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Resumo

de Castro, Julia Cunha. Emprego de nanoparticulas magnéticas de origem bioldgica para o
aumento da producdo de biogas por digestdo anaerdbica. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias -
Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos) — Decania do Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2023.

Nas ultimas décadas, a demanda para o uso de energias sustentaveis e renovaveis vem
crescendo. Destaca-se, dentre elas, a producdo de biogas a partir de residuos organicos,
gerado em um complexo processo denominado digestdo anaerdbica (DA). A DA apresenta
diversas vantagens econdmicas e ambientais, contudo, ainda alguns desafios na eficiéncia e
estabilidade do processo desencorajam o investimento de empresas e governos nessa fonte
de energia. S&o propostas, entdo, estratégias que permitam contornar tais dificuldades, sendo
uma opc¢do promissora, a adi¢do de nanoparticulas (NPs) no digestato durante o processo de
producdo do biogas. O aumento na producdo de biogas com a adi¢cdo de NPs parece estar
relacionado ao suprimento de alguns elementos importantes para 0S microrganismos
envolvidos no processo, mas principalmente a melhoria do processo de transferéncia direta
de elétrons interespécies (DIET), atividade importante na producdo e qualidade do biogas.
Na natureza, um grupo de microrganismos denominados bactérias magnetotaticas (BMs) sao
capazes de produzir nanoestruturas de magnetita (FesO4) ou greigita (FesSs) envoltas por
membrana e alinhadas em cadeia na célula, conhecidas como magnetossomos. Essas
estruturas, denominadas neste trabalho como ‘“nanoparticulas magnéticas de origem
biologica (NMOBs)”, despertam grande interesse biotecnologico devido a sua membrana
bioldgica, alta pureza quimica, perfeicdo cristalografica e formatos e tamanhos estritos. Aléem
disso, sua producdo é um processo sustentavel e economicamente vantajoso, e apresentam
potencial de recuperacdo magnética. Frente a este potencial, o objetivo do trabalho é analisar
o impacto de diferentes NPs relatados na literatura e comparar experimentalmente o efeito
da adicdo de NMOBs e NPs sintéticas (NPSs) em diferentes substratos na DA. Os resultados
foram divididos em dois eixos: a meta-analise da literatura e os resultados experimentais de
adicdo de NMOBs e NPSs na DA. Atraves da meta-analise foi demonstrado o impacto de

NPs de diferentes composic¢oes, tamanhos e concentragdes na producdo de CH4 por DA. Foi



observada a superioridade de nanoparticulas de cobalto, ferro e magnetita no aumento da
producdo de CHa, sendo comparado parametros descritos e seus maiores beneficios. As NPs
de magnetita foram as mais empregadas e com melhores efeitos para todos os substratos
observados. Foi demonstrado também que a adi¢cdo de algumas composi¢cdes de NPs, como
6xido de zinco e 6xido de cobre, estdo mais relacionadas a efeitos inibitérios a metanogénese.
Foi demonstrado que 0 aumento na concentracdo e no tamanho das NPs empregadas ndo
acarreta diretamente em melhores resultados na producdo de CH4. Também foi possivel
observar faixas 6timas de tamanho e concentragdo. Foi demonstrado também a importancia
de se padronizar as informagdes minimas necessarias nesse tipo de trabalho. Também foi
possivel discutir algumas relagdes ente as condi¢Ges geopoliticas globais e a origem dos
trabalhos analisados. No segundo eixo, experimentos pilotos foram realizados de maneira a
explorar a potencial aplicacdo de NMOBs na DA para 0 aumento da produgdo de biogés. Os
resultados inéditos indicam possiveis beneficios da adicdo de NMOBs na producdo de biogas
e, apesar de ainda pouco conclusivos, estes foram (até onde se sabe) os primeiros
experimentos envolvendo NMOBs e biogas. Foi demonstrado, portanto, que BMs e NMOBs
possuem grande potencial de inovacdo biotecnoldgica na producdo de energia verde. Os
resultados da meta-analise combinados aos dados experimentais indicam também que 0s
impactos na adicdo de NPs e NMOBs estdo relacionados a caracteristicas dos substratos, que
influenciam diretamente no perfil da comunidade microbiana. Ressaltam, ainda, a
importancia de analises multifatoriais para o desenvolvimento e evolucdo dessa fonte de
energia. No futuro, novos testes serdo realizados de modo a esclarecer mais detalhes, bem
como explorar mais aplicacdes da NMOBs e BMs para a otimizacao da producédo de biogas.
Por fim, € possivel compreender que a tecnologia para a producéo de biogas por DA é uma
tecnologia altamente multidisciplinar, sendo imperativo que haja a colaboracdo entre
diferentes areas de modo a evoluir de maneira mais completa a compreensao a respeito dessa

promissora solucdo de sustentabilidade.

Palavras-chave: energia renovavel, biogéas, digestdo anaerdbica, nanoparticulas,

magnetossomos



Abstract

de Castro, Jalia Cunha. Emprego de nanoparticulas magnéticas de origem bioldgica para o
aumento da producdo de biogas por digestdo anaerdbica. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias -
Biotecnologia Vegetal e Bioprocessos) — Decania do Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, 2023.

In recent decades, the demand for the use of sustainable and renewable energy has
been growing. Among them, the production of biogas from organic waste, generated in a
complex process called anaerobic digestion (AD), stands out. AD has several economic and
environmental advantages, however, there are still some challenges in the efficiency and
stability of the process that discourage investment by companies and governments in this
energy source. Strategies are then proposed to overcome such difficulties, with a promising
option being the addition of nanoparticles (NPs) to the digestate during the biogas production
process. The increase in biogas production with the addition of NPs seems to be related to
the supply of some important elements for the microorganisms involved in the process, but
mainly to the improvement of the interspecies direct electron transfer (DIET) process, an
important activity in the production and quality of the biogas. In nature, a group of
microorganisms called magnetotactic bacteria (BMs) are able to produce nanostructures of
magnetite (Fe304) or greigite (Fe3S4) surrounded by a membrane and aligned in a chain in
the cell, known as magnetosomes. These structures, named in this work as “magnetic
nanoparticles of biological origin (NMOBs)”, arouse great biotechnological interest due to
their biological membrane, high chemical purity, crystallographic perfection and strict shapes
and sizes. In addition, their production is a sustainable and economically advantageous
process, and they have potential for magnetic recovery. Faced with this potential, the
objective of this work is to analyze the impact of different NPs reported in the literature and
experimentally compare the effect of adding NMOBs and synthetic NPs (NPSs) in different
substrates on AD. The results were divided into two axes: the meta-analysis of the literature
and the experimental results of adding NMOBs and NPSs in AD. Through meta-analysis, the
impact of NPs of different compositions, sizes and concentrations on CH4 production by AD
was demonstrated. The superiority of cobalt, iron and magnetite nanoparticles in increasing

CH4 production was observed, comparing described parameters and their greatest benefits.
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Magnetite NPs were the most used and with the best effects for all observed substrates. It
was also demonstrated that the addition of some NPs compositions, such as zinc oxide and
copper oxide, are more related to inhibitory effects on methanogenesis. It was demonstrated
that the increase in the concentration and size of the employed NPs does not directly result
in better results in the production of CH4. It was also possible to observe optimal ranges of
size and concentration. The importance of standardizing the minimum information required
in this type of work was also demonstrated. It was also possible to discuss some relationships
between global geopolitical conditions and the origin of the works analyzed. In the second
axis, pilot experiments were carried out in order to explore the potential application of
NMOBs in AD to increase biogas production. The unpublished results indicate possible
benefits of adding NMOBs in the production of biogas and, although not yet conclusive,
these were (as far as we know) the first experiments involving NMOBs and biogas. It was
demonstrated, therefore, that BMs and NMOBs have great potential for biotechnological
innovation in the production of green energy. The results of the meta-analysis combined with
experimental data also indicate that the impacts of adding NPs and NMOBs are related to
substrate characteristics, which directly influence the profile of the microbial community.
They also emphasize the importance of multifactorial analyzes for the development and
evolution of this energy source. In the future, new tests will be carried out in order to clarify
more details, as well as explore more applications of NMOBs and BMs for the optimization
of biogas production. Finally, it is possible to understand that the technology for the
production of biogas by AD is a highly multidisciplinary technology, and it is imperative that
there is collaboration between different areas in order to evolve in a more complete way the

understanding about this promising sustainability solution.

Key words: renewable energy, biogas, anaerobic digestion, nanoparticles, magnetosomes
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Lista de abreviaturas
BMs: Bactérias magnetotéaticas
C/N: Relagéo carbono/nitrogénio
DA: Digestdo anaerdbica

DIET: Transferéncia direta de elétrons interespécies (do inglés direct interspecies electron

transfer)

GEEs: Gases do efeito estufa

MET: Microscopia eletrdnica de transmissédo

MGC: Agrupamento de genes do magnetossomo (do inglés magnetosome gene cluster)
NMOBs: Nanoparticulas magnéticas de origem bioldgica

NPs: Nanoparticulas

NPSs: Nanoparticulas sintéticas

ONU: Organizacao das Nacdes Unidas

PCA: Analise de componentes principais (no inglés principal components analysis)
TWh: Terawatts-hora

Z\V1: Ferro zero valente ou ferro de valéncia zero
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de concentracdo empregada nos experimentos analisSados...........cccevvvveereeresieseeseeseereeieas 50

Figura 16. Gréficos de dispersdo do impacto na producdo de CHs em diferentes substratos
testados para NPs de magnetita (A e B), ferro (C e D) e cobalto (E e F) frente a variacdo de
tamanho (A, C e E) e concentracdo de NPs (B, D e F). As cores de cada ponto indicam a

categoria de SUDSErAt tESTATA. . ........ccveieeie e 51

Figura 17. Grafico de superficie 3D (A e C) e de contorno (B e D) a partir do estimador de
densidade de Kernel. A elevacéo da superficie é proporcional a densidade de dados com os
valores referentes as coordenadas dos eixos horizontais. E demonstrada visualmente a
distribui¢do dos dados de aumento da producdo de CHs4 (RR CHs) em fungéo a variagdo de
(A e B) Concentracdo (mg/L) e (C e D) Tamanho (NM).......ccccccvvieiiiiiiiinciie e, 52

Figura 18. Distribuicdo de tamanhos de NPs de magnetita e seu impacto na DA; Impactos
entre trés faixas de tamanho na produgdo de CHs4 (A); Grafico de disperséo de impactos na
producéo de CH4 (RR) de NPs menores que 50 nm em funcgdo da concentragdo adicionada
(B); Grafico de dispersdo de impactos na producdo de CH4 (RR) de NPs entre 50 e 100 nm

em funcdo da concentracdo adicionada (C).........cccvvvviviiiicie e 55

Figura 19. Comparacdo do aumento na produgdo de CH4 (RR) entre NPs de magnetita puras
e funcionalizadas. As barras representam o desvio padrdo dos dados de cada um dos

[0 (1] 010 LSS 56
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Figura 20. Microscopia eletronica de transmisséo (A e B) das NMOBs da cepa
Magnetovibrio blakemorei MV-1T; (C e D) NPSs obtidas comercialmente (Sigma-Aldrich.
EUA; Ref:1317-61-9). E possivel observar a diferenca de uniformidade e de perfeicio
cristalogréfica entre as NMOBs, em menor e maior aumento (A e B, respectivamente) e NPSs
em maior e menor aumento (C e D respectivamente), além da tendéncia a formar agregados
PEIAS NPSS (C 8 D).ttt et bbbt nr et en et s 57

Figura 21. Producéo de CH4 ao longo do experimento na primeira rodada de experimentos
utilizando digestatos provenientes de digestores anaerébicos de esterco em que foram
adicionadas 100 mg/L de NMOBs (violeta) ou NPS (laranja). O grupo controle est&
representado pelos pontos de cor verde. A, B, C e D representam diferentes Plantas de
digestores anaerdbicos fontes do lodo, nesta rodada de experimentos, todos os lodos
empregados eram provenientes de Plantas operando com esterco animal como
100 Lo TSSO SSSSPSR 59

Figura 22. Concentracdo de CH4 ao longo do periodo de incubacéo de lodos anaerdbicos na
segunda rodada de experimentos em que foram adicionadas 100 mg/L de NMOBs (violeta)
ou NPS (laranja). O grupo controle esta representado pelos pontos de cor verde. (A) Lodo de
digestor operando com residuo de alimentos como substrato; (B) Lodo de digestor operando
com esterco animal como substrato; (C) Lodo de digestor operando com residuo de alimentos
como substrato; (D) Lodo de digestor operando com residuo de esgoto municipal como
SUDSEIALO. 1.ttt sttt b e st b ekttt r et n e et er et e enbe e enes 61
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1. INTRODUCAO
1.1. Sustentabilidade e os desafios da energia limpa

O termo sustentabilidade foi usado oficialmente pela primeira vez em 1979 na
Assembleia Geral das Nagdes Unidas e assumido pelos governos em 1987 com a publicagéo
do documento “Our Common Future” sob a coordenacdo da primeira ministra da Noruega,
Gro Brundland. O termo tem como base a ideia de um “desenvolvimento que assegure as
necessidades do presente sem prejudicar a capacidade das geragdes futuras de terem
atendidas suas necessidades imediatas” (BRUNDTLAND, 1987; TOLBA; BISWAS, 1991).
Portanto, engloba diferentes esferas que regem a sociedade humana, sendo elas Biosfera,

Economia e Sociedade, as quais estdo intimamente interligadas.

