

O material sedimentado foi transferido para o tubo “Bed Tube” do kit, seguindo-
se 0 procedimento indicado no protocolo do fabricante. O rendimento de DNA das
amostras foi medido por meio do espectrofotdmetro NanoDrop UV (Thermo Scientific
Wilmington, DE), com concentracdo média de 5-10 pg, e posteriormente os DNAs
totais extraidos foram congeladas (-20°C) até o envio ao sequenciamento.

4.4.2 Amplificacao e Sequenciamento

Para o sequenciamento das amostras, houve a amplificacdo da regiao
hipervariavel V4 do gene 16S rRNA, por meio de PCR, utilizando DNA total
(aproximadamente 50 ng por reacdo). As sequencias de primers ou pares de
iniciadores foram 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3') e 806R (5'-
GGGACTACHVGGGGTWTCTAAT-3').

Com o intuito de reunir varias amostras em uma mesma reacgao foi utilizado o
método de primer-fusdo, tendo cada amostra um codigo de barras distinto ligado ao
produto PCR correspondente. Para a amplificacdo utilizou-se a Platinum™ PCR
SuperMix High Fidelity (Invitrogen), sendo os produtos verificados através de
eletroforese em gel de agarose. A purificagéo foi realizada com AMPure XP PCR
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Purification Kit (Beckman Coulter), a quantificacado foi mensurada com Qubit™ dsDNA
HS Assay Kit (Invitrogen), e submetido a PCR de emulsédo usando lon PGM™ Hi-Q™
View OT2 Kit (Thermo Fisher Scientific). Com os granulos enriquecidos resultantes,
foram realizados os sequenciamentos por NGS (lon Torrent PGM, Life Technologies),
usando lon PGM™ Hi-Q™ View Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific). As
analises foram realizadas na Unidade de Pesquisa Laboratorial do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

4.4.3 Analise das sequéncias

Os dados brutos do sequenciamento foram processados com o programa R
(TEAM, R. CORE), utilizando os pacotes KnitR (XIE, 2016) e BiocStyle (OLES, 2021),
foi feita a trimagem para filtrar reads de baixa qualidade, a remocao dos barcodes e
primers do inicio das sequéncias das leituras de sequenciamento e o final das
sequéncias foi truncado a partir da base 220, resultando em sequéncias de 225 pb.
Apés, utilizou-se o método DADA2 de alta resolucado para inferir variantes de
sequéncia de amplicon (ASVs) exatamente, sem impor nenhum limite arbitrario e,
assim, resolver variantes que diferem em apenas um nucleotideo (CALLAHAN et al.,
2016).

O método DADA2 conta com um modelo parametrizado de erros de
substituicao para distinguir erros de sequenciamento da variacao bioldgica real. Apoés,
houve a construcao da tabela de sequéncias e remocao das possiveis quimeras. O
pacote DADA2 implementa o método classificador Bayesiano Naive para este
propésito (WANG et al., 2007). Este classificador compara variantes de sequéncia a
um conjunto de treinamento de sequéncias classificadas, e aqui foi utilizado o conjunto
de treinamento RDP v16 (COLE et al., 2009). Entao, os objetos foram combinados em
um objeto phyloseq. O pacote phyloseq (McMURDIE, 2013) organiza e sintetiza os
diferentes tipos de dados de um experimento tipico de sequenciamento de amplicons
em um Unico objeto de dados que pode ser facilmente manipulado. Por fim, a filiragem
taxonémica e a filtragem de prevaléncia para as estimativas de abundancia para cada

grupo taxonémico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados da pesquisa,
conforme as etapas indicadas na metodologia.

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados das analises fisico-quimica apresentaram diferencas entre
outubro e novembro de 2019. O teste de Tukey revelou que apenas 15% do total de
parametros, comparados entre meses para as mesmas fases, foram considerados

significativamente iguais, conforme destacado em verde na Tabela 5.

Tabela 5 — Significancia dos resultados entre meses para as mesmas Fases

Relacéao pH Cor A. CorV. | Turbidez | DQO N. P Alc.
Fases* Amon. Total

Fase 1 0,72000 | 0,00200 | 0,00001 | 0,00150 | 0,00020 | 0,01200 | 0,00000 | 0,28000

Fase 2 0,34000 | 0,00010 | 0,00000 | 0,00030 | 0,00010 | 0,00700 | 0,30000 | 0,17000

Fase 3 0,01100 | 0,00020 | 0,00020 | 0,00000 | 0,00006 | 0,03900 | 0,00000 | 0,00000

Fase 4/6 | 0,00005 | 0,00010 | 0,00000 | 0,11000 | 0,00000 | 0,00060 | 0,00002 | 0,00200

Fase 5 0,03900 | 0,00010 | 0,00005 | 0,00009 | 0,00001 | 0,00100 | 0,00001 | 0,00030

* p>0,05 = diferenca significativa
Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Também houve diferencas entre as fases (para cerca de 90% dos resultados),
0 que ja era esperado devido ao diferente tempo de aterramento dos residuos. A
Tabela 6 apresenta as significaAncias, entre Fases, no més de outubro. Ja a Tabela 7

apresenta as significancias no més de novembro.

Tabela 6 — Significancia dos resultados do més de outubro

Relacao ** pH Cor A. Cor V. | Turbidez | DQO N. P Alc.
Fases* Amon. Total

F1 XF2 0,02900 | 0,35000 | 0,00001 | 0,00001 | 0,09000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00060

F1 XF3 0,00030 | 0,00200 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00800 | 0,00010 | 0,00000 | 0,00070

F1 X F4/6 | 0,01000 | 0,04100 | 0,00010 | 0,00001 | 0,02000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000

F1 XF5 0,01000 | 0,00400 | 0,00070 | 0,00002 | 0,52000 | 0,00300 | 0,00000 | 0,28000

F2 X F3 0,00180 | 0,00004 | 0,00005 | 0,00000 | 0,02000 | 0,00010 | 0,00000 | 0,00700
F2 X F4/6 | 0,00750 | 0,00100 | 0,00010 | 0,64000 | 0,18000 | 0,00010 | 0,15000 | 0,26000
F2 X F5 0,00500 | 0,00006 | 0,00001 | 0,00001 | 0,08000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00060
F3 X F4/6 | 0,00010 | 0,00001 | 0,00001 | 0,00000 | 0,03000 | 0,00001 | 0,00000 | 0,00010
F3 X F5 0,02300 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00500 | 0,00005 | 0,00000 | 0,00070
F4/6 XF5 | 0,01300 | 0,00003 | 0,00004 | 0,00020 | 0,00400 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
*F1: Fase 1, F2: Fase 2, F3: Fase 3, F4/6: Fase 4/6; F5: Fase 5

**p>0,05 = diferenc¢a significativa

Fonte: Elaborado pela autora (2021)
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Relacao pH Cor A. Cor V. | Turbidez DQO N. P Alc.
Fases* Amon. Total
F1 XF2 0,02900 | 0,35000 | 0,00000 | 0,00001 | 0,09000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00060
F1 XF3 0,00030 | 0,00200 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00800 | 0,00010 | 0,00000 | 0,00070
F1 X F4/6 | 0,01000 | 0,04000 | 0,00001 | 0,00002 | 0,02000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000
F1 XF5 0,01000 | 0,00400 | 0,00040 | 0,00003 | 0,52000 | 0,00300 | 0,00000 | 0,28000
F2 X F3 0,00100 | 0,00003 | 0,00005 | 0,00000 | 0,02200 | 0,00010 | 0,00000 | 0,00700
F2 X F4/6 | 0,00700 | 0,00100 | 0,00010 | 0,25000 | 0,18000 | 0,00010 | 0,15000 | 0,26000
F2 X F5 0,00500 | 0,00006 | 0,00001 | 0,00001 | 0,08900 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00070
F3 X F4/6 | 0,00010 | 0,00001 | 0,00001 | 0,00000 | 0,03000 | 0,00002 | 0,00000 | 0,00010
F3 X F5 0,02300 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00500 | 0,00005 | 0,00000 | 0,00070
F4/6 X F5 | 0,01300 | 0,00001 | 0,00004 | 0,00020 | 0,00400 | 0,00000 | 0,00000 | 0,00000

* p>0,05 = diferenca significativa

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

No parametro DQO nao houve diferencga significativa entre as Fases 1 e 2;1 e

5;2 e 4/6;e 2 e 5. Mesmo assim a maioria ainda foi significativamente diferente. Essa

variabilidade dos lixiviados gerados em aterros sanitarios de RSU é encontrada

também em outros aterros, como nos trabalhos publicados por Gémez, Corona e
Hidalgo (2019); Araujo et al., 2020; Almeida, 2020; e Hoai et al., 2021.

Os resultados dos dez parametros, por més e Fase, estdo apresentados na

Tabela 8. A partir disso, foi realizada a discusséo dos resultados obtidos nesta etapa.

Tabela 8 — Resultados dos parametros analisados

(continua)
Parametro Més FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4/6 FASE 5
7 anos 5 anos 4 anos 0 ano 1 ano
Y Outubro 8,09+0,02 | 8,18+0,05 | 7,99 £ 0,01 8,05+0,01 | 7,65+0,17
P Novembro | 810 +0,04 | 8,21 £0,02 | 7,86 0,05 | 8,11 +0,01 | 7,94 + 0,03
DBO* Outubro 966,57 1.499,85 1.562,50 2.100,00 2.200,00
(mgO2/L) Novembro 849,92 899,91 1.875,00 1.700,00 1.016,57
Outubro | 14.347,81+ | 16.582,63 + | 20.171,90 + | 17.463,02 + | 15.025,03 +
DQO 1.500,45 957,73 1.436,02 31,92 734,26
(mgO2/L) Novembro | 4.099,21 + 8.139,96 + 5.250,48 + 6.401,76 + | 3.083,38 +
159,62 191,55 63,85 223,47 63,85
Outubro 0,067 0,090 0,077 0,120 0,146
DBO/DQO Novembro 0,207 0,111 0,357 0,266 0,330
Outubro | 32.033,33 + | 29.633,33 + | 48.166,67 + | 25.400,00 + | 19.266,67 +
Cor 3.873,41 960,90 1.289,70 346,41 351,19
Aparente | Novembro | 17.266,67 + | 21.933,33 + | 75.366,67 + | 18.933,33 + | 14.366,67 +
305,51 321,46 3.419,55 650,64 472,58
Outubro 950,00 + 243,33 £ 2.466,67 + 226,67 + 376,67 £
Turbidez 45,83 5,77 57,74 20,82 5,77
UrbIdeZ  "Novembro | 746,67 « 320,00+ | 7.533,33+ | 200,33 + 270,00 +
5,77 10,00 57,74 9,50 10,00
Cor Outubro | 19.786,30 + | 32.770,37 + | 32.770,37 = | 23.185,19 + | 19.955,56 +
Verdadeira 869,40 1.008,40 1.008,40 1.057,16 736,94
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(conclusao)
Parametro Més FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4/6 FASE 5
7 anos 5 anos 4 anos 0 ano 1 ano
Cor Novembro | 17.800,00 + | 30.533,33 + | 30.533,33 + | 20.933,33 + | 14.316,67 *
Verdadeira 1.719,50 1.917,75 1.917,75 1.968,87 1.612,12
Outubro 1.113,29+ | 2.14523 + | 1.605,71 + | 2.479,22+ | 1.027,66
N. Amoniacal 24,22 30,28 54,50 30,28 0
(mg/L) Novembro 963,43 + 1.896,88+ | 1.48582+ | 2.068,16 + | 1.331,67 +
54,50 78,72 42,39 66,61 66,61
NT Outubro 1.271,72 2.355,05 2.543,45 2.689,03 1.121,86
(mg/L) Novembro 1.083,32 2.106,69 2.016,77 2.265,13 1.464,41
Outubro 5.300,00 + | 10.800,00 + | 7.700,00 £ | 11.550,00 + | 5.400,00 +
AlcT 141,42 989,95 424,26 70,71 0
(mgCaCOs/L) | Novembro | 5.400,00 + | 9.800,00 + | 20.500,00 + | 10.900,00 + | 7.200,00 *
0 282,84 424,26 141,42 282,84
Outubro 80,67 + 18,12 £ 355,99 + 17,73 £ 11,24 +
P 1,55 0,26 7,73 0,29 0,13
(mg/L) Novembro 17,21 18,30+ 0 99,24+ 0 12,61 + 5,99 + 0,31
0,52 0,26