Partindo do conceito de que o planeta Terra funciona como um “sistema fechado” ou
como um “Unico sistema vivo integrado”, entende-se que Seus recursos e a capacidade de
recuperacdo de impactos ndo sao infinitos (LOVELOCK; MARGULIS, 1974). A partir disto,
cientistas liderados pelo Stockholm Resilience Center, em 2009, propuseram nove “Limites
Planetarios” que ndo devem ser ultrapassados, de modo a evitar desastres naturais e danos
ambientais irreversiveis. Sendo assim, representam o quanto a humanidade pode explorar o
ambiente em prol do seu desenvolvimento sem que 0s impactos causados sejam irreversiveis
(ROCKSTROM et al., 2009). Esses limites sdo: mudanga climatica; integridade da biosfera
(diversidade genética e diversidade funcional); mudancas no uso da terra; uso da agua doce;
deplecdo do oz6nio estratosfeérico; fluxo bioquimico (nitrogénio e fésforo); acidificacdo do
oceano; carga de aerossOis na atmosfera; e novas entidades, definidas como novas

substancias e novas formas de substancias que podem causar danos no ambiente.

A situacdo de cada um dos limites propostos € representada no diagrama abaixo
(Figura 1), sendo as regifes em verde a zona segura de atividades, as amarelas de risco em
crescimento, e a vermelha a zona de alto risco. Os processos cujos limites planetarios ndo
foram ainda possiveis de quantificar sdo representados em cinza. Observa-se que os limites
de fosforo (P) e nitrogénio (N) ja se encontram em situagdo de alto risco (STEFFEN et al.,
2015).
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Figura 1. Diagrama ilustrativo dos limites planetarios em 2015. Status atual das variaveis de
controle dos limites planetarios. A zona verde é o espaco operacional seguro, o amarelo
representa a zona de incerteza (risco crescente) e o vermelho € uma zona de alto risco. O
limite planetario estd em a intersecdo das zonas verdes e amarelas. Processos para 0s quais
os limites de nivel global ainda ndo podem ser quantificados sdo representados por zonas
cinza. Imagem traduzida de STEFFEN et al. (2015).

1.2 Biogas

Em relacdo aos processos promissores para um cenario de desenvolvimento
sustentavel, destaca-se a producdo de biogas, uma fonte de energia renovavel obtida a partir
de matéria organica com potencial para substituir os combustiveis fosseis (SCHNURER;
JARVIS, 2010). Além de renovavel, a producdo de biogas se relaciona também com a
problematica da destinacdo dos residuos urbanos, industriais e agricolas, uma vez que
permite a geracdo de energia a partir de matéria organica que seria descartada no ambiente,

gerando altos custos de tratamento e/ou poluicdo (GOSWAMI et al., 2016).

Dentre as vantagens do processo, 0 metano (CHa) produzido, também referido como
CH4, detém o maior interesse econdémico do biogas, uma vez que pode ser usado para a

geracgdo de calor, energia elétrica, como combustivel para veiculos, além de substituir o gas
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natural como matéria-prima para a producao de produtos quimicos e materiais. S&o propostos
ainda estudos que visam aproveitar o CO2 e Hz gerados para outros fins (FEHRENBACH et
al., 2008). Além disso, por se tratar de geracao de CH4 proveniente de residuos orgénicos, o
qual seria inevitavelmente produzido e liberado na atmosfera em aterros, lixdes ou mesmo
na natureza, a producdo de biogas também esta relacionada a reducdo das emissdes de gases
do efeito estufa (GEE). Isto se deve ao fato de que a eletricidade gerada a partir do biogas
gera menos CO; e ndo acrescenta na atmosfera novas moléculas de GEEs, como acontece
com os combustiveis fosseis (OBAIDEEN et al., 2022).

Ainda, o digestato (residuo organico ap6s a digestdo anaerdbia, constituido pela
matéria-prima parcialmente degradada, microrganismos e metabolitos microbianos) contem
frequentemente quantidades relevantes de nutrientes como potassio (K), nitrogénio (N) e
fosforo (P). Tratam-se de importantes macronutrientes para a agricultura, contribuindo para
o potencial emprego do digestato como biofertilizante de alta qualidade e como um substituto
sustentavel aos fertilizantes de origem mineral usados atualmente na agricultura (DENG;
LIU; WANG, 2020; WEILAND, 2010).

Um dos eixos cujo limite planetario se encontra na categoria de “alto risco” é 0 USO
de N e P, elementos de suma importancia na composicao dos sistemas bioldgicos, presentes
nas membranas celulares, DNA, aminoacidos e proteinas, por exemplo. A demanda por esses
nutrientes, especialmente na agricultura extensiva, aumenta anualmente, enquanto as
reservas destes elementos diminuem a cada ano. 1sso ocorre, dentre outras razoes, devido ao
ndo reaproveitamento dos mesmos e sua disposicao inadequada no ambiente, frequentemente
resultando em processos de eutrofizacdo de corpos d’agua (ALEXANDRATOS;
BRUINSMAJELLE, 2012; LI et al., 2021; SENGUPTA; NAWAZ; BEAUDRY, 2015).

1.2.1. A digestdo anaeroObica

O biogés gerado por digestdo anaerobica (DA) é produzido no interior de digestores
anaerdbios, estruturas em que sdo mantidas as condicdes adequadas de temperatura, pH,
umidade, agitacdo para degradacdo de matéria orgénica e producdo do biogas por
microrganismos. A configuragdo destas estruturas varia de acordo com as necessidades locais

de clima e terreno bem como as caracteristicas dos diferentes substratos. A utilizacdo destes
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digestores visa, de modo geral, manter uma boa densidade de microrganismos em relagdo ao
aporte de substratos para a digestdo (APPELS et al., 2008; DENG; LI1U; WANG, 2020).

A DA pode ocorrer em diferentes faixas de temperatura, sendo elas 50-57°C
(termofilica); 30-41°C (mesofilica) ou 15-22°C (psicrofilica) (GOSWAMI et al., 2016). A
digestdo termofilica apresenta-se como uma opc¢édo de producao mais rapida, uma vez que as
taxas de reacdes bioquimicas tendem a aumentar frente a elevacdo da temperatura, além de
otimizar a degradacdo de solidos organicos e favorecer a destruicdo de patdégenos. Contudo,
por exigir maior aporte energético, pode ndo apresentar-se como a opg¢ao mais lucrativa, em

especial em paises de clima frio (APPELS et al., 2008).

A matéria-prima usada para a producdo do biogas, como mencionado anteriormente,
séo os residuos organicos, chamados de substratos. O tipo de substrato determina a taxa de
degradacédo e a sua influéncia deve ser considerada na DA e no controle do processo. A
proporcdo de carboidratos, lipideos, proteinas, minerais e microelementos adequados é
essencial para o crescimento e a atividade dos microrganismos envolvidos na DA (DENG;
LIU; WANG, 2020). A composicdo do substrato utilizado para a atividade dos
microrganismos nos reatores desempenha, portanto, papel fundamental na eficiéncia e
estabilidade da producéo de biogas e na qualidade do digestato. Essa importancia tem relagao
com a presenca ou caréncia de elementos como nitrogénio, niquel, fésforo, ferro, cobalto,
zinco, molibdénio e selénio que atendam as necessidades nutricionais dos microrganismos,
mas também de contaminantes potencialmente toxicos e organismos patogénicos presentes
em diferentes substratos (SCHNURER, 2016). A falta de alguns elementos ¢ um dos
principais motivos da baixa eficiéncia do processo de DA, demandando seu fornecimento de
fontes externas ou a partir de um processo de co-digestdo (DEMIREL; SCHERER, 2011).

Para a DA podem ser empregados como substratos residuos municipais (restos de
alimentos e esgoto), bem como residuos de animais (esterco, residuos de abate), da
agricultura e mesmo industriais (producdo téxtil ou cervejeira, por exemplo). As
caracteristicas bioquimicas destes substratos serdo determinantes para o equilibrio (ou néo)
do processo, bem como seu estado de granulacdo, pH, e presenca de contaminantes como

antibidticos, patdgenos, microplasticos e outra particulas que possam ter efeito inibitério para
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a comunidade microbiana da DA (ALKANOK; DEMIREL; ONAY, 2014; GOSWAMI et
al., 2016).

A DA se da por um processo biolégico complexo de conversdo de matéria organica
em metano e didxido de carbono e outros gases por microrganismos, na auséncia de oxigénio,
sendo composto por 4 fases (Figura 2) (ABBASI; TAUSEEF; ABBASI, 2012).

Bactérias

Hidrolise Hidroliticas

Bactérias
Fermentadoras

Fermentacio

Metabolitos intermediarios
(acidos graxos volateis. alcoois,
lactato.....)

Acetogénese Q g Bactérias
sintroficas
H2. CO2 Acetato

CH4.CO2¢ H2

" Microrganismos
Metanogénese p

metanogénicos

Figura 2. Esquema da degradacdo metanogénica de matéria organica em 4 fases. Figura
adaptada de DENG et al. (2020).

A primeira fase da DA se da pela quebra de moléculas grandes/longas como lipideos,
polissacarideos e proteinas por bactérias hidroliticas em mon6émeros (&cidos graxos,
acucares, aminoacidos). Esta etapa, denominada hidrdlise, é principalmente realizada por
bactérias pertencentes a grupos como Acetivibrio, Bacteriodes e Cellulolyticus (GOSWAMI
et al., 2016). Na segunda etapa, também chamada de acidogénese ou fermentagdo, séo
formados os acidos (butirico, acético, propidnico, succinico, latico), alcool, amdnia, didxido
de carbono e hidrogénio pelas denominadas bactérias acidogénicas, por meio de diversas
reacOes fermentativas a partir dos mondmeros gerados na fase anterior. Campylobacter,

Enterobacter, Eubacterium e Peptococcus sdo 0s principais géneros relatados na literatura
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para esta etapa (GOSWAMI et al., 2016; SCHNURER; JARVIS, 2010). Na acetogénese, 0s
produtos da fermentacdo resultantes na etapa anterior séo oxidados em formas mais simples:
acetato, H> e CO,. Estdo presentes nesta fase bactérias dos géneros Syntrophomonas,
Syntrophus, Clostridium e Syntrobacter, a qual requer uma intrinseca cooperagdo entre estes
microrganismos que desempenham a oxidacdo dos compostos e a atividade das arqueias
metanogénicas presentes na proxima e ultima fase (GOSWAMI et al., 2016; KUMAR et al.,
2021).

A metanogénese € a etapa chave para a producdo de metano. Nesta fase,
microrganismos metanogénicos realizam a conversdo de compostos orgéanicos a metano e
CO:o,. Espécies pertencentes ao dominio Archaea séo as Unicas conhecidas até entdo capazes
de realizar o metabolismo denominado metanogénese. Nele ocorre a conversdo de acetato,
hidrogénio ou componentes metila em CHas. Esse grupo, encontrado geralmente em
ambientes anaerobicos, é capaz de produzir metano pela conversao de diferentes compostos
organicos. Estes microrganismos, pertencentes ao dominio Archaea, sdo divididos

metabolicamente em trés grupos:

As metilotroficas realizam a descarboxilacdo de compostos metila (alcoois, aminas
ou sulfitos) e sdo representadas pelas ordens Methanomassiliicoccales, Methanobacteriales
e Methanosarcinales. As hidrogenotroficas sd@o capazes de produzir metano a partir da
reducdo do CO/H,. S&o representadas pelas Methanomassiliicoccales. Dentro de plantas de
biogas € comum a coexisténcia desse grupo e um terceiro grupo: as acetotréficas, as quais
utilizam a rota de descarboxilacdo do acetato. A via metabdlica desempenhada por este
grupo, representado pela ordem Methanosarcinales, foi descrita como a principal rota de
producdo de metano, sendo atribuido aproximadamente 70% do metano total produzido
durante a DA de esgotos domésticos (ENZMANN et al., 2018; GOSWAMI et al., 2016).