*Parametro realizado em unicata.

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

O parametro pH variou entre 7,65 e 8,21, valores que estdo dentro da
classificacdo de faixa mais provavel para aterros brasileiros, conforme Souto e
Povinelli (2007) (Tabela 2) e, apesar de haver fases “jovens” no aterro, os valores séo
proximos ao encontrados em aterros encerrados ou antigos, como os de S&o
Leopoldo, Gericiné (RJ), Jardim Gramacho (RJ) e Morro do Céu (RJ), analisados nos
trabalhos de Gomes et al., Ferreira et al. e Juca et al., citados em Lange e Amaral
(2009). A tabela de Tchobanoglous, Theisen e Vigil (1993) corrobora com essa ideia,
sendo os valores de um aterro considerado velho, de 10 a 20 anos (Tabela 3).

Liu, Yuan e Zeng (2008) afirmam que uma condigdo 6tima de biodigestédo
ocorre em fase acida, com valores de pH entre 6,8 e 7,2, onde nenhuma das Fases
do aterro se enquadra, todas pertenceriam a fase metanogénica, segundo Souto
(2009) e Ehring (1983). Kbchling et al. (2015) classificaram em seu estudo os valores
de pH encontrados (entre 7,2 e 7,7) como levemente alcalinos, sendo que as amostras
coletadas eram de trés diferentes areas de um aterro em Pernambuco, com apenas
5, 3 e 2 anos de aterramento. Ribeiro et al. (2021), que monitoraram durante 9 meses
o lixiviado do aterro de Campina Grande/PB, com cerca de trés anos, os classificaram
como acima da neutralidade, variando entre 7,2 e 8,4.

Outro parametro utilizado como forte indicador do nivel de degradacao
biolégica do lixiviado, a relacao DBO/DQO, classificariam, segundo Gao et al. (2015),

as Fases 1, 2 e 3 (outubro) como de aterros com mais de cinco anos, o que vai de
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encontro com o tempo efetivo de aterramento dos residuos. Na mesma linha, pela
classificacao de Pohland e Harper (1985), as trés Fases citadas e a Fase 4/6 estariam
na fase de maturacao e as Fases 1, 3, 4/6 e 5 (novembro) na fase metanogénica de
degradacao. O resultado da Fase 4/6 pode ser influenciado pela percolacdo dos
residuos mais antigos, dispostos na Fase 4.

lwai (2005), que em seu trabalho simulou uma célula de aterro, concluiu que no
inicio da biodegradacéo, a relagado DBO/DQO ficou em torno de 0,5 ou mais e valores
entre 0,4 e 0,6 indicam melhor biodegradabilidade, sendo que no caso dessa pesquisa
nenhuma das Fases monitoradas apresentaram-se dentro dessa faixa. Souto (2009)
nao apresentou esta relacdo definida, pois defende que razées de DBO/DQO altas
sao sinbnimos de elevada biodegradabilidade, mas uma relagdo baixa néao
necessariamente significa que o0s compostos ali presentes sejam pouco
biodegradaveis.

O parametro de cor aparente variou entre os dois meses, aumentando em
novembro na Fase 3 e diminuindo nas demais. Tal Fase também foi a de maior valor,
0 que pode ser explicado pela influéncia da turbidez, ja que no parametro de cor
verdadeira o valor se assemelha as outras Fases. Nao foi possivel determinar a fase
de degradacéo pela classificacdo de Souto (2009), pois os valores das Fases 2, 4/6 e
5 poderiam pertencer tanto a uma fase &cida, quanto na metanogénica e os valores
das Fases 1 e 3 estdo acima do valor maximo informado por aquele autor.

Os valores de DQO encontrados no més de outubro, nas Fases 2, 3, 4/6 e 5
pertencem a aterros de 0 a 5 anos, e da Fase 1 a aterros de 5 a 10 anos, conforme
Farquhar (1989), periodos que estdo de acordo com o tempo de aterramento dos
residuos. Ja em novembro os resultados apresentaram queda em todas as Fases e
a classificacao passa a ser de aterros de 10 a 20 anos. Quanto a etapa de degradacao,
os resultados de DQO da Fase 1 e 5 do més de novembro as classificariam como de
fase metanogénica, e o restante, inclusive todas as Fases do més de outubro, seriam
de fase &cida, de acordo com Ehrig (1989).

Almeida (2020) analisou diferentes células do aterro de Campina Grande, em
operacao ha cerca de dois anos, quando ndo encontrou um comportamento uniforme
para os valores de DQO, havendo seguidos episédios de aumento e diminuicdo de
valores ao longo do tempo, o que ele explicou como efeito da presenca de materiais
de dificil degradacéo, indices pluviométricos e recirculagéo de lixiviado. Leite et al.

(2009) encontraram uma faixa de valores de DQO, para o aterro encerrado de Sao
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Leopoldo, entre 1.319,00 e 9.777,00 mgO2/L e Roehrs et al. (2019) encontraram valor
médio de 1.302,00 mgO2/L para o lixiviado do aterro sanitario encerrado de
Lajeado/RS, sendo que ambos haviam iniciado suas operacdes ha mais de dez anos
em relacdo a data do monitoramento.

Os resultados de DBO nesse trabalho estao dentro da faixa mais provavel para
aterros brasileiros (SOUTO; POVINELLI, 2007). Na questdo de idade do aterro,
conforme a tabela de Farquhar (1989), a Fase 1 de outubro; e Fase 1 e 2 de novembro
seriam de aterros acima de 20 anos, e todas as outras seriam de aterros entre 10 a
20 anos. Nas classificacées de todos os outros autores, relacionados na Tabela 3, ndo
foi possivel distinguir a qual fase de degradacdo as Fases desse aterro estariam,
segundo a DBO. El-Fadel (2002), que analisou os lixiviados durante 18 meses em um
aterro do Libano encontrou primeiramente valores de DBO acima do mencionado na
literatura, apds 2 anos, os valores ja eram tipicos de aterros entre 10 e 15 anos.

Os resultados de Nitrogénio Total classificaram todas as Fases do aterro como
de 0 a 5 anos (Farquhar, 1989), e as Fases 1 e 5 como de fase acida, segundo
Pohland e Harper (1985), as demais estdo acima do valor maximo da tabela. O
nitrogénio amoniacal apresentou valores na faixa maxima para aterros brasileiros nas
Fases 2 e 4/6 de outubro e novembro e faixa mais provavel nas demais. (SOUTO;
POVINELLI, 2007). Na classificacao de Farquhar (1989), os lixiviados das Fases 1, 3
e 5 estdo dentro da faixa de aterros de 0 a 5 anos, as demais estdo acima do valor
maximo informado pelo autor. Na tabela de Pohland e Harper (1985), entram as Fases
1 e 3, sendo de fase &cida e na de Souto (2009). As elevadas concentracdes de NA
podem ser explicadas pela presenca de grande quantidade de material orgéanico
aterrado, segundo Calli; Mertoglu e Inanc (2005) esse parametro pode ser toxico as
bactérias decompositoras quando em concentracao superior a 600 mg/L.

Sobre os resultados de alcalinidade total, os valores para todas as Fases
seriam de aterros jovens (TCHOBANOGLOUS, THIESEN, VIGIL, 1993) ou de fase
acida (POHLAND, HARPER, 1985). A alcalinidade pode ser definida como um efeito
tampao natural do meio, resultante da presenca de hidréxidos, carbonatos e
bicarbonatos, ou seja, quanto mais altos os valores de alcalinidade, maior a
transformacao da matéria organica em CO:2 e bicarbonatos (GIORDANO, BARBOSA
FILHO, CARVALHO, 2011). Valores similares foram encontrados por Gomes et al.

(2018) no aterro de Campina Grande, com cerca de um ano de operacao.
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E possivel notar semelhanga no comportamento da acidez e do nitrogénio
amoniacal, o que ocorreu também no trabalho de Almeida (2020) e pode ser explicado
em razdo do nitrogénio amoniacal ser formado a partir do bicarbonato de aménio,
gerados pela decomposicado bioquimica da fracao orgénica presente na massa de
RSU. (NAVEEN et al., 2016).

Os nutrientes liberados pelos residuos, entre eles o fésforo, sdo aproveitados
no crescimento da biomassa microbiana. O resultado de fosforo na Fase 1 e 2 ficaram
dentro da classificacdo de Farquhar (1989) para aterros de 5 a 10 anos, e a Fase 3,
do més de outubro, esta na faixa de aterros com menos de 5 anos, todas em
concordancia com a idade do aterramento. Ja as Fases 4/6 e 5, que sdo as mais
recentes (1 ano e atual) ndo correspondem a idade estipulada pelo autor, que seria
de 5 a 10 anos e até mesmo acima de 20 anos. Para Tchobanoglous, Thiesen e Vigil
(1993), todas as Fases, exceto a Fase 5 no més de novembro, estariam classificadas
como de aterro jovem.