1.2.2. Sintrofia na DA

Como descrito acima, sdo observadas relacdes interespecificas envolvendo trocas
metabllicas e energéticas especialmente entre bactérias acetogénicas e arqueias
metanogénicas. Dentre as atividades sintréficas realizadas por estes microrganismos ha a

denominada sintréfica elétrica: a transmissdo direta de elétrons interespécies ou através da



24

producdo de metabdlitos como hidrogénio, dioxido de carbono e formato produzidos por
bactérias quimioheterotréficas, os quais sdo consumidos por arqueias metanogénicas. Essa
sintrofia pode, portanto, se dar diretamente (DIET — direct interspecies electron transfer)
(Figura 3) ou por meio de moléculas intermediarias (MIET — mediated interspecies electron
transfer) (KATO; HASHIMOTO; WATANABE, 2012; KUMAR et al., 2021).

(A) Pilli condutor

: Arqueia
w

Composto oxidado

Composto organico

(B) Proteinas de transporte

de elétrons
S CH
Composto organico ) Arqueia 4
Bacteria metanogénica
€ co,

Composto oxidado

(@)} Material condutor

- CH,
Composto organico Bacteria gl C e~ Arqueia
L > metanogénica
co,

Composto oxidado

Figura 3. llustracdo representando as formas de transferéncia direta de elétrons interespécies
de que podem ocorrer atraves de estruturas celulares (pili condutor) (A), proteinas

transportadoras (B) ou material condutor (C). Imagem traduzida de PARK et al. (2018).

A transferéncia de elétrons por intermédio de moléculas de hidrogénio foi descrita
pela primeira vez por Bryant e colaboradores em 1967. Foi observado por microscopia de
contraste de fase que em uma cultura de Methanobacillus omelianski, na qual era empregado
etanol como substrato oxidavel, havia na realidade dois microrganismos com morfologias
discretamente diferentes. Apds diversos experimentos alterando pressdes de Hz e adicdo de
etanol foi descrita a presenca de um microrganismo Gram-negativo capaz de fermentar etanol
e produzir H, e acetato (mas que era inibido pela alta presséo parcial de Hz) e outro que
utilizava H: (e ndo etanol) para seu crescimento e produgdo de metano. 1sso demonstrou que

a cultura de M. omelianskii mantida em meio de etanol era, na verdade, uma associa¢ao
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simbidtica entre duas espécies (BRYANT et al., 1967). Este feito, somado a posterior
descoberta da transferéncia direta (DIET), contribuiu para o entendimento da complexidade
da producdo de metano na DA e também em seu potencial na estabilidade e resiliéncia do
processo (KUMAR et al., 2021).

A DIET, ao contrario da MIET, permite a transferéncia de elétrons sem a necessidade
de uma molécula intermediaria, podendo ser realizada por meio de pili e materiais condutores
(como NPs e nanotubos) e por meio de proteinas (PARK et al., 2018), representando um
meio alternativo a transferéncia mediada. Em estudos em que a DIET foi estimulada pela
adicdo de materiais condutores foi observada o aumento da producdo de CHs e a estabilizacéo
do sistema em condicOes de estresse de altas taxas de matéria organica, acidez e pressdo
parcial de H; elevada (JIN; ZHAO; ZHANG, 2019; ZHAO et al., 2017).

1.2.3. Desafios na producéo de biogas por DA

Observa-se que, apesar do potencial energético e vantagens ecoldgicas, a producao
de biogés e biofertilizantes ainda apresenta fatores que podem comprometer a eficiéncia e
viabilidade do processo, tornando o investimento nesse tipo de fonte de energia menos
atrativo para governos e empresas (APPELS et al., 2008). Alguns metabolitos gerados
durante as fases da DA podem limitar ou inibir o processo. Por exemplo, a diminuicao do
pH em funcdo do acimulo de acidos graxos, a amonia livre e o sulfeto de hidrogénio (H2S)
produzidos a partir da degradacdo de proteinas (que influenciam a atividade sintrofica e
metabolismo microbiano) inibe a metanogénese e diminui a qualidade do biogas produzido
(DENG,; LIU; WANG, 2020). Além disso, substancias como o HS, produzido na reducédo
do sulfato, se encanado junto ao biogas, pode reduzir a vida Gtil de tubulacbes e outras

instalacGes, além de ser toxico para o ser humano (APPELS et al., 2008).

Alguns destes desafios na producdo de biogas por DA sdo devidos a natureza dos
proprios substratos. Residuos provenientes da agricultura possuem altos indices de celulose
e lignina, macromoléculas presentes na estrutura celular de vegetais e de dificil degradacéo
pela maioria dos microrganismos. Residuos animais, por sua vez, estdo relacionados a altas
taxas de aménia livre e ions amdnio, os quais podem também apresentar papel inibidor na
DA (SCHNURER, 2016).
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1.2.4. Estratégias para otimizacdo da producédo de biogas por DA

O desenvolvimento de novas técnicas que garantam maior custo-beneficio e
competitividade de mercado para este processo tornou-se, portanto, indispensavel para o seu
investimento e implementacdo eficiente. Em consequéncia, a otimizacdo da sua producdo é
uma constante busca para paises e empresas que utilizam e investem nesta fonte de energia
renovavel. Os avancos incluem diferentes pré-tratamentos do substrato, melhorias na
eficiéncia dos reatores, além de métodos de pds-tratamento do biogds produzido
(ANGELIDAKI et al., 2018; MAO et al., 2015; SCHNURER, 2016).

A co-digestéo, por exemplo, se trata da combinagéo de diferentes substratos, como
residuos de plantac@es e residuo animal, de modo a equilibrar as concentracdes de elementos
importantes na estabilidade do sistema. O foco esta frequentemente no equilibrio da razéo
C/N (carbono e nitrogénio) do digestato, a qual é indicada estar em torno de 20:1 (+10)
(SCHNURER; JARVIS, 2018). Em casos nos quais os substratos sdo ricos em proteinas é
comum gue arazdo C/N caia. Também & indicado que esta razéo seja maior quando a digestéo
ocorrer em temperaturas elevadas, de modo a evitar um possivel aumento no pH do sistema
causado pela alta concentracdo de amodnia, 0 que leva a inibicdo dos microrganismos
metanogénicos (JINGURA; KAMUSOKO, 2017)

Outra estratégia comumente utilizada € o pré-tratamento do substrato antes do mesmo
ser introduzido na digestdo propriamente dita. Podem ser mencionados os fisicos (mecéanico,
térmico, ultrassom), quimicos (alcalino, acido, oxidativo), bioldgicos (enzimaéticos e
microbioldgicos) e os combinados. Dentre os beneficios dos diferentes pré-tratamentos estéo
a remocao de materiais ndo passiveis de degradacdo na DA (como pedacos de plastico de
descartaveis), de organismos patogénicos e reducdo da granulometria do substrato (particulas
maiores dificultam a digestdo pelos microrganismos). Assim, ha a melhora da solubilidade e
disponibilidade dos materiais organicos para a digestdo pelos microrganismos. Bactérias
hidroliticas, presentes na primeira etapa do processo de DA, sao particularmente beneficiadas
(MAHAJAN et al., 2020; SCHNURER; JARVIS, 2018).

Ao fim da DA, os gases produzidos podem passar por mais uma etapa de purificagéo

dos gases ali presentes, conhecida com pos-tratamento ou “upgrade”, a qual termina por
q p
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agregar valor ao biogés produzido. Filtrando moléculas indesejadas como H-S, H»O, e/ou
aumentando a concentragéo de substancias de interesse, em particular o CHs, o tratamento do
biogas produzido na DA permite que este seja encanado sem prejuizos as tubulaces ou
ameaca a satde humana, bem como otimizar o valor calorimétrico, dado pelo contetdo de
CH4 (APPELS et al., 2008).

Frente a caréncia de alguns elementos importantes na atividade sintréfica e
enzimatica da comunidade microbiana, além do possivel desequilibrio causado pelo acimulo
de substancias como amonia, H2S e acidos graxos volateis, nos ultimos anos, outra estratégia
vem sendo explorada: o uso de aditivos organicos e inorganicos em escala nano,
micrometrica ou em forma de sais. Estes materiais podem ter efeitos na modulacdo da
comunidade microbiana, na formacdo de biofilmes que tornam o sistema mais resistente, na
adsorcdo de toxinas, no suprimento de micronutrientes como cobalto (Co), molibdénio (Mo)
e ferro (Fe) (essenciais para o funcionamento enzimatico microbiano) e, principalmente no

estimulo a atividade sintrofica da comunidade microbiana, com especial foco na DIET.
1.2.5. Nanoparticulas

A nanotecnologia, estudo e manipulacao de materiais geralmente de 1 a 100 nm, vem
recebendo cada vez mais atencédo da area da biotecnologia. Dentre as razdes para tal interesse,
estdo as vantagens da grande area de superficie de contato e as diversas possibilidades de
interacbes geradas (SATALKAR; ELGER; SHAW, 2016). Nesse trabalho, o termo
“nanoparticulas” (NPs) serdo consideradas também dimensdes nanométricas acima de 100
nm (e menores que 1 um) a fim de incluir alguns dados importantes para discussao do papel

do tamanho de tais estruturas.

Dentre as técnicas existentes para aumentar a eficiéncia na producéo de biogas, uma
delas é a adicdo de NPs no digestato durante o processo de DA (Figura 4). Séo estudadas
diferentes composicdes quimicas para tais NPs como prata, ferro, cobalto, niquel, magnetita
(Fe30s), entre outras (ABDELSALAM et al., 2017a, 2017b; ABDELWAHAB et al., 2020b;
GROSSER et al., 2021; HASSANEIN; KELLER; LANSING, 2021; HASSANEIN;
LANSING; TIKEKAR, 2019).
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Figura 4. Efeitos de NPs em sistemas de digestdo anaerdbica. Figura traduzida de
HASSANEIN et al. (2021).

O beneficio da adicdo de NPs pode estar relacionado a necessidade de elementos
como ferro (Fe), niquel (Ni) e cobalto (Co) e até molibdénio (Mo), importantes no
metabolismo energético e atividade enzimatica dos diferentes microrganismos da
comunidade envolvida na DA (GOSWAMI et al., 2016). Também ha registros de atividades
mitigadoras de substancias toxicas, bem como de estimulo a formacéo de biofilme e outras
estruturas que aumentam a resisténcia, estabilidade e eficiéncia da comunidade microbiana
(KUMAR et al., 2021). A adicdo de NPs pode trazer ainda outros beneficios como a reducédo
do acimulo de &cidos graxos volateis (que em alta quantidade inibem o processo de DA) e
na mitigagcdo do H.S (ABDELWAHAB et al., 2020a; FARGHALI et al., 2020; WANG et
al., 2018).

Em relacdo ao estimulo do metabolismo sintréfico presente na DA, é sugerido que
NPs condutoras estariam relacionadas com o aumento da eficiéncia da transferéncia de
eléetrons entre arqueias metanogénicas e outras espécies de microrganismos
quimioheterotréficos que habitam reatores de biogas, de modo a mediar a DIET, fortalecendo
a sintrofia elétrica, e assim, a producdo de CHs (KATO; HASHIMOTO; WATANABE,
2012).

JIN et al. (2019) tiveram sucesso no aumento de 3-10 vezes na producgdo de biogas

usando NPs de magnetita sintetizadas quimicamente. Esse resultado foi atribuido a
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propriedade da magnetita de aumentar a eficiéncia da DIET (JIN; ZHAO; ZHANG, 2019).
Anteriormente, em 2014, ja havia sido relatado um aumento de 33% na sintrofia dos
microrganismos de um sistema de DA ap0s a suplementacdo de NPs de magnetita (CRUZ
VIGGI et al., 2014).

Contudo, observa-se que, em alguns casos, a presenca de NPs pode levar ao efeito
contrério, causando inibicdo do processo de DA, seja por toxicidade a altas concentraces,
seja pelo desequilibrio da diversidade microbiana (HE et al., 2017; OTERO-GONZALEZ;
FIELD; SIERRA-ALVAREZ, 2014; ZHANG et al., 2021). Adicionalmente, ainda é incerto
0 impacto que tais NPs podem apresentar no ambiente, dependendo de como for realizado
seu descarte. Além disso, as possibilidades de reuso e reciclagem das NPs ainda sdo pouco
exploradas (ABDELWAHAB et al., 2020b).

A maioria das NPs magnéticas sdo produzidas por uma variedade de metodos
artificiais como sintese hidrotermal, microemulséo, decomposicao térmica e co-precipitacao,
sendo estes dois Gltimos os mais empregados (LU; SALABAS; SCHUTH, 2007; REDDY et
al., 2012). Ha ainda a producdo biologica, realizada por macro e microrganismos frente ao
estresse a presenca de alguns elementos no ambiente (PANTIDOS; HORSFALL, 2014) ou
pela formacéo de estruturas com func@es ja descritas, como € o caso dos magnetossomos em
bactérias magnetotaticas (BMs) (VARGAS et al., 2018).