Diante dos resultados das analises fisico-quimicas obtidos na presente
pesquisa, quando comparadas com as classificacées da literatura, elas nem sempre
refletem a degradacao em funcao do tempo de aterramento. A digestdao anaerobia foi
variavel, ora com comportamento de lixiviado novo (maior biodegradabilidade) ora
como lixiviado antigo (menor biodegradabilidade). O mesmo ocorreu nos estudos dos
aterros de Jodo Pessoa, Jardim Gericind, Morro do Céu, Muribeca e Sao Leopoldo
(municipal), atribuicao justificada pelos autores como o fato de estarem em operacao
continua e ndo encerrados. Tal hiptese é adequada para o aterro em estudo, ja que
ha sobreposicdo de camadas mais recentes em locais onde ja existiam residuos
aterrados ha mais tempo, como por exemplo a Fase 2, que operou durante 24 meses.

Para finalizar essa avaliacédo, foram mescladas as Tabelas 3 e 8, para todos os
parametros citados e obtidos nessa pesquisa. O resultado é a Tabela 10, que indica
a classificagdo para o aterro sanitario de Sao Leopoldo conforme os 5 trabalhos
citados. Para facilitar a montagem dos resultados, foram nominados de A até E as
cinco referencias e cada tipo de etapa da Digestdo Anaerdbia, conforme a
classificacdo dada por cada referéncia foi também nominada. A Tabela 9 apresenta

essa denominagao.
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Tabela 9 — Nominata das diferentes classificagdes propostas da Digestdo Anaerdbia

Farquhar, 1989
(Aterros norte-americanos)
Autor
0Oa5b 5a10 10a 20 >20
anos anos Anos anos
_Sigla Ref e Classificacao Al A2 A3 A4
Tchobanoglous, Theisen e Vigil, 1993
(Aterros europeus e horte-americanos)
Autor Aterro Jovem Aterro Velho
(<2 anos) (>10 anos)
_Sigla Ref e Classificacdo B1 B2
Souto, 2009
Autor (40 aterros Brasil)
Fase Acida Fase Metano
_Sigla Ref e Classificacéo Ct1 C2
Ehrig, 1989
Autor (20 aterros Alemanha)
Fase Acida Fase Metano
_Sigla Ref e Classificacdo D1 D2
Pohland e Harper, 1985
Autor (Aterros simulados diversos locais)
Fase Transicao | Fase Acida Fase Fase
Metano Maturacao
_Sigla Ref e Classificacao E1 E2 E3 E4

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

E importante ressalvar que sdo residuos diferentes, apenas a Referéncia C foi
elaborada a partir de lixiviados de aterros sanitarios brasileiros, mas como um
exercicio de entender a etapa da degradacao que se encontra os residuos e, portanto,
a qualidade do lixiviado.

Assim, analisou-se os resultados dos lixiviados para as duas amostras (outubro
e novembro) para todos os parametros e classificou-se as amostras em cada fase
(Tabela 10). Posteriormente, foram elaboradas as Tabelas 11 e 12, que apresentam
a classificacdo final. Os numeros indicados correspondem a quantidade de
parametros que foram identificados dentro de cada faixa de classificacdo, aqueles
grifados em laranja correspondem a maior quantidade em cada classificacao
conforme cada referéncia, portanto, a etapa da digestdo anaerébia principal para
aquele lixiviado, naquela fase.
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Tabela 10 — Classificacao dos lixiviados amostrados em outubro e novembro no

aterro sanitario de Sao Leopoldo, em todas as fases monitoradas

Parametro Més FASE 1 FASE 2 FASE 3 FASE 4/6 FASE 5
7 anos 5 anos 4 anos 0 ano 1 ano
Outubro
pH Novembro C2, D2, E3, E4
DBO* Outubro A3, C2, E1, E3 A2, B1, C2, E1, E2,E3
(mgO2/L) Novembro A3, C2, E1, E3
Outubro A2,B1,C1, | A1, A2, B1, | A1, A2,B1, | A1, A2, B1, C1, C2, D1,
Cc2,D1,E1, | C1,C2, D1, C1, C2, E1, E2
DQO E2 E1, E2 D1, E2
(mgO2/L) Novembro | A3, B1,C1, | B1, C1, C2, B1, C1, B1, C1, A3, B1, C1,
Cc2,D2, E1, | D1, El, E2, C2, Ef, C2, D1, C2, D2, Ef,
E2, E3 E3 E2, E3 E1, E2, E3 E2, E3
Outubro E4 E3
DBO/DQO Novembro E1, E3 E4 E1, E3 E1, E3
Outubro A1, C1, C2, c2 C1,C2 Cc2 A1, C1,C2
N. Amoniacal E2
(mg/L) Novembro | A1, C1, C2, C1,C2 Al, C1, Cc2 A1, C1,C2
E2 C2, E2
Outubro | A1, C1,C2, A1, C1, C2 A1, C1,C2 | A1, C1, C2,
NT E2 E2
(mg/L) Novembro | A1, C1, C2, A1, C1, C2 A1, C1,C2 | A1, C1, C2,
E2 E2
Outubro B1,C1,C2, | B1,C1,C2 B1, C1, C1,C2 B1, C1, C2,
AlcT E2 C2, E2 E2
(mgCaCOs/L) | Novembro | B1, C1, C2, B1, C1 C1 C1,GC2 B1, C1, C2,
E2 E2
Outubro A2, B1, C1, | A2, B1, C1, A2, B1, A2, B1, C1,
E2 C2, E2 C1,C2,E2 | C2, E2, E3,
P E4
(mg/L) Novembro A2, B1, C1, C2, E2 A2, B1, A2, B1, A4, B1, B2,
C1, E2 C1, C2, C1,C2, E2,
E2, E3, E4 E3, E4

Nota: os valores de lixiviados apresentados na Tabela 8 foram classificados conforme as

faixas apresentadas na Tabela 3.

Fonte: Elaborado pela autora (2021)
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Tabela 11 — Classificacao final dos lixiviados amostrados em outubro no aterro

sanitario de Sao Leopoldo, em todas as fases monitoradas

Autor Tem Ref FASE1 | FASE 2 | FASE 3 | FASE 4/6 | FASE 5
uto empo e 7 anos | 5anos | 4 anos 0 ano 1 ano
0ab5anos Al 2 2 2 2 3
5a 10 anos A2 2 2 1 3 3
Farquhar (1989) 52 %0anos | A3 | 1 1 1 0 0
>20 anos A4 0 0 0 0 0
Aterro Jovem B1 3 3 2 3 4
Tchobanoglous,
Theisen e Vigil (<2 anos)
Aterro Velho B2 0 0 0 0 0
(1993)
(>10 anos)
Fase Acida C1 5 4 4 4 5
Souto (2009) Fase Metano Cc2 6 7 6 7 7
. Fase Acida D1 1 1 1 1 1
Ehrig (1989) Fase Metano D2 1 1 1 1 1
Fase Transicdo | E1 2 2 1 2 2
(1985) Fase Metano ES3 2 2 2 3 4
Fase Maturagéo | E4 2 2 1 1 2

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Tabela 12 — Classificacao final dos lixiviados amostrados em novembro no aterro

sanitario de Sao Leopoldo, em todas as fases monitoradas

Autor Tempo Ref FASE 1 | FASE 2 | FASE 3 | FASE 4/6 | FASE 5
7 anos | 5anos | 4 anos 0 ano 1 ano
0 a5 anos A1 2 1 2 1 2
5a 10 anos A2 1 1 1 1 0
Farquhar (1989) 10a20anos | A3 2 1 1 1 2
>20 anos A4 0 0 0 0 1
Aterro Jovem B1 3 3 2 2 3
Theisenavigl | (s2anos)
(1993) Aterro Velho B2 0 0 0 0 1
(>10 anos)
Fase Acida C1 5 5 5 4 5
Souto (2009) Fase Metano c2 7 6 5 7 7
. Fase Acida D1 0 1 0 1 0
Ehrig (1989) Fase Metano | D2 2 1 1 1 2
Fase Transicao | E1 3 2 3 3 3
Pohland e Harper Fase Acida E2 5 2 3 2 4
(1985) Fase Metano E3 4 3 4 5 5
Fase Maturacéo | E4 1 2 1 2 2

Fonte: Elaborado pela autora (2021)

Com base nas Tabelas 11 e 12, temos que:

» Comparando-se a classificagéo proposta por Tchobanoglous, Theisen e

Vigil (1993) e os resultados do aterro de Sao Leopoldo verificou-se que
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as Fases 1, 2 e 5 de outubro; e 2 e 4/6 de novembro pertencem a mais
de um periodo, variando entre aterros de 0 a 20 anos. A Unica com idade
exata com a tabela é a Fase 3, nos dois meses. Possivelmente a
justificativa é a diferenga nos residuos aterrados, no caso da referéncia,
em aterros europeus e norte-americanos.

* Na classificacao segundo Farquhar (1989), todas as Fases do Aterro de
Sao Leopoldo enquadram-se em um Aterro Jovem (abaixo de 2 anos).
A Fase 1, por exemplo, ja possui 7 anos de aterramento, o que poderia
ser explicado pela fracdo maior de residuos biodegradaveis do que em
aterros norte-americanos, local de referéncia do autor.

» Ja na classificacdo de Souto (2009), a unica que utilizou lixiviados
gerados em aterros brasileiros, o resultado é de que todas as Fases,
exceto a Fase 4/6 de novembro, se enquadram na fase metanogénica.

e« Comparando-se a classificacdo proposta por Ehrig (1989) e os
resultados do aterro de Sao Leopoldo, verificou-se que as Fases 1, 2, 3,
4/6 de outubro; e 2 e 4/6 de novembro pertencem tanto a fase acida
quanto a metanogénica. A Fase 5 de outubro; 1, 3 e 5 de novembro
estao na fase metanogénica.

» Para a classificagdo de Pohland e Harper (1985) a Fase 1 (outubro e
novembro) e 5 (outubro) estdo na fase acida; as Fases 2, 3 e 4/6
(outubro) empatam entre acida e metanogénica; e as Fases 2, 3,4/6 e 5
(novembro) estdo na fase metanogénica.

As classificacbes dos autores citados sao usualmente utilizadas em trabalhos
da area, mas pelo exposto, é visto que existem diferencas nos valores entre locais. A
definicdo por aterros jovens e antigos ndo se encaixa tanto quanto a de Pohland e
Harper (1985), por sinal, a mais antiga das estudadas.

Certamente os resultados dos parametros fisico-quimicos classificam o aterro
de Sao Leopoldo, para o periodo monitorado (outubro e novembro), em uma variacao
entre etapas acidas e metanogénica, com boa degradabilidade. Caso parecido com o
trabalho de Passarini et al. (2021), que encontrou um mix entre etapas de degradacao
no perfil do aterro de Foz do Iguacu, justificado pela recirculagao de lixiviado, o que
nao acontece no aterro do presente estudo.
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5.2 ENRIQUECIMENTO DAS AMOSTRAS

A etapa de enriquecimento teve inicio com a incubacdo de 21 frascos, 6
unidades com amostra de lixiviado da Fase 5 e 15 unidades com amostra de lixiviado
da Fase 3, todos com seus respectivos meios e substratos, descritos na metodologia.