1.3. Bactérias magnetotaticas e magnetossomos
1.3.1 Bactérias magnetotéaticas

Bactérias magnetotaticas (BMs) compreendem um grupo de microrganismos
flagelados capazes de sintetizar nanoestruturas magnéticas denominadas magnetossomos.
Estas estruturas, envoltas por uma membrana biologica e que se alinham em uma ou maltiplas
cadeias dentro da célula, conferem a célula um momento magnético usado para a orientacéo
no ambiente aquatico quimicamente estratificado, comportamento denominado de
magnetotaxia (BAZYLINSKI; FRANKEL, 2004). BMs compdem um grupo com grande
diversidade morfoldgica (Figura 5), sendo observados em varios morfologias como cocos,
ovoides, vibrides, espirilos, bacilos (ABREU et al., 2011; BAZYLINSKI; LEFEVRE;
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SCHULER, 2013), além de formas multicelulares, interacOes interespecificas e protistas
magnetotaticos. BMs sdo amplamente distribuidas filogeneticamente, sendo identificadas
nos filos Proteobacteria (nas classes Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta-, Lambda-, Eta- e
Zetaproteobacteria), Nirospirae, Latescibacteria (WS3), Omnitrophica (divisdo candidata
OP3) e Planctomycetes (ABREU et al., 2007; CHEN et al., 2015; LEAO et al., 2020;
LEFEVRE et al., 2013; LEFEVRE; WU, 2013; LIN et al., 2018; MONTEIL et al., 2019;
MORILLO et al., 2014; ZHOU et al., 2012).

Figura 5. Morfologia de BMs. Microscopia eletrénica de transmissdo (A-C, E-F) e de
varredura (D e G) A-B) cocdide, C) vibrido, D) multicelular esférico, E) espirilo, F) bacilar,
G) multicelular elipsoide. A. com barra de escala de 300 nm. B. E. e F. com barras de escala
medindo 500 nm. C. com barra de 200 nm. D. e G. Barra de escala medindo 2 pum. Todas as
imagens, exceto F, foram obtidas do acervo de imagens do Laboratério de Biologia Celular
e Magnetotaxia do IMPPG, UFRJ.

Em relacdo a biogeografia, BMs sdo organismos cosmopolitas que habitam os mais
variados ambientes aquaticos na Terra. Estdo presentes em sedimentos marinhos, de agua
doce, mangues, em grandes profundidades, em ambientes polares, termais, alcalinos,
hipersalinos, bem como em colunas d'agua estratificadas, geralmente na zona de transicéo
Oxica-anoxica (ZTOA) (ABREU et al., 2016; BAZYLINSKI; FRANKEL, 2004; LEAO et
al., 2016; LEFEVRE; BAZYLINSKI, 2013; LIN et al., 2012, 2013; NASCIMENTO
CORREA et al., 2020).
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1.3.2. Magnetossomos

Magnetossomos s&o as estruturas que conferem a orientacdo magnética utilizada pelas
BMs para se posicionarem em sua zona ideal de crescimento/sobrevivéncia em ambientes
com gradiente quimico vertical (BAZYLINSKI; LEFEVRE; SCHULER, 2013). S&o
estruturas compostas de magnetita (Fe3Os) ou greigita (FesSs), envoltas por membrana e
alinhadas em uma ou mais cadeias dentro do citoplasma celular (FAIVRE et al., 2007). Sua
biogénese ocorre sob forte controle genético, envolvendo mais de 40 genes, especialmente
0s genes mam (magnetosome-associated membrane) e mms (magnetic particle membrane
specific) que estdo agrupados na regido cromossdmica denominada MGC (magnetosome
gene cluster), que apresenta grande similaridade entre as espécies de BMs. Alem destes,
também foram descritos 0s genes man, associados ao filo Nitrospirae e mad, associados aos
magnetossomos formados pela classe Deltaproteobacteria. Fora do MGC, o operon nap
codifica genes para a reducdo do nitrato, apresentando também impacto nos formatos,
tamanhos e/ou cadeias dos magnetossomos em mutantes para tais regides génicas (LI et al.,
2012; UEBE; SCHULER, 2016).

A formacéo dos magnetossomos é um processo complexo descrito, de modo geral, nas
seguintes etapas: 1) invaginacdo da membrana celular interna da bactéria e formacdo de
vesiculas; 2) recrutamento de proteinas na membrana do futuro magnetossomo; 3) sequestro
e acumulo de ferro do meio; 4) nucleacdo do cristal de magnetita ou greigita e seu
crescimento no seu formato e tamanho espécie-especifico; e 5) alinhamento em cadeia. Essas
etapas nao necessariamente ocorrem em momentos distintos (BARBER-ZUCKER;
ZARIVACH, 2017; CYPRIANO et al., 2022; FRANKEL ; BAZYLINSKI, 2006; LIN et al.,
2018; UEBE; SCHULER, 2016). O niimero de magnetossomos por célula varia muito entre
espécies de BMs, mas a maioria descrita até 0 momento possui em torno de 10 a 20 com
tamanhos entre 35 e 120 nm. A porcdo mineral do magnetossomo apresenta alta pureza
quimica, sendo observado que outros elementos além de Fe e O (no caso da magnetita) ou
Fe e S (para greigita) estdo presentes em concentracdes pelo menos 100 vezes inferiores a
magnetita (AMOR et al., 2015). Apresentam também formatos e simetria estritos, além da
perfeicdo cristalografica que confere a essas estruturas a caracteristica de monodominio

magnético, apresentando-se, portanto, permanentemente magnetizados (BUTLER;
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BANERJEE, 1975; CHANG et al., 2006).

Ao se alinharem em cadeia, 0 momento magnético dos magnetossomos é somado,
gerando entdo um momento de dipolo magnético permanente na célula, usado para o
alinhamento passivo as linhas do campo geomagnético que €é essencial para a magnetotaxia.
O alinhamento confere um eixo vertical de orientacdo em um ambiente que normalmente
teria trés dimensoes (dire¢des) de nado. Este direcionamento ajuda as células a encontrar, de
modo mais eficiente, sua concentracdo 6tima de oxigénio em colunas de agua ou sedimentos
quimicamente estratificados (ABREU et al., 2020; LEFEVRE; BAZYLINSKI, 2013).

1.3.3. Aplicages biotecnoldgicas

As BMs e seus magnetossomos, em consequéncia a seus atributos fisicos, quimicos e
biologicos, apresentam caracteristicas de grande interesse biotecnoldgico. Em relacdo aos
magnetossomos, sua pureza quimica, perfeicdo cristalografica e a membrana bioldgica
permitem uma ampla gama de aplicagdes. As BMs, assim como Seus nanocristais
magnéticos, podem ser concentrados com eficiéncia aplicando um campo magnético externo,
como um imd (BAZYLINSKI; LEFEVRE; SCHULER, 2013). Nos ultimos anos, a avaliacio
do potencial desse grupo de microrganismos em diversas aplicacfes da biotecnologia tem
aumentado significativamente e, apesar de a maioria desses estudos estar relacionada a
aplicacdes biomédicas (Figura 6), o valor de NPs de magnetita é reconhecido em vérias areas
do desenvolvimento industrial (VARGAS et al., 2018).
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Figura 6. Representacdo esquematica de um magnetossomo funcionalizado de acordo com
cada aplicacdo descrita na literatura (separacdo de células; hipertermia, liberacao de farmaco,
contraste de imagem, analise de alimentos, imobilizacdo e biorremediacdo enzimatica e

recuperacdo/deteccdo de DNA e antigeno). Imagem traduzida de VARGAS et al. (2018).

A producdo de nanocristais de magnetita por BMs, os quais serdo tratados neste
trabalho como nanoparticulas magnéticas de origem bioldgica (NMOBSs) pode ser realizada
em biorreatores de pequena escala em laboratério (Figura 7). O processo de producdo de
NMOBs a partir de BMs de Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1T, por exemplo, ocorre
primeiramente a partir do cultivo destas células em frascos de 20mL e posteriormente
inoculadas em frasco de 1L que serd utilizado como indculo para biorreator. Este, com
volume util de 2L, é mantido em anaerobiose e agitacdo constante de 100 rpm a 28°C e pH
7,2 por cerca de 192 h. Sdo empregados 6xido nitroso (N2O) como aceptor final de elétrons
e sulfato ferroso (FeSO4) (100 uM) como fonte de ferro, como descrito por SILVA et al.
(2013). Estratégias para 0 aumento do rendimento na producdo de NMOBs em escala vém
sendo exploradas também para outras espécies de BMs como Magnetospirillum

gryphiswaldense cepa MSR-1, Magnetospirillum magneticum cepa AMB-1 e
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Magnetospirillum magnetotacticum cepa MS-1 (BASIT et al., 2020). Apo6s o periodo de
cultivo, as células sdo submetidas a extragdo e purificacdo dos cristais. A obtencdo dessas
estruturas, apos extraidas, apresenta as vantagens de ser um processo totalmente sustentavel
e de qualidade do mineral equivalente a métodos quimicos muito mais caros (CORREA;
PRESCILIANO; ABREU, 2021; SILVA et al., 2013; VARGAS et al., 2018).

Crescimento emfermentador Purificagcdo de magnetossomos

Alimentacédo
“a batelada™? .
Lise da célula bacteriana Concentragdo magnetica

‘ Ultrassonicador
} Prensa francesa
Homegeinizador de alta presséo
~ Lise alcalina

Ms. gryphiswaldense
cepa MSR-1 I

Agitacdo (100 — 200 rpm)
Temperatura (28°C)

pH (6,8-7,2)

pPO2(0-1%)

Figura 7. Esquema ilustrativo da producao e extracdo de NMOBs. Células de Magnetovibrio
blakemorei cepa MV-1T séo cultivadas anaerobicamente em meio liquido com 6xido nitroso
(N20) como aceptor final de elétrons e FeSO4 (100 uM) como fonte de ferro a 28°C, em um
biorreator de bancada e, entdo, lisadas utilizando diferentes métodos fisicos ou quimicos. Os
magnetossomos sdo recuperados utilizando concentracdo e separacdo magnética. Imagem
traduzida de VARGAS et al. (2018).
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2. JUSTIFICATIVA

Dado que a producdo de biogas é uma tecnologia promissora e indispensavel para a
construcdo de um futuro sustentavel, o investimento nesse tipo de energia é imperativo.
Contudo, a producdo eficiente e lucrativa em larga escala apresenta diversos desafios que
desencorajam governos e empresas a investir na sua implementacdo. Sendo assim, o
desenvolvimento de novos meios de otimizar esse processo, e de maneira ainda
ecologicamente correta e sustentivel, se torna necessério e urgente para tornar essa

tecnologia um investimento mais atrativo e de menos risco.

No ambito da nanotecnologia, apesar dos avancos no uso de NPs na DA, ainda sao
observados resultados distintos entre estudos envolvendo a adicdo de NPs de Oxidos de
metais, como o caso de FARGHALI et al. (2019) que observaram aumentos na producgéo de
biogas e CH4 inferiores aos observados anteriormente por ABDELSALAM et al. (2016). Em
sua discussdo, FARGHALI et al. (2019) sugerem que esta diferenca se da devido a diferentes
parametros na metodologia entre os estudos, dentre eles o tamanho das NPs, as condicGes
experimentais e os substratos (ABDELSALAM et al., 2016; FARGHALI et al., 2019). Esse
tipo de discrepancia de resultados ressalta a importancia de estudos que permitam elucidar
parametros e respectivos impactos da adi¢cdo de NPs para o aumento da producéo de biogas
por DA.

As BMs tém sido reconhecidas pela sua relagdo com o ciclo do ferro e tem, como
assinatura estrutural do grupo, a formacdo de NPs magnéticas cujas caracteristicas
apresentam grande diversidade de aplicacdes biotecnoldgicas. As NMOBs poderiam atuar
como as NPs de 6xidos metalicos, otimizando a producéo de biogas e melhorando a DIET.
Além disso, uma das preocupacoes a respeito do uso de NPs sintéticas (NPSs) no processo
de producédo do biogéas incluiu o risco ambiental e o desperdicio desse material, ressaltando
a importancia do uso de métodos de recuperacao eficientes (ABDELWAHAB et al., 2020b).
O momento de dipolo magnético permanente e a caracteristica de monodominio magnético
das NMOBs apresentam-se como vantagens na recuperacdo e reutilizagdo destas NPs
(HAZI et al., 2020).
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar por meio de uma meta-analise o efeito de NPs na DA, de forma a
correlacionar caracteristicas como a composicdo, o tamanho e a concentracdo de NPs e seus
efeitos na producéo de biogas. Utilizar as conclusdes sobre eficiéncia de NPs obtidas na meta-
analise em experimento de avaliacdo do efeito da adicdo de NMOBs na producéo de biogas

e CH4 por DA de modo a comparar com NPSs ja empregadas na literatura.
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar uma revisdo sistematica seguida de uma meta-analise de modo a comparar
o efeito relatado na literatura de diferentes NPs e seus parametros na producao de
CHs por DA,

e Avaliar e comparar 0 impacto de NMOBs e NPSs na DA em pequena escala

laboratorial na producdo de biogas e CHa.
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4. MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos empregados neste trabalho se dividem em dois eixos: uma
revisdo sistematica seguida de uma meta-analise da literatura a respeito de diferentes NPs na
DA; e experimentos envolvendo a producdo e caracterizacdo de NMOBs seguidos da
avaliacdo do efeito de sua adi¢do na producdo de biogas por DA de forma comparativa em
relacdo a adicdo de NPSs em amostras de lodo de diferentes digestores anaerébicos.