A Figura 11 apresenta uma das imagens registradas (em campo claro) das
observacdes do lixiviado bruto da Fase 5, com os RSU aterrados ha 28 meses, no

chamado “tempo zero” do experimento.

Figura 11 — Observacao microscépica: lixiviado bruto da Fase 5 (campo claro)

FASE 5 - HF

Fonte: Elaborado pela autora.

A presenga de particulas inertes, em suspensdo inumeros elementos fisicos no
lixiviado, oriundos dos diversos residuos, dificultou a identificagdo de microrganismos
nas amostras brutas. No campo marcado, na Figura 11, foi registrada a presencga de
cocos, arranjadas em tétrade. (MADIGAN et al., 2010)

A Figura 12 apresenta um dos registros feitos da amostra bruta de lixiviado da
Fase 3, com os RSU aterrados ha 62 meses. Novamente, ha a presencga de diversos
elementos, com formas e tamanhos variados.
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Figura 12 — Observacao microscopica: lixiviado bruto da Fase 3 (campo claro)

Fonte: Elaborado pela autora.

As primeiras observagdes dos reatores no microscépio ocorreram apos 3 dias
de incubacéo em estufa, ndo sendo percebida mudanga de padréo das imagens das
amostras brutas de lixiviado. Apds 14 dias de incubagao dos frascos em estufa houve
mudanca na turvagdo, sendo realizada nova microscopia e feita a selecdo dos
reatores que seguiram para repique.

A selecao consistiu na qualidade das imagens obtidas e da exclusdo de frascos
contaminados com oxigénio. Das 21 unidades, 8 foram escolhidas para seguir no
enriguecimento, em um total de 133 dias de trabalho. A Figura 13 apresenta de forma

visual, em fluxograma, a sequéncia total de enriquecimento.
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Figura 13 — Fluxograma de enriquecimento das amostras
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No esquema, os frascos em azul representam os reatores hidroliticos, criados
a partir do lixiviado da Fase 5. Ja os frascos em laranja, representam os reatores
metanogénicos, da Fase 3. As siglas utilizadas correspondem ao controle de trabalho,
sendo HC “hidroliticas com celulose”, MA “metanogénicas com acetato”, MF
“‘metanogénicas com formiato”, MM “metanogénicas com metanol”. Na sigla SHCA,
houve uso também de acetato e na MAHC/SMAHC “hidrolitica com metanol”. Os
frascos redondos (de antibidtico) representam os repiques em meio liquido e os
frascos em tubo, os repiques em meio solido. A numeragcdo seguiu a ordem dos
repiques e os dias, em vermelho, correspondem o tempo de incubacao dos reatores
em estufa.

A partir dos repiques, o campo de observacao foi ficando mais “limpo” e
possivel de identificar alguns microrganismos. A forma mais comum encontrada foi
cocos, organizados em diplococos, estreptococos, estafilococos e sarcinas; bacilos e
cocobacilos; e espiroquetas. Carneiro (2005) identificou com maior frequéncia em
suas amostras de lixiviado a presenga de cocos, cocobacilos e bacilos e Gomes
(1995) identificou no isolamento de bactérias hidroliticas bacilos formadores de
esporos e sarcinas fluorescentes.

A Figura 14 apresenta uma amostra onde € possivel ver bactérias em forma de
cocos e bacilos, com diversos arranjos. Pelas formas e fonte de enriquecimento
utilizada na amostra (formiato), de acordo com o Quadro 2 (MADIGAN et al., 2010), o
microrganismo poderia pertencer a ordem Methanomicrobiales. Ja a Figura 15
apresenta o registro de arqueias metanogénicas, em campo claro, sendo possivel
observar os microrganismos arranjados em sarcinas, provavelmente do género
Methanosarcina, e confirmado na Figura 15, em campo escuro, por meio da emissao
de luz UV.
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Figura 14 — Amostra MF 2.1 em campo claro

Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 15 - Amostra MM 5.1 em campo claro

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 16 — Amostra MM 5.1 em campo escuro

Fonte: Elaborado pela autora.

A primeira microscopia realizada, dos reatores metanogénicos em meio sélido,
ocorreu apos 33 dias de incubacao, com a observacdo de formacao de colbnias. Ja
para as hidroliticas, o tempo de incubacao foi de 45 dias, com formacao de colbnias
mais lenta, mesmo ocorrido no trabalho de Gomes (1995). No geral, a média de
incubacdo em meio soélido dos reatores foi de 36 dias, as col6nias dos primeiros roll-
tubes foram maiores que do segundo, como pode ser observado nas Figuras 17 e 18.

Figura 17 — Colénia formada na amostra MM 4.2 em meio sélido

Fonte: Elaborado pela autora.
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Figura 18 — Amostra MM 6.2 em meio sélido

Fonte: Elaborado pela autora.

Os 9 reatores enriquecidos foram encaminhados para sequenciamento de
DNA, sendo obtidas 341.850 OTU. Nos reatores “hidroliticos” foram identificados 11
filos, enquanto que na amostra bruta da Fase 5 (sem enriquecimento) foram
identificados 14 filos. A Figura 19 apresenta a abundancia dos filos das amostras
enriquecidas e da amostra bruta de novembro, data da amostragem que deu inicio

aos enriguecimentos.
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Figura 19 — Abundancia de filos em diferentes reatores hidroliticos na fase de
enriguecimento (Ultimo repique) e amostra de lixiviado bruto coletado na Fase 5 em

novembro (més de inicio da etapa de enriquecimento)
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B Outros B Verrucomicrobia B Elusimicrobia

W Deferribacteres B Spirochaetes B Thermotogae

B Actinobacteria Lentisphaerae Terenicutes
Planctomycetes Deinococcus-Thermus Armatimonadetes

Fonte: Elaborado pela autora.

O filo Bacteroidetes foi o mais abundante em todos os reatores, grupo
constituido por bactérias gram-negativas, conhecidas pela sua capacidade hidrolitica
e fermentativa, responsavel pela degradacao de proteinas e posterior fermentagéo de
aminoacidos e acetato para microrganismos metanogénicos acetoclasticos. (SONG et
al., 2015). Em segundo lugar em abundancia, foi o filo Firmicutes, grupo que
desempenha importante papel na decomposicao de celulose em virtude de sua
capacidade de fermentar aglucares e aminoacidos, além da produgdo dos acidos
aceético e latico. (SONG et al., 2015). Tais caracteristicas vao de encontro a fase de
digestdo anaerobia estimulada por meio da fonte utilizada (celulose) no
enriguecimento.

Em comparacdo, no lixiviado bruto da Fase 5, o de maior abundancia foi
Firmicutes, seguido por Proteobactéria. Nao houve presenca do Dominio Arqueia nos

reatores enriquecidos. Também nota-se diferenca entre os dois reatores enriquecidos
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apenas com celulose e o HCA 7.3, que recebeu acetato na etapa de roll-tube, este
ultimo com abundéancia menor entre os filos.

A Figura 20 apresenta as familias identificadas no filo de maior abundancia,
Bacteroidetes, nos trés reatores hidroliticos enriquecidos e na amostra bruta da Fase

5. A sigla “NI” corresponde as familias que ndo foram identificadas.

Figura 20 — Abundancia de familias do filo Bacteroidetes nos reatores hidroliticos e

na amostra de lixiviado bruto coletado na Fase 5
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Fonte: Elaborado pela autora.

A familia mais abundante nos reatores HCA 7.3, HC 6.3 e lixiviado bruto foi
Porphyromonadaceae, com os géneros Dysgonomonas, grupo com capacidade de
degradar lignina, encontrado em locais como lodo de industria de papel e celulose
(DUAN et al., 2016) e Paludibacter, bactérias produtoras de propionato e acetato como
produtos primarios da fermentacao. (UEKI et al., 2016). No reator HC 6.5 a familia
mais abundante foi Bacteroidaceae, com o género Bacteroides, bactérias hidroliticas
produtoras de proteases para degradacao de proteinas e aminoacidos e usualmente
utilizada como indicador de qualidade da agua. (ANDERSON, 2003).

O grupo “Outras” corresponde as familias do filo Bacteroidetes apenas
encontradas na amostra de lixiviado bruto da Fase 5, sendo elas: Flavobacteriaceae

e Weeksellaceae.
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Nos reatores chamados “metanogénicos”, foram identificados 7 filos, ja na Fase

3, do lixiviado bruto de novembro, foram 17 filos identificados. A abundéancia dos filos

qgue foram comuns as amostras enriquecidas e a amostra bruta de novembro esta

apresentada na Figura 21.

Figura 21 - Abundancia de filos em diferentes reatores metanogénicos na fase de

enriguecimento (ultimo repique) e amostra de lixiviado bruto coletado na Fase 3 em

novembro (més de inicio da etapa de enriquecimento)
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Fonte: Elaborado pela autora.

O grupo Proteobacteria foi 0 mais abundante em todos os reatores, bem como

no lixiviado bruto da Fase 3. De acordo com Gupta (2000) e Moreira e Siqueira (2006),

este é o maior e mais diverso filo, representa a grande maioria das bactérias gram-

negativas conhecidas, englobando um complexo conjunto de atributos fenotipicos e

fisioldgicos. Muitos géneros patogénicos pertencem a esse grupo, assim como muitos

géneros de vida livre e bactérias responsaveis pela fixacao de nitrogénio, estando

envolvidas nas etapas

iniciais de degradacao.

(MADIGAN et al.,

2010).

Representantes do Dominio Arqueia foram identificados apenas no reator MM 7.2,

com 0,10% do total.
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A Figura 22 apresenta as familias identificadas no filo Proteobacteria, nos seis

reatores metanogénicos enriquecidos e na amostra bruta da Fase 3.

Figura 22 - Abundancia de familias do filo Proteobacteria nos reatores

metanogénicos e na amostra de lixiviado bruto coletado na Fase 3
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Fonte: Elaborado pela autora.

A familia com maior abundancia em todos os reatores, exceto o MM 7.1, foi
Enterobacteriaceae, conhecida por fermentar glicose e reduzir nitrato a nitrito. No
reator MAHC 7.6 chegou a ser 100%, enquanto na amostra bruta de lixiviado da Fase
3 ela nao foi identificada. O unico género identificado desta familia foi Escherichia,
grupo de bactéria gram-negativas bacilares, que habita o trato gastrointestinal de
humanos e animais, e € comumente utilizado como indicador de qualidade da agua.
(WELCH, 2006).