4.1. Meta-analise de trabalhos envolvendo o uso de NPs no processo de DA
4.1.1. Palavras-chave, triagem e preenchimento da tabela:

Foi inserido na base de dados Web of Science (https://www.webofknowledge.com) um
cédigo de pesquisa avancada (7'S= ((“anaerobic* digest*” OR biogas OR “*methane
production” OR “*methane yield” OR “CH4 production” OR “CH4 content”) AND
(nanoparticle$ OR “ultrafine particle$” OR “microparticle$” OR “small particle$”) NOT
(microplastic$))) com os filtros para linguagem em inglés e tipo de arquivo artigo com
periodo de 1997 a 2022. Em seguida, foi realizada uma triagem prévia a partir do titulo e
resumo dos artigos retornados pela base de dados, de modo a otimizar o tempo de leitura
completa, excluindo da andlise trabalhos que: 1. Tratassem de outro processo que ndo a
producédo de biogas e/fou CHs por DA; 2. Processos de DA nos quais NPs ndo foram
adicionadas intencionalmente na DA; 3. Artigos os quais ndo sdo dadas informacdes sobre
caracteristicas das NPs, sendo o minimo, a composicdo, tamanho e quantidade adicionada;
4. Trabalhos nos quais ndo foram feitos experimentos e sim modelagem, simulacéo, reviséo

bibliogréafica ou sistematica;

Apos a triagem, os artigos selecionados foram analisados e as seguintes informacdes

(quando presentes) foram inseridas em uma tabela de dados Excel, sendo elas:

e Informacdes gerais (NUmero; 1° autor; Ano de publicacdo; Pais de execucdo do
trabalho; Tipo de reator; Volume do reator; Regime de alimentacdo; Pré-tratamento;

HRT; Temperatura; Numero de réplicas);
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e Informagdes do substrato (Substrato, Classificagdo do substrato, pH, EC, Umidade,
solidos totais (ST), sélidos volateis (SV), C/N, nitrogénio total (TN), fésforo total
(TP), amdnia (NHs), fosfato (PO+*—P), potassio total (TK), enxofre total (Tsulf));

e Informagdes sobre as NPs (Composi¢cdo, Tamanho, Quantidade adicionada, Método
de producéo, Recuperacdo, Método de recuperagdo, Quantidade recuperada);

e Efeitos das NPs (producdo/rendimento de CHa,).
As principais informagdes utilizadas nos resultados deste trabalho estdo no Anexo 1.
4.1.2. Analises estatisticas

Apos a extragdo dos dados de interesse mencionados acima na tabela de Excel, estes
foram submetidos ao método ROUT de identificagdo de outliers (MOTULSKY; BROWN,
2006), seguidos de testes estatisticos de normalidade de Shapiro-Wilk para a deciséo entre
testes de variancia paramétricos ou ndo-paramétricos no programa GraphPad Prism software
version 8.02 (GraphPad, EUA). Também foram realizados testes de correlacdo de Pearson
entre as varidveis “tamanho (nm)” e “concentracdo (mg/L)”, e o aumento da produgao de
CHjs, dada pelo célculo da razéo de resposta (razdo entre a média do grupo experimental e
aquele no grupo controle), expresso abaixo por RR (Equacdo 1) (HEDGES; GUREVITCH,;
CURTIS, 1999).

RR:|H(XT/Xc)

Equacdo 1. Razdo de resposta entre a producdo de CH4 em grupos tratamento (Xr) e grupos

controle (Xc).

Utilizando o software Past (HAMMER, 2001) foram realizadas também anélises
multivariadas de Componentes Principais utilizando o método de pontuacbes-z (PCA —
Principal componentes analysis) e Estimativa de Densidade de Kernel (KDE - Kernel's
density estimator) que forneceu coordenadas usadas pelo Excel 2013 para a elaboragéo de
gréaficos de densidade de modo a analisar o perfil dos dados obtidos (CONLEN, 2022).
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4.2. Producdo de NMOBs
4.2.1. Meio de cultura e cultivo em biorreator

NMOBs foram extraidas a partir de culturas de Magnetovribio blakemorei cepa MV-
17 em biorreator no Laboratdrio de Biologia Celular e Magnetotaxia (LaBMax) em regime
de batelada alimentada baseada no trabalho de SILVA et al. (2013). Nesse processo, as
células foram cultivadas por 48 h em anaerobiose em 25 mL de meio liquido descrito por
SILVA et al. (2013) e escalonada para frasco de 250 mL até a concentragéo de 108 células/mL
e entdo adicionadas ao biorreator (Minifors, Infors HT — Basel, Switzerland) de 5L e volume
de trabalho de 2 L. A densidade celular foi medida por densidade dptica a 600 nm em
espectrofotometro (Biospectro SP-22, Curitiba, PR), considerando o valor de 1,09 x 1010
células/ mL como equivalente a densidade Optica de 1,0 com base no trabalho de SILVA et
al. (2013). O processo foi conduzido em batelada alimentada com suplementagéo de fonte de
ferro (10 mM FeSOa) e N2O a cada 24 h por aproximadamente 192 h e condigdes de pH 7.0,
agitacdo de 100 rpm, a 28°C. As condi¢des anaerodbicas foram mantidas com a injecao de N>

ateé atingir concentragdes indetectaveis de O, sequida de purga com N2O por 15 min.
4.2.2. Extracdo de NMOBs

Para a extracdo de NMOBs partir das células magnetotéaticas cultivadas, ao fim do
periodo de crescimento de 192 h, o meio de cultivo foi centrifugado a 7000 rcf por 30 min a
5°C em Centrifuga Eppendorf 5430R para concentracdo das células e o sobrenadante foi
substituido por tampdo HEPES (10 mM, pH 7.2). O concentrado em seguida foi levado ao
sonicador de ponteira (VCX 500, Sonics) com ciclo de 1h, amplitude de 20%, frequéncia de
20 kHz e intervalos de ativacdo de 30s com objetivo de promover a lise celular. Em seguida,
0s magnetossomos foram concentrados magneticamente com imé de boro-neodimio por 48
h a 4°C para sua separacdo dos demais detritos, seguida da ressuspensdo dos cristais em
tampao HEPES (10 mM) com NaCl (200 mM) e 4 ciclos de ultrassom (60 W, Branson 2200),
com concentracdo magnética, descarte do sobrenadante e subsequente adi¢cdo de novo
volume de tampé&o a cada ciclo (CYPRIANO et al., 2019). A cada lote de producdo, uma
amostra de 5 uL de NMOBs foi depositada em grades de cobre 300 mesh (Electron

Microscopy Sciences, EUA) revestida com formvar e carbono. Ap6s 5 minutos, a gota de
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amostra foi removida com auxilio de papel filtro e a grade foi entdo seca ao ar. Assim, a
amostra foi analisada por microscopia eletronica de transmissdo (MET) FEI Morgagni (FEI
Company, Hillsboro, OR) operando a 80 kV equipado com camera digital CCD MegaView
G2 (Olympus) acoplada, para observacdo das caracteristicas de formato e tamanho dos
cristais como forma de controle de qualidade. As imagens foram enviadas ao software iTEM
(Olympus Soft Imaging Solutions; OLYMPUS) para determinacdo de tamanho médio e fator

de forma dos cristais observados.

Para a comparacdo do impacto de NMOBs na DA, foram utilizadas NPSs de
magnetita (FezO4) disponiveis para venda comercial (Sigma-Aldrich. EUA; Ref:1317-61-9)
as quais possuem dimensdes de 50 a 100 nm. Estas também foram preparadas para MET para

observacdo das caracteristicas de formato e tamanho das NPSs.

4.3. Adicdo de magnetossomos e NPs sintéticas em lodo ativado de diferentes digestores

anaerobicos.
4.3.1 Obtencdo e caracterizacdo de lodo ativado

Diferentes amostras de lodo ativado provenientes de plantas de biodigestores
anaerdbicos em funcionamento foram cedidas através da colaboracdo com o Prof. Alex
Enrich Prast. Em funcdo de normas referentes ao projeto responsavel pela obtencao de tais
amostras, foi solicitado que as informacdes a respeito da localizacéo de tais plantas fossem
mantidas em sigilo. Para a avaliacdo dos contetidos de sélidos totais (ST) e s6lidos volateis
(SV), uma aliquota de 10 mL foi seca a 105°C por 20h em estufa SLW 75 IG SMART (Pol-
Eko, Wodzislaw SL), pesada para a determinacdo de solidos totais, e em seguida, esse
material foi colocado a 550°C por 2h em estufa Nabertherm GmbH (Nabertherm,
Lilienthal/Bremen) e novamente pesado para a determinacdo de SV. O valor obtido de SV
representa qual a parcela de material organico passivel de digestdo de fato compunha o lodo

empregado no experimento.

Em frascos de 3 mL com volume Gtil de 1 mL foram adicionados o lodo ativado e
NPs sintéticas (NPSs) ou nanoparticulas de origem biolégica (NMOBSs) a uma concentracéo

de 100 mg/L, mantendo um grupo sem adi¢do de NPs como grupo controle. O lodo ativado
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compreende uma mistura de agua, microrganismos e matéria organica em decomposicao,
obtido a partir de uma amostragem do digestato presente em digestores anaerdbicos estaveis
operando continuamente. Este tipo de amostra é adequado para estudar o impacto de aditivos
na DA, sem a necessidade de adicionar uma nova fonte de substrato, se utilizado poucos dias
apos sua retirada do biodigestor. Ambos o0s grupos de tratamento e controle foram realizados
em triplicata para maior robustez estatistica. Apos seladas, os frascos foram purgados com
N2 para garantir anaerobiose e em seguida incubadas em temperatura de 40°C com agitacao
de 135 rpm.

Para analise direta do contetdo do biogas produzido, ou seja, o0 quanto do volume de
gés de fato era composto por CH4 ou CO2, as amostras de gas produzidos foram analisadas
no cromatdgrafo gasoso Agilent 7697A Headspace AutoSampler (Agilent Technologies,
EUA). Apoés a conversdo dos resultados gerados pela cromatografia gasosa, obtida a partir
da proporcéo entre os parametros pre-estabelecidos (concentragdes conhecidas empregadas
para calibracdo dos resultados - std), e os dados obtidos pelo cromatégrafo em unidade de
area (Equacao 3), estes foram submetidos a testes estatisticos de normalidade de Shapiro-
Wilk e posteriormente a testes de variancia ANOVA, ambos no programa GraphPad Prism
software version 8.02 (GraphPad, EUA).

Conversdo de dados obtidos pelo cromatdgrafo

CH4 — (4rea CH4 amostra X média area CH4 std)
L] B média [ ] CH4 std

Equacdo 2. Conversdo de dados em unidade de éarea, providos pelo equipamento de

cromatografia gasosa, para unidade de concentracdo em %.
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5. RESULTADOS
5.1. Andlise sistematica e meta-analise

A partir dos dados coletados foi possivel observar e analisar diversas relagdes entre
experimentos envolvendo a adicdo de NPs na DA. Foi observado, durante a triagem, que as
NPs também séo estudadas em outros processos de pré- e pds-digestdo para a melhoria da
qualidade do biogés, bem como no controle de substancias indesejadas. Como o foco deste
trabalho estava em avaliar os beneficios das NPs durante a DA, tais trabalhos ndo foram
considerados, mas demonstram a ampla gama de aplica¢fes que tais estruturas apresentam e

que ainda devem ser exploradas a fundo.
5.1.1. Descricdo do banco de dados

A pesquisa avancada realizada no banco de dados Web of Science resultou em 877
artigos. Apos a triagem inicial, restaram 377 trabalhos e, por fim, ap0s analise e coleta de
dados de acordo com os critérios descritos anteriormente restaram 64 artigos e 290
observac0es, ou seja, 290 linhas na planilha, cada tratamento de adi¢do de determinada NPs

e respectivos resultados.

Foi realizada uma analise descritiva dos trabalhos obtidos e de parametros gerais de
seus respectivos experimentos. Foram observadas diferentes condi¢fes experimentais entre
os volumes dos experimentos que variaram desde frascos de 25 mL a reatores de 10 L, o
tempo de analise, os modelos de reatores e temperatura utilizada. Em sua maioria, 0s
experimentos analisados foram realizados em escala laboratorial, em regime de batelada
mesofilica, ou seja, na faixa entre 30 e 41°C. As concentra¢es de NPs utilizadas eram
expostas em diferentes unidades e s6 puderam ser mantidas na analise as que fossem
passiveis de conversdo para mg/L, unidade essa escolhida por ser a que permitia a conversao
do maior nimero de observacdes. Foi observada também uma grande variacdo na maneira
de expressar as informacdes relacionadas com a producdo de CHa, a concentracao de NPs, 0
tamanho das NPs empregadas e suas origens ou métodos de produgdo, quando estavam
presentes. Os principais dados ja uniformizados e utilizados nas analises deste trabalho

podem ser observados no Anexo 1.
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Ainda utilizando o mecanismo de busca avangada da plataforma Web of Science, foi
possivel obter dados da evolucdo das publicagdes e interesse envolvendo o tema (Figura 8).
Fica claro o crescimento exponencial das publicagdes e citagdes a respeito do assunto a partir
de 2010, evidenciando o aumento do interesse e a importancia dada a pesquisas envolvendo

a NPs e producéo de biogas.
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Figura 8. Evolucédo do numero de publicacdes e citacbes de trabalhos envolvendo biogas por
digestdo anaerdbica e NPs. Figura elaborada a partir dos dados disponiveis na base de dados

Web of Science.

Dentre os paises de origem dos trabalhos analisados, destaca-se a China com uma
contribuicdo de 102 artigos, seguida pelos Estados Unidos com 31 artigos e india com 27

artigos (Figura 9).
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Contribuigdes por pais

Figura 9. Mapa da distribuicdo da origem dos trabalhos empregados na meta-analise. As

cores representam a quantidade de artigos publicados pelo pais incluidos na meta-analise.
5.1.2. Impacto de NPs de diferentes composicdes na producao de CH4 e analises estatisticas

Foram observados diferentes efeitos da adicdo de NPs na producdo de CHa4. Nos
experimentos, algumas NPs sdo estudadas devido também a possiveis efeitos inibitérios.
Assim, foi possivel observar que determinadas NPs estdo mais relacionadas ao aumento da
producdo de metano, enquanto outras demonstram mais impactos negativos na DA (Figura
10). As NPs com melhores efeitos para o aumento da producao de CHa sdo as compostas por
cobalto, ferro zero valente e magnetita. Entretanto, o teste de variancia entre estes grupos nao
apontou diferenca significativa (p>0,05). O 6xido de zinco apresentou diferenca significativa
com o0s demais grupos, bem como o 6xido de cobre, indicando maiores efeitos inibitdrios

relatados do que benéficos.
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Impacto da composicgao de
NPs na producao de CH4

Composigéo (n=10)= ——i
Combinacgéo (n=22)= —e—i
Ferro zero valente (n=52)= ——
Oxido de ferro (n=6)= —o—i
Magnetita (n=7107)- ——
Niquel (n=16)- —e—
Cobalto (n=117)- —e—i
Prata (n=4)=— Heo—

Oxido de zinco (n=20)= : .

Oxido de titanio (n=7) o
Oxido de niquel (n=4)= — -
Oxido de magnésio (n=4)= o

Oxido de manganés (n=4)= ' .
Oxido de cobalto (n=6)= ——i

Oxidode cobre (n=3)-

Figura 10. Comparacdo do impacto de diferentes composicdes de NPs. As barras indicam o
desvio padrdo (SD) em relacdo a média (pontos centrais) das amostras. Dados ja filtrados

pela identificacdo de outliers ROUT; n indica 0 numero de observacoes.

E possivel observar que algumas composicdes de NPs foram testadas em diversos
tipos de substratos, enquanto outras composicGes se restringiram a poucos substratos
especificos. Quando avaliados diferentes tipos de substratos (seccionados por residuos de
agricultura, industrial, municipal animal, co-digestdo, biomassa aquéatica e substrato
sintético), é possivel observar que apenas a magnetita foi avaliada para todas as categorias

de substrato e para todas apresenta, em média, melhores resultados (Figura 11).
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Figura 11. Comparacdo do impacto de diferentes composi¢cdes de NPs por categoria de
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substrato. Agricultura (A); Residuo animal (B); Biomassa aquética (C); Co-digestdo (D);

Residuo industrial (E); Residuo municipal (F); Sintético (G).
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5.1.3. Impacto da variagdo de concentracdes e tamanho das NPs na producéo de CHa

Foram coletados dados das caracteristicas das NPs utilizadas em cada experimento
analisado, bem como os substratos empregados e 0 aumento da producgédo de CH4 em relacéo
ao grupo controle de cada um. As concentracGes observadas variaram de 0,03 a 5000 mg/L,
se concentrando mais até 200 mg/L, e os tamanhos analisados foram delimitados entre 4 e

500 nm, se mantendo majoritariamente até os 200 nm (Figura 12).
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Figura 12. Graficos de distribuicdo da frequéncia de emprego de tamanhos e concentracGes
de NPs nos trabalhos avaliados na meta-analise. Regides mais estreitas apontam valores
menos frequentes no banco de dados enquanto regides mais largas apontam maior quantidade
de observacbes com respectivos valores. (A) Grafico de frequéncia com valores brutos de
tamanhos empregados; (B) Grafico de frequéncia com valores brutos de concentragdes
empregadas; (C) Gréafico de frequéncia com valores de tamanhos tratados pelo método
ROUT de identificacdo de outliers; (D) Grafico de frequéncia com valores de tamanhos

tratados pelo método ROUT de identificacdo de outliers.
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5.1.3.1 Andlise de componentes principais (PCA) das caracteristicas de NPs

Foram obtidos uma ampla gama de dados referentes a variacdo de tamanho e
concentracdo das NPs empregadas nos experimentos relatados na literatura. Para uma viséo
integrada de tais fatores, foi utilizada a analise de componentes principais (PCA - principal
components analysis) para avaliar o peso que tais variaveis (tamanho e concentracdo de NPs)
desempenham na producéo de CH4 em relagcdo aos respectivos grupos controles (RR) (Figura
13). Os componentes PC1 (37,745%) e PC2 (32,834%) explicam, em conjunto, 70,58% da
variacdo contida nos dados coletados (Figura 13B). E possivel observar que, de maneira
geral, sem separacao de grupos de substratos ou NPs 0 aumento nos componentes de tamanho
e concentracdo (representado pelos vetores de cada variavel), apesar de proximas entre si,
ndo explicam diretamente o aumento na resposta em relagéo a producéo de CH4, expressa por
RR (Figura 13 Ae C).

A B

Scater plot Summary
S A
- .0 1 1,132340 37,745
2 0,985027 32,834
7 3 0882631 29,421 ]
= &
@ Tamanho
8 C Loadings
o
w
Colunas PC1 PC2 PC3
B0 45 30 s T gt 30 45 60 Tamanho 0,6035 0,50798 -0,61461
n . Concentragdo 0,68429  0,065743 0,72624
RR -0,40932  0,85886  0,30793
Component 1

Figura 13. PCA de parametros dos experimentos analisados. Sumario de PC1 (37,745%) e
PC2 (32,834%) explicam, em conjunto, 70,58% da variacdo contida nos dados (B). Tabela

de peso e direcdo (positivo e negativo) dado entre os vetores “tamanho”, “concentra¢ao” e
“RR” (C).
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5.1.3.2. Impacto do tamanho das NPs na producéo de CH4

A partir da andlise da superficie gerada pelo estimador de densidade de Kernel (KDE
— Kernel'’s density estimator), observa-se que o aumento do tamanho da nanoparticula, de
maneira geral, ndo resulta em maiores efeitos benéficos na producédo de biogés, ou seja, em
um RR maior (Figura 14). O método de KDE permite que se observe o perfil de densidade
de distribuicdo dos dados frente a duas variaveis. Em outras palavras, ele permite que se
observe em que pontos referentes as duas variaveis os dados obtidos estdo mais concentrados.
Dessa forma, também é possivel observar que, de maneira geral, sdo muito mais utilizadas
NPs com dimensdes entre 4 e 120 nm, como foi também demonstrado previamente na Figura

14.

Impacto do tamanho de NPs na producéao de CH4
pelo Estimador de Densidade de Kernel
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Figura 14. Grafico de superficie 3D (A) e de contorno (B) gerada a partir da Estimativa de
Densidade de Kernel. A elevacdo da superficie € proporcional a densidade de dados com os
valores referentes as coordenadas dos eixos horizontais. E demonstrada visualmente a
distribuicdo dos dados de aumento da producdo de metano (RR CH4) em funcéo da variacéo

do tamanho das NPs (nm) empregadas nos experimentos analisados.
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5.1.3.3. Impacto da concentragéo de adi¢do de NPs na producdo de CHa

As superficies obtidas a partir da estimativa de densidade de Kernel realizadas no
programa Past (HAMMER, 2001) para diferentes concentragdes de NPs demonstraram que,
em geral, 0 aumento na quantidade de NPs adicionadas ndo resulta necessariamente no
aumento da producéo de CHg (Figura 15). E possivel observar pelos picos de densidade que
a maioria dos experimentos ndo emprega concentracbes acima de 700 mg/L. Contudo,
aqueles que usam concentragdes acima de 1000 mg/L n&o resultam em melhores respostas
quanto a producao de CH4, 0 que é demonstrado pelas discretas elevac6es ao longo do eixo
x (concentragéo) alinhadas na mesma faixa do eixo y (RR).

Impacto da concentracdo de NPs na producao de CH4
pelo Estimador de Densidade de Kernel
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Figura 15. Grafico de superficie 3D (A) e de contorno (B) gerada a partir da Estimativa de
Densidade de Kernel. A elevacdo da superficie € proporcional a densidade de dados com os
valores referentes as coordenadas dos eixos horizontais. E demonstrada visualmente a
distribuicdo dos dados de aumento da producdo de metano (RR CH4) em funcdo da variacédo

de concentracdo empregada nos experimentos analisados.
5.1.4. Magnetita, Ferro e cobalto

A comparagéo entre o impacto de diferentes composigdes de NPs na producdo de CH4
demonstrou superioridade das NPs compostas por cobalto, ferro e magnetita. Apesar de

apenas as NPs de magnetita estarem presentes em experimentos em todas as categorias de
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substratos analisadas, é possivel ainda separar os resultados de acordo com o substrato
utilizado em cada experimento (Figura 16).

A magnetita foi a Gnica das trés melhores composicdes de NPs testada com residuo
de agricultura. Este substrato apresentou os melhores impactos na producéo de CHa, quando
empregadas NPs de 50 nm e concentracGes abaixo de 50 mg/L. NPs de magnetita testadas
em residuos municipais, também obtiveram bons resultados em concentracées inferiores a
150 mg/L, mas também entre 600 e 800 mg/L (Figura 16 A e B). As adi¢Bes de NPs de ferro
por sua vez, obtiveram os melhores resultados com substratos de origem municipal com NPs
abaixo de 100 nm, mas com concentragdes tanto inferiores a 50 mg/L (50 nm) como acima
de 500 mg/L (50-100 nm). As adi¢des de NPs de cobalto por fim, apesar de apresentarem a
melhor média em resposta na produgdo de CHa, foi testado apenas em substratos de origem
animal e de biomassa aquaticas. E valido observar que foram empregadas baixas

concentracdes dessa NP e que as inferiores a 3 mg/L que apresentaram melhores resultados.
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Figura 16. Gréaficos de dispersdo do impacto na producdo de CH4em diferentes substratos
testados para NPs de magnetita (A e B), ferro (C e D) e cobalto (E e F) frente a variacdo de
tamanho (A, C e E) e concentracdo de NPs (B, D e F). As cores de cada ponto indicam a
categoria de substrato testada. REGULARIZAR EIXOS
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5.1.5. Magnetita
5.1.5.1 Tamanho e concentracdo da magnetita

Dado o desempenho e nimero de observagfes (n) superiores de experimentos com
magnetita, foi possivel avaliar individualmente esta composicdo de NPs em termos mais
aprofundados de tamanho e concentracdo. Para a magnetita, quando avaliado o tamanho e a
concentracdo separadamente pelo estimador de densidade de Kernel, de fato, a concentragéo

ndo parece influir em maior ou menor impacto na producdo de CH4 (Figura 17).