No reator MA 7.4, a segunda familia de maior abundancia foi
Campylobacteraceae, grupo que compreende bactérias bastante diversas
fenotipicamente, com os géneros Sulfurospirillum (redutora de enxofre) e Wolinella.
No reator MM 7.1, a familia de maior abundancia foi Shewanellaceae, com o género

Shewanella, ndo sendo encontrada nos demais reatores e no lixiviado bruto.
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O grupo “Outros” corresponde as familias encontradas apenas na amostra de
lixiviado bruto da Fase 3, sendo elas: Hyphomicrobiaceae, Phyllobacteriaceae,
Hyphomonadaceae, Acetobacteraceae, Sphingomonadaceae, Alcaligenaceae,
Oxalobacteraceae, Nitrosomonadaceae, Bdellovibrionaceae, Geobacteraceae,
Pelobacteraceae, Alteromonadaceae, Sinobacteraceae e Xanthomonadaceae.

E possivel perceber que a composicao da comunidade de microrganismos foi
moldada pelas fontes de carbono utilizadas no enriquecimento, ja que alguns
microrganismos nao foram encontrados nos lixiviados brutos, que deram origem aos
reatores. No caso dos metanogénicos, também foi visto que o uso de metanol
propiciou abundancia distinta de microrganismos daqueles reatores enriquecidos com
acetato e formiato, sendo o Unico onde houve arqueias metanogénicas. E o reator
MAHC 7.6, que iniciou como hidrolitico mas foi enriquecido com acetato, teve
resultado similar aos metanogénicos.

A Figura 23 apresenta um gréfico geral de abundancia das familias
identificadas em todos o0s reatores enriquecidos, onde visualiza-se que também
existem diferencas entre reatores que receberam os mesmos substratos, como por
exemplo os reatores HC 7.3 e HC 7.5; MM 7.1 e MM 7.2.



82

Abundéncia Relativa

100%

80%

60%

40%

20%

0%

Figura 23 — Familias identificadas em todos os reatores enriquecido
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Fonte: Elaborado pela autora.
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5.3 ANALISE DE BIOLOGIA MOLECULAR

O sequenciamento de DNA das amostras de lixiviados brutos, das cinco fases
do aterro de Sao Leopoldo, em outubro e novembro de 2019, contabilizaram o total
de 559.761 OTUs. Este resultado correspondeu na divisdo em 27 filos, sendo 26 do
dominio bactéria e 1 do dominio arqueia. O Quadro 7 apresenta a abundancia dos

filos no periodo estudado.

Quadro 7 — Abundancia dos filos nas amostras de lixiviado bruto coletado nas 5

fases do aterro, nos dois meses em estudo

Filo Abundancia Abundancia

Outubro Novembro
Euryarchaeota 0,41% 0,93%
Proteobacteria 34,97% 35,87%
Firmicutes 27,34% 26,98%
Bacteroidetes 9,24% 8,66%
Thermotogae 6,99% 5,61%
Lentisphaerae 5,08% 5,05%
Terenicutes 3,55% 3,67%
Deinococcus-Thermus 3,81% 2,61%
Actinobactéria 0,64% 1,87%
Synergistetes 1,25% 1,10%
Verrucomicrobia 0,95% 0,84%
Spirochaetes 0,64% 0,49%
Planctomycetes 0,50% 0,60%
Gemmatimonadetes 0,21% 0,24%
Chloroflexi 0,25% 0,13%
Armatimonadetes 0,06% 0,08%
Deferribacteres 0,02% 0,02%
Outros 4,14% 5,02%

Fonte: Elaborado pela autora.

Em oposto a classificacdo fisico-quimica, que indicou que os lixiviados
amostrados, e consequentemente, o aterro nas fases estudadas estavam nas fases
acida e metanogénica, os resultados de sequenciamento de DNA apresentaram
apenas 0,68% do total como sendo do dominio Arqueia (fase metanogénica). Esta
abundancia é abaixo do que se esperava para o aterro, ja que existe producgéo plena
de biogas, nos meses de outubro, periodo quando, segundo a CRVR (CRVR, 2022)
foi gerado uma média de 1.148m3/h, sendo 40% gas metano.

A diferenca entre a abundéancia de bactérias e arqueias também foi verificada
em outros trabalhos. No aterro estudado por Passarini et al. (2021), apenas 0,41% de
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sequencias foram atribuidas ao dominio Arqueia. Stamps et al. (2016), que trabalhou
com amostras de lixiviados de 19 aterros nos Estados Unidos, obteve de 0,8 a 4,35%
de abundéncia para arqueias do total sequenciado. Os dois autores nao apresentaram
justificativa para tal diferenga. Zainun e Simarani (2018) que analisaram sete amostras
de solos de um lixdo ja encerrado e outro em atividade na Malésia, obtiveram de
0,01% a 9% de arqueias de seu sequenciamento, o maior percentual foi para o lixao
mais jovem. Kdchling et al. (2015) que estudaram os lixiviados de trés pontos, com
diferentes idades, de um aterro em Pernambuco, também encontraram baixa
representatividade do dominio Arqueia, apenas 0,03% do total sequenciado, a maior
parte da amostra mais antiga.

A hipétese de Kdchling et al. (2015), é que os microrganismos ainda estariam
se adaptando ao alto volume de matéria organica recebida, sendo jovens para
oferecer um ambiente 6timo a populacdo, ja que outros trabalhos apresentaram
abundéancia maior em aterros com pelo menos 10 anos de operagédo. Bahram et al.
(2019) levantam a questdo de que quando comparado com o Dominio Bactéria, o
grupo de Arqueias geralmente apresenta uma pequena fragdo dos conjuntos de dados
obtidos por meio de barcoding para procariontes, possivelmente em razdo de
incompatibilidade dos primers comumente utilizados. J& Sauk (2019), que utilizou
tanto o método de barcoding, o mesmo trabalhado nessa pesquisa, quanto de
metagendmica para analisar os lixiviados de um aterro no Canad4, apresentou perfis
a nivel de filo semelhantes, incluindo as arqueias.

O filo identificado no Dominio Arqueia foi Euryarchaeota, que, de acordo com
Sekhohola-Dlamini e Tekere (2019) é o filo predominantemente encontrado em
aterros, principalmente membros das ordens Methanobacteriales,
Methanomicrobiales e Methanosarcinales. As ordens identificadas no presente estudo
foram Methanomicrobiales, Methanosarcinales e Methanomassiliicoccales, esta
ultima geralmente associada ao trato digestivo de animais e dificilmente encontrada
em ecossistemas terrestres ou aquaticos. (COZANNET et al, 2020).
Respectivamente, as familias foram Methanocorpusculaceae, Methanomicrobiaceae,
Methanosarcinaceae e Methanomassiliicoccaceae. Os géneros e sua abundancia em
relacao ao filo estdo apresentados na Figura 24.
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Figura 24 — Géneros do dominio Arqueia
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Fonte: Elaborado pela autora.

O género Methanocorpusculum, encontrado no lixiviado mais antigo do trabalho
de Song et al. (2015), é hidrogenotréfico e teve expressiva abundancia nas Fases 1 e
5, e também apareceu nas Fases 4/6 e 3 (novembro). O género Methanoculleus, que
s6 ndo esteve presente na Fase 1 e 3 (outubro), sdo arqueias hidrogenotroficas e
também foram identificadas no estudo de Song et al. (2015), Staley et al. (2018) e
Passarini (2021).

O género Methanosarcina, presente na Fase 3 do més de novembro também
foi identificado por Passarini (2021) e Laloui-Carpentier et al. (2005), que estudaram
os lixiviados de dois aterros na Franca. E um grupo acetoclastico e, segundo
Buchrointer (2015), predominante em aterros jovens. O Unico género presente em
todas as Fases, de todos os meses, principalmente nas Fases 1 e 3, nao foi
identificado (vadinCA11), mas pertence a familia Methanomassiliicoccaceae, grupo de
arqueias metilotréficas, a partir de hidrogénio e metilaminas ou metanol. Membro
desta mesma familia, o género Methanomassiliicoccus, foi identificado apenas na
Fase 4/6 de novembro, e relatado pela primeira vez em estudo sobre aterros sanitarios
no trabalho de Staley et al. (2018).
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No Dominio Bactéria, o filo Proteobactéria foi 0 mais expressivo, seguido por
Firmicutes, Bacteroidetes, Thermotogae, Lentisphaerae, Terenicutes e Deinococcus-
Thermus. Em menor proporgéo, foram identificados os filos Actinobactéria,
Synergistetes, Verrucomicrobia, Spirochaetes, Planctomycetes, Gemmatimonadetes,
Chloroflexi, Armatimonadetes e Deferribacter. Ha ainda uma porcentagem de
bactérias de filos ndo identificados (denominado “Outros”), cerca de 4% em outubro e
5% em novembro, como os grupos chamados WWE1, OP9, SR1, OD1, WS1, NKB19
e WPS.

A Figura 25 apresenta os filos identificados em maior abundancia em cada més,
por Fase do aterro.

Figura 25 — Filos identificados por més e Fase
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Fonte: Elaborado pela autora.

De uma maneira geral, as amostras apresentaram os mesmos filos
identificados, com abundéancias peculiares em cada uma das Fases. Tais filos vao de
encontro com o que diz Sekhohola-Dlamini e Tekere (2019), que afirmam, baseados
em levantamento de pesquisas, que membros de Proteobacteria, Firmicutes e
Bacteroidetes dominam as populagdes nos aterros. O autor também relata que a

diversidade de microrganismos é predominantemente identificada a nivel de filo, com
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poucos estudos reportando composicao de espécies, apesar das classificacdes
intermediarias (como Classe, por exemplo) ja fornecer um bom entendimento dos
processos fisioldgicos e ecoldgicos que acontecem no local.

Nas Fases 1, 2 e 3, em outubro e novembro, e na Fase 5 de outubro, o grupo
mais abundante foi de Proteobacteria, comumente predominante em amostras
ambientais. Para Aires et al. (2020), que caracterizaram os microrganismos de RSU
de diferentes idades em uma célula experimental, o filo com maior abundancia
também foi Proteobacteria. Os autores acreditam que este grupo pode representar
uma funcao ecoldgica importante nos residuos de dificil degradag¢ao. Nos dois lixdes
estudados por Zainun e Simarani (2018), o filo com maior abundéancia igualmente foi
Proteobacteria, podendo indicar, segundo os autores, que esses microrganismos sao
protagonistas na degradagdo de substancias organicas e inorganicas, incluindo
metais pesados. Santos (2010) também encontrou maior abundancia de
Proteobacteria em 4 dos 5 aterros estudados, segundo a autora, a aparente
abundancia e diversidade desse grupo, sugere que esses organismos podem
desempenhar papel importante no processo de degradacao dos residuos.

Para Dao et al. (2016), que estudou os lixiviados brutos e de pds-tratamento
em época chuvosa e de seca de um aterro no Vietna, os filos predominantes foram
Proteobacteria (10,6% a 71,2%), Firmicutes (2,2% a 43,4%) e Bacteroidetes (3,9% a
23,5%). Os autores relacionaram maior abundancia de Proteobacterias quando os
valores de Nitrogénio Total e Amoniacal reduziam no tratamento e quando o pH atingia
entre 7 e 8,5. A sugestao de que esse grupo se desenvolve em ambientes neutros ou
basicos poderia justificar também os resultados em Sao Leopoldo.

Zainun e Simarani (2018) constataram em seu estudo que no lixdo ainda em
atividade, a classe Gammaproteobacteria tinha populacdo maior, enquanto no lixao
antigo a classe de maior abundancia foi Alphaproteobacteria. O que pode ser
explicado pela capacidade que o ultimo grupo tem em utilizar substratos complexos,
presentes em areas mais antigas. No aterro de Sao Leopoldo, exceto a Fase 1 de
novembro, todas as fases nos dois meses apresentaram abundancia maior de
Gammaproteobacteria.

A Figura 26 apresenta as familias com maior abundancia no filo Proteobacteria,

por més analisado, aquelas de menor percentual estdo somadas a categoria “outras”.
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Figura 26 — Familias do Filo Proteobacteria
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Fonte: Elaborado pela autora.

E possivel perceber que a mais abundante, em todas as Fases é a familia
Pseudomonadaceae, sendo Pseudomonas o unico género identificado e presente em
todas as amostras. As Pseudomonas sao um grande grupo de espécies de bacilos
gram-negativos, conhecido por metabolizar uma variedade de substratos, incluindo
acucares, aminoacidos, bem como hidrocarbonetos (AISLABIE, DESLIPPE, 2013).
Utilizam xenobiéticos como fontes de carbono e energia, sendo explorados em
estudos sobre biorremediacao de tais compostos. (STOLZ, BUSSE, KAMPFER, 2007,
WANG et al., 2017).

Outra familia presente em todas as Fases do aterro foi Campylobacteraceae,
com os géneros Arcobacter, Campylobacter e Sulfurospirillum. As espécies de
Arcobacter, encontradas com maior abundancia na Fase 1, se diferem das de
Campylobacter pela capacidade de tolerar oxigénio, utiliza como fontes de carbono
aminoacidos e 4cidos organicos, podendo oxidar compostos sulfurados. Carboidratos
ndo sdo fermentados nem oxidados pela bactéria (KIELDGAARD, JORGENSEN,
INGMER, 2009), o que pode explicar sua maior presenca na Fase mais antiga do
aterro.

A familia Alcaligenaceae também foi identificada em todas as fases, com os
géneros Alcaligenes, Denitrobacter, Oligella e Sutterella. A familia
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Sphingomonadaceae apareceu nas Fases 1, 2 e 3, sendo os géneros Kaistobacter,
Novosphingobium, Sandaracinobacter, Sphingobium e Sphingopyxis. E a familia
Comamonadaceae s6 nao foi identificada na Fase 4/6, os géneros foram Comamonas
e Hydrogenophaga.

O filo mais abundante, nos meses de outubro e novembro, nas Fases 4/6 e no
més de novembro na Fase 5, foi Firmicutes. Conforme mencionado anteriormente,
este filo tem relacdo na decomposicao da celulose, os residuos de papel no aterro de
Sao Leopoldo, conforme a gravimetria, correspondem, em média, a 13% do total
aterrado, mas a celulose pode corresponder até 50% (BARLAZ, SCHAEFER, HAM,
1989), se levado em consideragao sua presenca também misturada a outros residuos.

Kéchling et al. (2015) analisaram o lixiviado de trés diferentes células de um
aterro e todos tiveram em sua maioria o filo Firmicutes, com 53% na célula mais jovem,
58% na intermediaria e 62% na célula mais antiga. Wang et al. (2017) realizaram a
identificagdo de microrganismos presentes no solo, em diferentes profundidades, de
um aterro de 16 anos na China, sendo Firmicutes o filo mais abundante (46,61%).

A classe Clostridia foi a mais abundante no filo Firmicutes, ja as familias foram
de abundancia semelhante, com baixo percentual para cada, nas 23 identificadas. A
Figura 27 apresenta as familias mais abundantes, aquelas de menor percentual estéo

somadas a categoria “outras”.
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Figura 27 — Familias do Filo Firmicutes
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Fonte: Elaborado pela autora.

Nas Fases 1 e 2, as familias mais abundantes foram Planococcaceae, que nédo
apareceu nas Fases 3 e 5; e Tissierellaceae, que foi encontrada em todas as Fases.
Os géneros identificados foram Sedimentibacter e Tepidimicrobium, Tissierella,
Soehngenia. Na Fase 4/6 a segunda maior abundancia foi da familia
Syntrophomonadaceae, com o género Syntrophomonas, seguida pela familia
Caldicoprobacteraceae, com o género Caldicoprobacter. Na Fase 5 a maior
abundéancia foi da familia Veillonellaceae, no més de outubro, com os géneros
Acidaminococcus, Anaeromusa, Anaerovibrio, Dialister, Megasphaera, Mitsuokella e
Veillonella. As familias Lactobacillaceae, Leuconostocaceae e Christensenellaceae
foram identificadas apenas na Fase 5, e a familia Eubacteriaceae apenas na Fase 2.

O segundo filo de maior abundancia na Fase 4/6 foi Thermotogae, que é
composto por bactérias termofilicas e mesofilicas, em forma de bastonetes cercadas
por um envelope externo semelhante a uma bainha, chamada “toga”. A Unica familia
identificada foi Thermotogaceae, esses microrganismos metabolizam diversos

carboidratos simples e complexos, produzindo hidrogénio como subproduto.
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(BHANDARI, GUPTA, 2014). O segundo filo de maior abundancia na Fase 3, foi
Deinococcus-Thermus com a familia Trueperaceae, grupo caracterizado por ser
resistente a extrema radiacdo e dessecacao, o que o tornou alvo de pesquisas sobre
biorremediacao de areas contaminadas por radiacao. (HO et al., 2016).

O terceiro filo mais abundante na Fase 1 de novembro e 5 outubro e novembro
foi Bacteroidetes, grupo de bactérias gram-negativas, conhecido pela sua capacidade
hidrolitica e fermentativa, responsavel pela degradacdo de proteinas e posterior
fermentacdo de aminoacidos e acetato para microrganismos metanogénicos
acetoclasticos. (Song et al, 2015). A famila mais abundante foi
Porphyromonadaceae, com os géneros identificados Paludibacter e Parabacteroides.

Na fase 1, no més de outubro e Fase 2, outubro e novembro, o terceiro grupo
mais abundante foi Lentisphaerae, com a familia Victivallaceae e outras duas nao
identificadas. Segundo Hedlund et al. (2010), este filo é dificil de ser isolado, consiste
em cocos quimiorganotréficos de células gram-negativas e sacaroliticas. O filo que
apresentou abundéancia similar em todas as Fases foi Tenericutes, com a familia
identificada Acholeplasmataceae, género Acholeplasma, procariontes sem parede
celular, com espécies saprotréficas e patogénicas.

No grupo classificado como “Outros”, no grafico da Figura 23, os filos
encontrados em todas as Fases foram Synergistetes com os géneros identificados
Aminobacterium e Anaerobaculum, que sao bactérias capazes de degradar substratos
ricos em proteinas e que parecem estar associadas a etapa acidogénica. (NELSON,
MORRISON, YU, 2011). O filo Verrucomicrobia, com as ordens identificadas
Pedosphaerales e Chthoniobacterales, bactérias oligotréficas encontradas em locais
como filtro biolégico de tratamento de efluentes (CONNEL, 2014). O filo Spirochaetes,
com o género identificado Treponema, grupo homoacetogénico, que consome
hidrogénio e gas carbdnico para producao de acetato (SANT’ANNA JR, 2010). E o filo
Planctomycetes, bactérias que oxidam amoénia, com a familia identificada
Pirellulaceae.

Ainda no grupo “Outros”, também consta o filo Actinobactéria, encontrado
apenas nas Fases 1, 2 e 3; com os géneros identificados Leucobacter,
Salinibacterium, Mycobacterium, Rhodococcus e Aeromicrobium. O filo Chloroflexi
(familia Anaerolinaceae), nas Fases 1 e 3; o filo Armatimonadetes, nas Fases 2, 4/6 e
5; o filo Deferribacteres (género Flexistipes), na Fase 2 no més de outubro e na Fase

3 no més de novembro; e o filo Gemmatimonadetes, identificado apenas na Fase 3.
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Em relacdo aos filos e o tempo de aterramento dos residuos, no trabalho de
Song et al. (2015), os filos de maior abundancia na fase mais jovem do aterro (4
meses) foram: Proteobactéria (59,6%), Firmicutes (21,3%) e Bacteroidetes (11,5%);
na fase com maior tempo de aterramento (3 anos), os filos foram: Bacteroidetes
(49,4%), Proteobacteria (39,9%) e Firmicutes (4,3%). Kéchling et al. (2015), em seu
trabalho, perceberam que a abundancia de Firmicutes e Spirochaetes aumentou ao
longo do tempo de aterramento, enquanto de Proteobactéria diminuiu, ja para
Bacteroidetes ndao houve aparente tendéncia de mudanca por tempo de aterramento.

Embora os dois aterros sejam brasileiros, no presente trabalho, o
comportamento foi oposto ao de Kéchling et al. (2015), a maior abundéancia do filo
Proteobacteria foi na fase de maior tempo de aterramento - Fase 1, enquanto a menor
abundancia foi na Fase 4/6, ainda em operacéao. O filo Firmicutes representou 51% de
abundancia na Fase 4/6 e apenas 14,74% na Fase 1. Sendo assim, comparando os
trés trabalhos, todos identificaram os mesmos filos (Proteobacteria, Firmicutes e
Bacteroidetes), mas o fator idade (tempo de aterramento) representou abundancias
diferentes para cada um.

Em relacdo a analise a nivel de género, os microrganismos de maior
abundancia na Fase 1, no més de outubro, foram Comamonas, Arcobacter e
Marinobacterium. No més de novembro foram Acholeplasma, Sphingobium,
Arcobacter e Leucobacter, sendo apenas Arcobacter comum aos dois meses. Nas
Fases 2 e 3, nos dois meses, ndao houve identificacao a nivel de género. Na Fase 4/6
0s (@éneros identificados de maior abundancia foram Caldicoprobacter e
Syntrophomonas. E na Fase 5, foram Arcobacter, Syntrophomonas e Acholeplasma,
todos do més de novembro. O Quadro 8 apresenta uma relacao de todos os géneros
com abundancia acima de 2% do total.