Impacto da Concentracao e Tamanho de NPs de Magnetita na
producao de CH4 pelo Estimador de Densidade de Kernel

B

ST N S R S
RR CHa

]n n e oo e W

RR CHA

<2 e
1 G R

3580
4243
A506

Concentragdo (mg/L)

RR CHa

W L
o

[=]
- @ F

RR CHa
T

[=]
o

= =]

123
321
400
440
41

-
M

Tamanho (nm)

242

= M ™Mo
L = =

Tamanho (nm)

Figura 17. Grafico de superficie 3D (A e C) e de contorno (B e D) a partir do estimador de
densidade de Kernel. A elevacdo da superficie é proporcional a densidade de dados com 0s
valores referentes as coordenadas dos eixos horizontais. E demonstrada visualmente a
distribuicéo dos dados de aumento da producéo de CH4 (RR CH4) em fungéo a variagdo de

(A e B) Concentracgdo (mg/L) e (C e D) Tamanho (nm).
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Foi possivel tambem separar as observacdes de NPs de magnetita em 3 faixas de
tamanho: NPs menores que 50 nm, NPs de 50 a 100 nm (frequentemente essa faixa é
empregada para caracterizar as dimensfes das NPs e ndo o seu tamanho médio, como por
exemplo, na Sigma-Aldrich, EUA) e NPs maiores de 100 nm (as quais estéo inclusive acima
das dimensdes tradicionais atribuidas a nanotecnologia) (Figura 18 A). Quando o impacto de
NPs de magnetita na produgédo de CH4 foi comparado por faixa de tamanho, observa-se que
em estudos que empregaram faixas de até 50 nm e entre 50 e 100 foram obtidos melhores
resultados, sendo observado resultados inferiores na producdo de CHsem NPs maiores que
100 nm (Figura 18 A). A andlise de variancia de Kruskal-Wallis (devido as distribuicdes ndo
terem passado no teste de normalidade de Shapiro-Wilk), seguida do teste de comparacdes
multiplas de Dunn, apontou diferenca significativa apenas entre o conjunto de NPs >100 nm
em comparagao ao grupo 50-100 nm (p= 0,0422). NPs de até 50 nm e NPs entre 50 e 100
nm ndo apresentaram diferencas significativas. O gréafico de distribuicdo de violino (Figura
18A) demonstra que, apesar de NPs de dimensdes inferiores a 50 nm apresentarem 0s
resultados mais altos em relagéo a respostas de CHs (RR), a faixa com NPs entre 50 e 100
nm tem maior quantidade de observacGes com maiores aumentos na producao de CH4 que as

demais faixas.

Foram entdo avaliadas o impacto das NPs de magnetita na producdo de CHs em
funcéo da concentracdo adicionada para cada uma das faixas de tamanho. Apenas NPs com
dimensdes de até 50 nm demonstraram correlagéo significativa (p=0,0433), apesar de baixo
ajuste (r? = 0,06324), as quais apenas demonstram maiores beneficios quando adicionadas
em menos de 100 mg/L (Figura 18B). Para NPs com dimensdes entre 50 e 100 nm, impactos
semelhantes na producéo de CH4 foram encontrados para concentragcdes de aproximadamente
50 mg/L e 800 mg/L (Figura 18C).
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Figura 18. Distribuicdo de tamanhos de NPs de magnetita e seu impacto na DA; Impactos
entre trés faixas de tamanho na produgédo de CHs4 (A); Grafico de disperséo de impactos na
producéo de CH4 (RR) de NPs menores que 50 nm em fungdo da concentragdo adicionada
(B); Grafico de dispersao de impactos na producao de CH4 (RR) de NPs entre 50 e 100 nm

em funcdo da concentracédo adicionada (C).
5.1.5.2. Funcionalizacdo de NPs de magnetita

Foi analisada a producdo de CHs quando NPs de magnetita com algum tipo de
funcionalizacdo ou ndo foram adicionadas ao processo de producéo de biogas (Figura 19).
Apesar de uma aparente maior media de producdo de CHs obtido no conjunto de NPs
funcionalizadas, o Teste de Mann-Witney de variancia ndo apontou diferenca significativa
entre 0s grupos. Vale observar que a quantidade de trabalhos empregando NPs
funcionalizadas foi bem inferior ao de NPs sem funcionalizacdo, indicando que este campo
ainda est4 em expansdo. As funcionaliza¢des observadas incluem ureia (ALI et al., 2022),
carbamida (ALI; MAHAR; SHERAZI, 2020), citrato (BOSCARO et al., 2022), amina
(KHALID et al., 2019) e surfactantes (LIU et al., 2021).
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Figura 19. Comparacgdo do aumento na producdo de CH4 (RR) entre NPs de magnetita puras

e funcionalizadas. As barras representam o desvio padréo dos dados de cada um dos grupos.
5.2. Efeito de NMOBs na producéo de biogas
5.2.1. Analise por microscopia eletrénica de transmissdo de NMOBs e NPSs

Apos a producdo de NMOBSs em escala laboratorial, estas foram observadas por MET
para analise de suas caracteristicas estruturais. Os cristais provenientes do vibrido
magnetotatico Magnetovibrio blakemorei cepa MV-1T apresentaram formatos prismaticos e
tamanho e fator de forma constantes de 60,0 + 4 nm e 0,69 + 0,06, respectivamente (Figura
20 A e B; n = 100). Nao foram observados cristais com defeitos em planos cristalinos.
Também foi observada a integridade da membrana do magnetossomo preservada durante o

processo de extracdo e purificacdo eficientes.

As NPSs por sua vez sdo descritas pelo fabricante com dimensdes entre 50 e 100 nm,
(Sigma-Aldrich, EUA). Foi observado por MET que, além de formatos e tamanhos
irregulares dos cristais, havia a tendéncia de agregacdo destas NPSs, o que tornou dificil a
caracterizacdo e dimensionamento destas estruturas, as quais apresentaram tamanho medio
de 105 £ 40 nm e fator de forma de 0,84 £ 0,07 (n = 100). O tamanho observado foi também
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um pouco acima da faixa apontada pela fabricante, provavelmente devido a agregacéo das
NPs gerando aglomerados grandes e de dificil distingdo durante as medidas. Foi possivel

observar também a auséncia de qualquer recobrimento nas NPSs (Figura 20 C e D).

Figura 20. Microscopia eletrbnica de transmissdo (A e B) das NMOBs da cepa
Magnetovibrio blakemorei MV-1T; (C e D) NPSs obtidas comercialmente (Sigma-Aldrich.
EUA; Ref:1317-61-9). E possivel observar a diferenca de uniformidade e de perfeicdo
cristalografica entre as NMOBs, em menor e maior aumento (A e B, respectivamente) e NPSs
em maior e menor aumento (C e D respectivamente), além da tendéncia a formar agregados
pelas NPSs (C e D).

5.2.2. Adicdo de NMOBs e NPSs em amostras de digestatos de reatores anaerobicos

Foram realizadas duas rodadas de experimentos para avaliar e comparar o impacto da
adicdo de NPSs e NMOBs na DA. Em cada rodada de experimentos foram empregados
quatro digestatos provenientes de diferentes plantas de biogas operando continuamente com
diferentes fontes de substratos. Foi realizada a caracterizagdo de ST e SV, ja que estes dados
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sdo importantes para a caracterizacdo do contetdo organico presente no lodo avaliado. Os
dados das caracteristicas dos lodos utilizados (temperatura da planta, ST e SV) estdo descritos

na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas de solidos totais e solidos volateis dos lodos de digestores

anaerdbicos usados nos experimentos.

Rodada | Planta Substrato Temg(ecr?tura ST (%) | SV (%)
Esterco animall 0 0
1 A (72-86% suino) 52,5 5,48% 3,60%
Esterco animal 0 0
1 B (70-87% gado) 51 7,67% 5,26%
Esterco animal 0 0
1 C (70-87% gado) 51 8,37% 5,98%
Esterco animall 0 0
1 D (70-87% gado) 50 8,21% 6,05%
2 A Residuo de 41 308% | 2.95%
alimentos
2 B Esterco animal 40 6,55% 4,88%
2 C Residuo de 42 536% | 4.08%
alimentos
2 D Esgoto 38 4,02% 3,12%

Foi possivel analisar a composicdo do gas produzido e sua evolucdo na producéo de
CHas e CO2 durante um periodo de 9 dias. O contetido de CH4 (Figuras 21 e 22), bem como 0
de COz (Anexo 2) ndo apresentaram variagdes importantes entre os tratamentos e a analise
de variancia ANOVA de duas vias, seguida do teste de comparacdo multipla de Tukey, ndo
apontou diferenca significativa entre os tratamentos de NPSs e NMOBs e nem em
comparagdo com o grupo controle para nenhum dos substratos. Todavia, € valido ressaltar

algumas observaces visuais do comportamento das curvas obtidas.

Na primeira rodada de experimentos, todos os digestatos empregados foram
provenientes de digestores anaerdbicos de residuo animal (esterco) (Figura 21) os quais
continham em média de 3,6 a 6% de SV, ou seja, de matéria organica passivel de degradacao

contida no total da massa de lodo empregado. N&o s&o observadas diferencas claras entre os
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tratamentos, porém as curvas de evolucdo na producdo de gas ndo atingiram periodo de

estabilizacdo da producdo de gas (quando a curva atinge seu plat6), dificultando afirmar se

haveria ou ndo diferencas até a fase estacionaria da producao.
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Figura 21. Producdo de CH4 ao longo do experimento na primeira rodada de experimentos

utilizando digestatos provenientes de digestores anaer6bicos de esterco em que foram

adicionadas 100 mg/L de NMOBs (violeta) ou NPS (laranja). O grupo controle esta

representado pelos pontos de cor verde. A, B, C e D representam diferentes Plantas de

digestores anaerdébicos fontes do lodo, nesta rodada de experimentos, todos os lodos

empregados eram provenientes de Plantas operando com esterco animal composto com

diferentes parcelas de esterco suino e bovino, como substrato.
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Durante a segunda rodada foram utilizados digestatos de digestores operando com
diferentes substratos, sendo eles: planta A — Residuo de alimentos; planta B — Esterco animal
(n&o foi possivel obter informac6es do animal de origem); planta C — Residuo de alimentos;

planta D — Esgoto municipal.

Na segunda rodada, da mesma maneira que na anterior, novamente ndo foi observada
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos e grupo controle ao longo do
experimento. Contudo, visualmente, é possivel observar que nos primeiros dias do
experimento na planta A ha um discreto aumento da producao de CHa nos grupos em que
foram adicionados NMOBs e nos que foram adicionadas NPSs; enquanto que o contetdo de
CH4 no grupo controle s6 se equivale aos tratamentos de NMOBS e NPSs ao fim do
experimento (Figura 22 A). Esta amostra continha lodo proveniente de residuos de alimentos
e com 0 menor contetdo de SV dentre os lodos analisados. Na planta B, a diferenca dentre o
grupo de NPSs frente as demais ja demonstra ser quase imperceptivelmente menor (Figura
22 B). As plantas C e D, por sua vez, parecem indicar superioridade no impacto do grupo de
NPSs na produgédo de CHs (especialmente com a planta D, a qual também apresentava
relativamente baixo o contetido de SV em relacdo a B e C) e um menor desempenho das
NMOBs ap0s os primeiros dias de experimento (Figura 22 C e D). Tais diferencas sugerem
que, frente a diferentes substratos e, portanto, a distintos perfis microbianos, NPSs e NMOBs

podem apresentar melhor ou pior impacto na producéo de biogas.
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Figura 22. Concentracdo de CH4 ao longo do periodo de incubacéo de lodos anaerdbicos na
segunda rodada de experimentos em que foram adicionadas 100 mg/L de NMOBs (violeta)
ou NPS (laranja). O grupo controle esta representado pelos pontos de cor verde (A) Lodo de
digestor operando com residuo de alimentos como substrato; (B) Lodo de digestor operando
com esterco animal como substrato; (C) Lodo de digestor operando com residuo de alimentos
como substrato; (D) Lodo de digestor operando com residuo de esgoto municipal como

substrato.
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6. DISCUSSAO
6.1. Meta-analise e as melhores condic¢des de adicdo de NPs na DA
6.1.1. Publicacbes, paises, e dados das NPs

Com base em dados mundiais gratuitos disponiveis online, é possivel analisar dados
de fontes de energia, combustiveis fosseis e 0s seus consumos por diferentes paises. Nos
niveis atuais de consumo e das reservas dos combustiveis fosseis, a humanidade tera petréleo
e gas natural disponiveis por mais apenas 54 e 49 anos, respectivamente. No entanto, muitos paises
ainda aumentaram seu consumo de combustiveis fosseis nos dltimos anos (RITCHIE;
ROSADO; ROSER, 2022).