Quadro 8 — Microrganismos de maior abundancia em género
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Fase/Més Filo Classe Ordem Familia Género
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae N.I.
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Comamonas
Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales | Campylobacteraceae | Arcobacter

é 5 Proteobacteria Gammaproteobacteria Oceanospirillales Oceanospirillaceae Marinobacterium

& e Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.
Lentisphaerae Lentisphaeria Victivallales Victivallaceae N.I.
Terenicutes Mollicutes Acholeplasmatales Acholeplasmataceae Acholeplasma
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae | N.L
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales | Sphingomonadaceae Sphingobium
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae N.I.

% § Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales | Campylobacteraceae | Arcobacter

L= Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales N.I. N.I.
Actinobacteria Actinobacteria Actinomycetales Microbacteriaceae Leucobacter
Proteobacteria Gammaproteobacteria N.I. N.I. N.I.

N - Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.

a 5 Firmicutes Bacilli Bacillales N.I. N.I.

& e Firmicutes Bacilli Bacillales Planococcaceae N.I.
Firmicutes Clostridia MBAO08 N.I. N.I.
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Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae S1
Lentisphaerae Lentisphaeria Victivallales Victivallaceae N.I.
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae N.I.
Proteobacteria Gammaproteobacteria N.I. N.I. N.I.
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.
N - Firmicutes Bacilli Bacillales N.I. N.I.
o (>3 Firmicutes Clostridia Clostridiales N.1. N.1.
& <€ Firmicutes Clostridia MBAO8 N.I. N.I.
Firmicutes Clostridia SHA-98 N.I. N.I.
Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae S1
Lentisphaerae Lentisphaeria Victivallales Victivallaceae N.I.
Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales | N.I. N.I.
Proteobacteria Betaproteobacteria N.I. N.I. N.I.
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae N.I.
©E Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae N.1.
E Q:i Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales N.I. N.I.
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae N.I
Deinococcus-Thermus Deinococcus-Thermus | Deinococcales Trueperaceae B-42
- - Proteobacteria Betaproteobacteria N.I. N.I. N.I.
N (>3 Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae N.I.
S Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.
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Bacteroidetes N.I. N.I. N.I. N.I.
Deinococcus-Thermus Deinococcus-Thermus | Deinococcales Trueperaceae B-42
Firmicutes Bacilli N.I. N.I. N.I.
Firmicutes Clostridia Clostridiales N.I. N.I.
Firmicutes Clostridia Clostridiales Caldicoprobacteraceae | Caldicoprobacter

ﬁ - Firmicutes Clostridia Clostridiales Syntrophomonadaceae | Syntrophomonas

% 3 Firmicutes Clostridia MBAO8 N.1. N.1.

- Firmicutes Clostridia SHA-98 N.I. N.I.
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae | N.I.
Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae S1
Firmicutes Bacilli N.I. N.I. N.I.

Firmicutes Clostridia Clostridiales N.I. N.I.
Firmicutes Clostridia Clostridiales Caldicoprobacteraceae | Caldicoprobacter

ﬁ < Firmicutes Clostridia Clostridiales Syntrophomonadaceae | Syntrophomonas

% % Firmicutes Clostridia MBAO8 N.1. N.1.

- Firmicutes Clostridia SHA-98 N.I. N.I.
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae | N.I.
Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae S1
Proteobacteria Gammaproteobacteria N.I. N.I. N.I.

g g Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.

§ o Firmicutes Clostridia Clostridiales N.1. N.1.
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales N.I. N.I.
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Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae | N.I.
Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae S1
Lentisphaerae Lentisphaeria Victivallales Victivallaceae N.I.
Lentisphaerae Lentisphaeria Z20 R4-45B N.I.
Proteobacteria Epsilonproteobacteria Campylobacterales | Campylobacteraceae | Arcobacter
Proteobacteria Gammaproteobacteria N.I. N.I. N.I.
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae N.I.
Firmicutes Clostridia Clostridiales N.I. N.I.
Firmicutes Clostridia Clostridiales EtOH8 N.I.
g < Firmicutes Clostridia Clostridiales Syntrophomonadaceae | Syntrophomonas
E % Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales N.I. N.I.
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Porphyromonadaceae | N.I.
Thermotogae Thermotogae Thermotogales Thermotogaceae S1
Lentisphaerae Lentisphaeria Victivallales Victivallaceae N.I.
Lentisphaerae Lentisphaeria Z20 R4-45B N.I.
Terenicutes Mollicutes Acholeplasmatales Acholeplasmataceae Acholeplasma

N.l.= Nao Identificado

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo dos lixiviados do aterro sanitario de Sdo Leopoldo, separados por
Fases, palavra iniciada com letra maiuscula neste trabalho para diferenciar a operacao
local e a etapa de digestdao anaerdbia, concluiu que as fases de degradacao nao sao
explicitamente distintas conforme seu tempo de aterramento.

Os parametros fisico-quimicos demonstram condicées mistas de degradacao
anaerdbia, ora com caracteristicas de fase acida, ora de fase metanogénica,
impedindo a definicdo de apenas um estagio para cada Fase do aterro, o que pode
ser explicado por se tratar de um aterro ainda em atividade. A simples comparacao
com os valores estabelecidos na literatura, por diversos autores, nao é suficiente para
a classificagao dos lixiviados estudados.

O enriquecimento dos reatores, a partir de amostras de lixiviados de duas
Fases, permitiu encontrar morfologias como cocos, sarcinas e bacilos, mas apenas o
género Methanosarcina foi identificado visualmente, tendo como melhor resultado o
uso de metanol.

O sequenciamento de DNA das amostras enriquecidas apresentou o filo
Proteobacteria como o mais abundante nos reatores metanogénicos e, embora o
esperado fosse maior abundancia de arqueias, o resultado refletiu o resultado da
amostra bruta daquela Fase. Novamente, o Unico grupo de arqueias foi encontrado
no reator que foi enriquecido com metanol. O filo Bacteroidetes foi o mais abundante
nos reatores hidroliticos, seguido por Firmicutes, grupo mais abundante na amostra
bruta daquela fase.

Cerca de 99% dos microrganismos identificados no sequenciamento de DNA
das cinco Fases correspondem ao dominio bactéria. O filo Proteobacteria foi o mais
abundante nas Fases 1, 2 e 3, em outubro e novembro, e na Fase 5 de outubro. O filo
Firmicutes foi o mais abundante nas Fases 4/6, nos dois meses, € na Fase 5 em
novembro. Podendo-se dizer que no aterro de Sdo Leopoldo, em geral, o grupo
Proteobacteria representa o lixiviado mais antigo e Firmicutes o mais recente. Figurou
também entre os filos de maior abundancia, em terceiro lugar, Thermotogae e
Bacteroidetes.

A abundéncia do dominio arqueia foi menor do que o esperado, mas coincidiu

com outros estudos da area. O filo Euryarchaeota foi identificado em todas as Fases,
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com as familias Methanocorpusculaceae, Methanomicrobiaceae,
Methanosarcinaceae e Methanomassiliicoccaceae.

O presente trabalho € o primeiro realizado com analise de biologia molecular
no aterro de Sao Leopoldo, podendo contribuir com as demais pesquisas para
otimizacdo das operacées no local. Como sugestdo, poderia ser incluido nas
amostragens o ponto de juncao dos lixiviados (lagoa), para que houvesse uma
comparacgao entre os resultados por Fase e misturado na entrada do sistema de
tratamento. A microbiota do aterro poderia ser analisada também por meio do uso de

técnica metagendmica, principalmente para verificar a composicao de arqueias.
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APENDICE A - PREPARO DO MEIO E DAS SOLUCOES DE SUPLEMENTACAO
Solucao indicadora de resazurina 0,10% (m/v): é uma solucao indicadora do

potencial de oxirredugdo do meio de cultivo, ou seja, indicadora de anaerobiose. O

Quadro 9 apresenta a formulagcao da solucao, os materiais necessarios e o0 modo de

preparo.
Quadro 9 - Preparo da solucao de resazurina 0,10% (m/v)
Reagentes e solucdes estoque Quantidade
Resazurina 0,1¢g
Agua Milli-Q g.s.p 100 mL
Vidrarias e equipamentos Quantidade
Balao volumétrico de 100 mL 1
Béquer 1
Frasco ambar 1

Modo de preparo

- Dissolver a resazurina em 80 mL de agua Milli —Q.
- Verter a solugao em balao volumétrico e completar o volume para 100 mL.
- Armazenar em frasco ambar sob refrigeragéo.

- N&o necessita esterilizacao.

Solucao traco de metais: o Quadro 10 apresenta a formulagao da solugéo, os

materiais necessarios e 0 modo de preparo da solucao de metais.

Quadro 10 - Preparo da solucao traco de metais

Reagentes e solucdes estoque Quantidade

NTA — &cido nitrilotriacético (CsHoNOe) 45¢g

Sulfato de ferro Il heptaidratado (FeSO4.7H20) 0,556 g
Sulfato de manganés |l monoidratado (MnSQ4.H20) 0,086 g
Cloreto de cobalto Il hexaidratado (CoClz.6H20) 0,17 g
Sulfato de zinco heptaidratado ZnSQ04.7H20 0,21g
Acido bérico HzBOs 0,19¢g
Cloreto de niquel Il (NiClz) 0,02 ¢
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Molibdato de s6dio (NazMoQO4)

0,019

Solugéao hidréxido de potassio (KOH) 10 mol/L

Até pH neutro

Agua Milli-Q g.s.p 1000 mL
Vidrarias e equipamentos Quantidade

Béquer 50 mL 8

Bastao de vidro 8

Erlenmeyer 2000 mL

Balao volumétricode 1 L

Sistema de distribuicdo de gases

Potencidbmetro

Modo de preparo

- Pesar todos os componentes em béqueres de 50 mL.

- Dissolver com 600 mL de agua Milli-Q.

- Ajustar o pH para 7,0 com solugao de hidroxido de potassio 10 mol/L. A solugdo apresentara a

coloragdo amarela.
- Avolumar em baldo volumétrico de 1000 mL.

- Fluxionar nitrogénio (100%) na solugao preparada por 20 minutos.

- Guardar a solugéo em frasco &mbar escura sob refrigeracdo até o momento da utilizacao.

Meio Zinder: o meio basal Zinder foi utilizado nos ensaios de enriquecimento

em meio liquido e sélido. O Quadro 11 apresenta a formulacao do meio, os materiais

necessarios e 0 modo de preparo.

Quadro 11 - Preparo do meio Zinder

Reagentes e solucdes estoque Quantidade
Cloreto de aménio (NH4CI2) 0,50¢g
Fosfato de potassio di basico anidro (K2HPO4) 0,40¢g
Cloreto de magnésio hexaidratado (MgCl2.6H20) 0,10¢
Cloreto de calcio di-hidratado (CaCl2.2H20) 0,05¢g
Resazurina 0,10% 1,0 mL
Solucéo traco de metais 10,0 mL
Agua Milli-Q g.s.p. 1000,00 mL
Vidrarias e equipamentos Quantidade
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Becker 50 mL 4
Bastao de vidro 4
Erlenmeyer 2000 mL 1
Balado volumétrico de 1 L 1
Frascos de antibiético 30 mL 100

Sistema de distribuicdo de gases

Autoclave

Modo de preparo

- Verter 500 mL da 4gua em um balao volumétrico de 1000 mL e dissolver os sais e reagentes na

ordem descrita na tabela acima.

- Completar o volume para 1000 mL em baldo volumétrico, transferir para erlenmeyer de 2000 mL e

borbulhar com nitrogénio (100%) por 30 minutos.

- Distribuir o meio nos frascos de cultura sob fluxo de nitrogénio, fechar com a tampa de borracha

revestida de Teflon ou de borracha de butila e lacrar.
- Autoclavar os frascos por 20 min, a 120 °C e 15 psi.

- Armazenar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

- Antes da inoculagao, trocar a atmosfera dos frascos para nitrogénio : diéxido de carbono (70:30) e
adicionar aliquotas das solugbes estoque de bicarbonato de sédio, vitaminas, fontes organicas e

redutora, utilizando seringa com agulha de insulina.

Solucao de vitaminas: O Quadro 12 apresenta a formulagédo da solugao, os

materiais necessarios € o0 modo de preparo da solugédo de vitaminas.

Quadro 12 - Preparo da solucao de vitaminas

Reagentes e solucdes estoque Quantidade

Biotina (C10H16N203S) — Vitamina B7 0,002 g
Acido félico (C19H19N7Os) — Vitamina B9 0,002 g
Tiamina HCI (C12H17CIN4OS - HCI) — Vitamina B1 0,005 g
Riboflavina (C17H20N4Os) — Vitamina B2 0,005¢
Acido nicotinico (CeHsNOz) — Vitamina B3 0,005 g
Pantotenato de célcio (CoH17NOs) — Vitamina B5 0,005 g
Piridoxina.HCI (CsH11NOs) — Vitamina B6 0,01 ¢

Cobalamina (CesHssCoN14014P) — Vitamina B12 0,0001 g
Acido Lipoico (CsH1402S2) 0,005 ¢
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Agua Milli-Q g.s.p 1000 mL
Vidrarias e equipamentos Quantidade

Becker 50 mL 9
Bastao de vidro 9
Erlenmeyer 2000 mL 1
Becker 1L 1
Sistema Milipore 1
Frasco de antibidtico 30 mL 100
Sistema de distribuicdo de gases 1

Modo de preparo

- Esterilizar a vidraria e o sistema Milipore a ser utilizar em autoclave a 120°C por 20 minutos.

- Para 1 L de solugéo, pesar os componentes sélidos descritos na lista de reagentes em recipientes
separados (béquer de 50 mL ou vidro relégio).

- Dissolver as vitaminas em 600 mL de agua Milli-Q.

- Completar o volume para 1000 mL com agua Milli-Q

- Esterilizar a solucao por filtragao através de sistema Millipore com membrana de 0,22 pm.
- Borbulhar com nitrogénio por 20 minutos.

- Apds a solugao de vitaminas estar preparada, distribuir em frascos de antibiéticos. Utilizar o
sistema de distribuicdo de gases.

- Lacrar os frascos.

- Envolver os frascos em papel aluminio e armazené-los sob refrigeracdo a 4 °C.

Solucao de tamponamento: a solugdo de bicarbonato de soédio 10% (m/v) foi
utilizada como solugdo de tamponamento. Em virtude da sensibilidade as altas
temperaturas, a solucéo foi esterilizada a frio por filtracédo rapida pelo sistema Millipore
em membrana de 0,22 um de porosidade, em condicées de assepsia. Os materiais
utilizados no preparo foram previamente esterilizados por autoclavagem a 120 °C
durante 20 minutos. O Quadro 13 apresenta a formulacao da solugcéo, os materiais

necessarios e 0 modo de preparo.

Quadro 13 - Preparo da solucao de tamponamento

Reagentes e solucdes estoque Quantidade

Bicarbonato de sédio 10g
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Agua Milli-Q g.s.p 100 mL
Vidrarias e equipamentos Quantidade
Baléo volumétrico de 100 mL 1
Béquer 1
Erlenmeyer de 250 mL 1
Sistema Millipore 1
Frascos de antibidtico de 30 mL 6

Modo de preparo

- Esterilizar a vidraria e o sistema Milipore a ser utilizar em autoclave a 120°C por 20 minutos.

- Dissolver o sal com um pouco da agua Milli-Q. Caso a dissolugao esteja dificil, aquecer a mistura,
mas sem deixar ferver, pois o bicarbonato de sddio precipita.

- Completar o volume com o restante da agua Milli-Q em balao volumétrico de 100 mL.
- Esterilizar a solucao por filtragdo em membrana.
- Borbulhar com nitrogénio (100%) por 20 minutos.

- Distribuir 15 ou 25 mL da solu¢do em frascos de antibiético de 30 ou 50 mL respectivamente, sob
fluxo de nitrogénio (100%), fechar com batoques de butila, ainda sob fluxo do gés e lacrar com
anéis de aluminio.

- Etiquetar e armazenar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Solucao redutora: o Quadro 14 apresenta a formulagdo da solugdo, os
materiais necessarios e o modo de preparo da solucdo de sulfeto de sédio

nonaidratado.
Quadro 14 - Preparo da solucao redutora

Reagentes e solucdes estoque Quantidade
Sulfeto de sddio nonaidratado (Naz2S.9H20) 59
Agua Milli-Q g.s.p 100 mL

Vidrarias e equipamentos Quantidade

Erlenmeyer — 250 mL 1
Frascos de antibiético — 30 mL 6
Sistema de distribuicao de gases 1
Autoclave 1
Sistema Millipore 1

Modo de preparo
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- Esterilizar a vidraria, o sistema Millipore, pinga, os frascos e as tampas de borracha.
- Lavar os cristais de sulfeto de sodio.

- Secar os cristais.

- Quebrar os cristais.

- Pesar 5 g de sulfeto em vidro de reldgio.

- Medir em 100 mL de agua Milli-Q.

- Mistura o sal em agua.

- Fluxionar a solugao em nitrogénio por 20 minutos.

- Filtrar a solugdo em sistema Millipore, ja estéril.

- Distribuir, sob fluxo de nitrogénio, 10 mL de solugao em frascos de antibiéticos, os quais foram
previamente esterilizados.

- Fechar com tampas de borracha de butila e lacrar com lacres de aluminio.

- Armazenar a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Solucao de extrato de levedura 2% (m/v): dissolver 2 g de extrato de levedura
em béquer de 100 mL, transferir e avolumar em baldo volumétrico de 100 mL.
Fluxionar a solucao por 20 minutos e distribuir em frascos de antibiéticos. Esterilizar
por autoclavagem (120°C por 20 minutos). Armazenar em temperatura ambiente e ao
abrigo da luz.

Solucao de acetato de sédio 16,4% (m/v): dissolver 16,4 g de extrato de
acetato em béquer com 100 mL de agua destilada previamente fervida. Fluxionar a
solucao por gas nitrogénio (100%) por 20 minutos e distribuir aliquotas de 20 mL em
frascos de antibiético de 50 mL, também sob fluxo de nitrogénio (100%). Os frascos
devem ser tampados com tampas de borracha de butila, lacrados com selo de
aluminio, esterilizadas por autoclavagem (120°C por 20 minutos) e armazenados a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Solucao de formiato de sodio 5,19% (m/v): dissolver 5,19 g de formiato de
sbédios em béquer com 50 mL de agua destilada. Fluxionar a solugdo por gas
nitrogénio (100%) por 20 minutos e distribuir aliquotas de 10 mL em frascos de
antibiético de 30 mL, também sob fluxo de nitrogénio (100%). Os frascos devem ser

tampados com tampas de borracha de butila, lacrados com selo de aluminio,
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esterilizadas por autoclavagem (120°C por 20 minutos) e armazenados a temperatura

ambiente e ao abrigo da luz.

Solucao de metanol 20% (m/v): adicionar 20 mL de metanol (99,9%) em
béquer com 100 mL de agua destilada. Fluxionar previamente a agua destilada com
gas nitrogénio (100%) por 15 minutos e distribuir aliquotas de 9,2 mL em frascos de
antibiotico de 30 mL. Fluxionar previamente o metanol com gas nitrogénio (100%) por
3 minutos. Lacrar ambos os frascos e esterilizar por autoclavagem (120°C), durante
20 minutos. ApGs a esterilizagao, transferir aliquotas de 0,8 mL de metanol para os
frascos contendo a agua destilada, armazenar a temperatura ambiente e ao abrigo da

luz.
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APENDICE B - PRODUGCAO DE TRABALHOS

Neste apéndice encontram-se relacionados os artigos produzidos durante o
doutorado, sendo que os temas nao sdao somente especificos ao da tese, mas sim ao
trabalhado desenvolvido junto ao Grupo de Pesquisa em Saneamento Ambiental da

Unisinos.

Artigo 1 Municipal Solid Waste Management from the Experience of Séo
Leopoldo/Brazil and Zurich/Switzerland.
Status  Publicado na revista Sustainability

Artigo 2 Estudo das propriedades geotécnicas de Residuos Sélidos Urbanos
recém descartados e aterrados em Aterro Sanitario localizado na
regiao Sul do Brasil.

Status  Publicado na revista DAE

Artigo 3 Compostagem de lodos ativados em estacdo de tratamento de
esgoto empregando aeracéao forgada positiva.
Status  Submitido a revista Gestdo & Sustentabilidade Ambiental

Artigo 4 Qualidade da agua para reuso pos-tratamento de efluente sanitario
no sistema UNI, em uma industria.
Status  Em avaliacéo para ressubmissao.

Artigo 5 Avaliagdo do gerenciamento dos residuos sélidos urbanos nas
cooperativas de materiais reciclaveis localizadas na regido
metropolitana de Porto Alegre/RS.

Status  Publicado no e-book Gestao e tecnologias para o meio ambiente:
visdes e agdes interdisciplinares

Artigo 6 Viabilidade de instalacdo de central de triagem de residuos soélidos
urbanos em aterro sanitario em operagao.
Status Em avaliacao para ressubmissao.

Artigo 7 Metodologia e ferramentas de estudo e aplicagdo da sustentabilidade
Nno ensino superior: uma revisao sistematica da literatura
Status  Em revisdo para a revista Journal of Cleaner Production

Artigo 8 Degradacao de RSU em diferentes fases de um aterro sanitario
Status  Em producéao

Artigo 9 Diversidade microbiana presente nos lixiviados gerados em cinco
fases distintas de aterramento
Status  Em producéao