Como descrito no item 5.1.1, China, EUA e India foram os paises que mais
publicaram pesquisas incluidas na meta-analise aqui realizada onde as NPs foram
adicionadas na DA. Sdo também paises com problemas relacionados a gestdo de residuos,
poluicdo e necessidades energéticas. A China consumiu 43.491 Terawatts-hora (TWh) de
energia em 2021, sendo 36,22 TWh dela a partir de combustiveis fosseis. Nao muito distante,
0s EUA foram responsaveis por um consumo de 25.825 TWh de energia primaria (21,07
TWh de combustiveis fosseis) no mesmo ano. Apesar do consumo de energia da india parecer
menor (9.841 TWh em 2021 com 8,81 TWh de combustiveis fésseis), € importante
considerar que esses dados ndo levam em conta as diferencas econdmicas entre 0s paises
citados (RITCHIE; ROSADO; ROSER, 2022). A india também apresenta um histdrico de
problemas sanitarios, especialmente em rios e comunidades ribeirinhas que levam a infeccbes
frequentes devido a contaminacdo de agua e alimentos, o que esta intimamente relacionado
com as aguas residuais nao tratadas em muitas partes deste pais (GERBA; ROSE, 2003).
Dessa forma, é possivel tracar uma relacéo entre as demandas energéticas e ambientais destes
paises e sua busca por novos meios de producdo de energia renovavel e sustentavel, uma vez
gue estes consumos exigem recursos 0s quais ndo estardo mais disponiveis para a

humanidade por muito mais décadas.

Vale ressaltar, ainda, que a relativa baixa quantidade de trabalhos analisados ao fim

do processo da meta-analise esta relacionada a frequente auséncia de informacdes a respeito
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das dimensdes das NPs. Dentre os 377 artigos pré-triados a partir dos critérios descritos na
metodologia deste trabalho, pode-se constatar que uma parcela significativa deles ndo foi
incluida na analise final. Isto foi resultado, principalmente, da falta de informacdes minimas
a respeito das NPs (tamanho, concentracéo e composicao). Pouco mais de 100 artigos foram
excluidos por falta de dados a respeito do tamanho das NPs empregadas, informagéo que se
provou importante na determinacdo de concentracdo 6tima da magnetita, no processo de DA,
por exemplo (Figura 18). Isto demonstra a necessidade de se padronizar as informagdes
minimas essenciais para este tipo de trabalho, uma vez que a auséncia de dados a respeito da
natureza dos materiais utilizados pode, inclusive, limitar sua reprodutibilidade e validade dos
resultados obtidos.

6.1.2. Impacto da composicéo, concentracdo e tamanhos das NPs na producéo de CH4

Foi observado na Figura 12 que as principais composi¢des de NPs com melhores
impactos medios na producgdo de CH4 foram as de cobalto, ferro e magnetita, apesar de 0s
mesmos ndo apresentarem diferenca estatistica entre si. Vale observar que o n de observacdes
para magnetita € muito superior em relacdo ao de ferro e cobalto. A popularidade e
desempenho da magnetita pode estar relacionada a diversidade de efeitos relatados para esta

composicao, especialmente seu papel condutor na DIET.

HUANG et al. (2020) empregaram 8 mM de magnetita na DA de residuos de
plantacdo de arroz e observaram que, além do aumento da atividade metanogénica, houve
modulacdo da comunidade microbiana com o enriquecimento dos géneros Geobacter e
Methanosaeta, os quais também desempenham a DIET e o aumento da degradacdo do
substrato (HUANG et al., 2020). O estimulo a DIET também pode ser aliado a remocéo de
sulfato, como demonstrado por JIN et al. (2019), ao empregar 20 mM de magnetita em agua
residual artificial com alta concentracdo de sulfato. Além do aumento na producdo de CHas e
da condutividade do meio, 0s pesquisadores observaram um aumento do namero de géneros
de bactérias relacionadas a reducdo do sulfato, juntamente com géneros de arqueias
metanogénicas. Esses resultados indicam o estimulo da DIET entre estes microrganismos e,
portanto, adiciona “remocao de sulfato” as possiveis vantagens da adi¢do de magnetita na
DA (JIN; ZHAO; ZHANG, 2019). Além da modulagdo da comunidade microbiana pelo

estimulo a DIET, a liberagdo de ions Fe*? pode favorecer a formagdo de sais de sulfeto de
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ferro, auxiliando na mitigacdo da formacdo do H.S, o qual € toxico para uma série de
microrganismos. O H»S pode também causar a diminuicdo do pH do sistema e, se encanado,
é altamente corrosivo para tubulagdes e outras instalagdes, além de apresentar riscos
importantes para a salde humana quando inalado (APPELS et al., 2008; TRUONG et al.,
2006). Por fim, CASALS et al. (2014), ao adicionar magnetita de 7 nm (10-20 mg/L) em DA
de residuo municipal, também demonstraram alteracGes da magnetita ao longo do processo
de DA. Por meio do uso integrado de difracdo de raios X (XRD), espectroscopia de absorgéo
de raios X (XANES), magnetometria de dispositivo de interferéncia quantica supercondutora
(SQUID) e espectroscopia de perda de energia (EELS), foi observado que as NPs ndo apenas
diminuiram de tamanho mas perderam ions Fe*2. Sendo assim, a liberagio sustentada de ferro
a partir das NPs de magnetita estimulou a atividade das metanogénicas sem causar toxicidade
ao sistema, levando a um aumento da producdo e qualidade do biogas em 180% (CASALS
etal., 2014).

A magnetita, 6xido metalico obtido de modo relativamente facil mais frequentemente
pelo processo de co-precipitacdo ou decomposicao hidrotermal (REDDY et al., 2012), foi a
NPs mais estudada e apresentou-se entre as que melhor impactaram na producdo de CHa. Sua
obtencdo comercial também ndo apresenta grandes dificuldades, sendo comercializada por
diversos fornecedores descritos nos artigos analisados nessa meta-analise (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA; US Research Nanomaterials, Inc, Houston, TX, USA; Wako Pure
Chemical Industries Ltd, Japan; Macklin Chemistry co. Ltd, Shanghai, China; Merck

Limited, Darmstadt, Germany).

O ferro zero valente ou ferro de valéncia zero (ZV1), representado comumente por
Fe°, também impactou fortemente a producdo de CH4 na DA. Os ions Fe*? possuem grande
importancia no metabolismo metanogénico. Em estudos envolvendo espécies do género
Methanothermobacter, foi observado sua importancia para a sintese de uma série de enzimas
como hidrogenases, desidrogenases e redutases, além de ferridoxinas (KASTER et al.,
2011). O ferro de valéncia zero provou ser um doador de ions Fe*? de lenta liberacdo
adequado para a metanogénese e reducdo do sulfato durante o processo AD, resultando em
um aumento na taxa de producdo de biogas rico em CH4 (KARRI; SIERRA-ALVAREZ;

FIELD, 2005). Em experimentos utilizando esterco como substrato (residuo animal), 20
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mg/L de NPs de Fe também representaram um aumento no volume de biogés em 1,45 vezes
e 1,59 vezes na producdo de CHs (ABDELSALAM et al., 2017a). A adicdo de ZVI também
foi descrita em conjunto com NPs de magnetita de modo a estimular simultaneamente MIET
e DIET, geralmente atribuidas a presenca de ZVI e magnetita, respectivamente. Isoladamente
ZV1 gerou 40,8% a mais de CH4 que o grupo controle, enquanto a combinacéao rendeu 68,9%
de aumento em substratos de origem municipal (ZHAO et al., 2018). Vale ressaltar que ions
de Fe*? e Fe*® também podem ser liberados por dxidos de ferro como hematita, maguemita e
magnetita, a depender de suas caracteristicas cristalograficas, as quais sdo determinantes na
dissolucéo destes minerais (ALLEN; KIRBY; SELLERS, 1988; LAGOEIRO, 1998).

A liberacdo sustentada de ions de ferro também poderia favorecer a reacao de Fenton,
de modo a remediar outras substancias nocivas presentes em aguas residuais, por exemplo.
A reacdo de Fenton é uma solucéo de peroxido de hidrogénio e um catalisador de ferro. Esta
reacdo ja vem sendo estudada para degradacdo de poluentes inorgénicos e organicos em
tratamentos de aguas residuais, bem como em pré-tratamentos na producédo de biogéas. Tal
estratégia pode ser aliada a remocéo de poluentes prejudiciais a comunidade microbiana, bem
como a qualidade do biofertilizante final. Também s&o descritos métodos de otimizacdo desta
reacdo para a purificacdo (upgrade) do gas produzido, sendo essencial a concentragdo
adequada de fons Fe*? para a remogdo do H.S pela via de oxidagdo do radical hidroxila
(WANG et al., 2019). Contudo, para que ocorra de modo eficiente, esta reacéo exige faixas
de pH baixissimas (em torno de 3), o que ndo é comum na DA. Na verdade, como descrito
anteriormente, a reducdo drastica do pH na DA pode levar a inibicdo do metabolismo
sintréfico da comunidade microbiana (APPELS et al., 2008; NEYENS; BAEYENS, 2003).

O cobalto (Co) - metal de transi¢do, obtido a partir da mineracdo por processos
pirometalurgicos, hridrometarlrgicos ou por dissolucdo em solugbes acidas (acido
cloridrico) ou bésicas (aménia) dependendo do minério fonte - e suas NPs sdo produzidas
por métodos como pirdlise em atmosfera inerte, decomposicdo termal, irradiacdo a laser,
reducdo de sais, todos envolvendo uma série de condigcdes especiais e certas limitacbes. O
cobalto e suas NPs sdo usados na industria principalmente para fabricacdo de corantes de
cor azulada, também sendo encontrado em ligas metalicas, baterias e como catalizadores
(KHUSNURIYALOVA et al., 2021). Na DA, o Co esta entre os elementos tragcos mais



66

importantes, sendo necessario na sintese de cobalamina e coenzima B12, importantes partes
de complexos enziméticos envolvidos na metanogénese (ZHANG et al., 2009). Dessa
maneira, vem sendo demonstrado o beneficio da suplementagdo deste elemento por meio de
NPs. Recentemente, ABDELWAHAB et al. (2021) relataram um aumento de 14,81% na
producédo de biogas, a partir de esterco bovino, com a adigdo de 2 mg/L de NPs de Co, além
de relatarem que a qualidade do digestato gerado foi comparavel ao obtido comercialmente,
demonstrando também um efeito benéfico na degradacdo do substrato (ABDELWAHAB et
al., 2021). HASSANEIN et al. (2019) testaram diferentes concentraces de Ni, Co, Fe e
magnetita e, em seguida, combinacBes entre estas composi¢cbes na DA de residuos de
avicultura (“cama de frango”). Foi observado que as concentragdes de 4,5 mg/L de Co, 100
mg/L de Fe e 15 mg/L de magnetita aumentaram entre 27-30% a producéo de CHa, enquanto
as misturas das mesmas resultaram na diminuicdo significativa da producdo de H»>S
(HASSANEIN; LANSING; TIKEKAR, 2019). O mesmo grupo também demonstrou os
efeitos de misturas semelhantes em digestores em operacdo continua, em que houve aumento
de 23,7% na producdo de biogas e uma deplecéo significativa na producédo de H-S, aléem do
aumento nas concentragdes de Fe, Ni e Co (presentes nas NPs) e N, P, Zn, Mn, Cu e Na, 0s
quais sdo resultado da maior eficiéncia no processo de digestdo e agregam maior valor ao
digestato em termos de uso como biofertilizante (HASSANEIN; KELLER; LANSING,
2021). Nos resultados descritos no item 5.1.4, e demonstrados na Figura 16, € possivel
observar que as concentracdes para NPs de cobalto ndo ultrapassam os 6 mg/L e que 0s
maiores aumentos na producdo de CHaestdo em torno de 3 mg/L, muito abaixo das faixas de
ferro e magnetita, provavelmente devido ao fato do cobalto atuar como micronutriente. De
certa maneira, isso € vantajoso economicamente, visto que NPs de cobalto sdo fornecidas
entre $ 12 a 95,00/g (Nanografi Nano Technology; SS Nanomaterials, Inc; US Research
Nanomaterials, Inc), dependendo das especificacdes de tamanho e de pureza. Contudo, a
estreita faixa 6tima de adicdo de NPs torna mais delicada a previsibilidade dos resultados,
uma vez que 1 mg/L ja pode diminuir os beneficios apresentados. Vale, mais uma vez,
ressaltar o baixo nimero de observacdes para estas NPs, 0 que reduz a possibilidade de

deduzir os impactos dessa NPs para mais substratos com maior seguranca.

Vale ainda destacar que a presenca de NPs no digestato, potencial biofertilizante,

requer maiores estudos, considerando a seguranga de alimentos produzidos, uma vez que a
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presenca de NPs pode impactar a diversidade da microbiota de animais, solos e vegetais,
favorecendo ou ndo microrganismos benéficos e/ou patogénicos (SIEMER et al., 2018).

6.1.3. Magnetita

A superioridade no numero de experimentos relatados para NPs de magnetita
permitiu a realizacdo de analises mais detalhadas em relacdo aos seus parametros de adicéo
no processo de DA. A obtencdo de uma grande quantidade de dados a respeito da adi¢do de
NPs de magnetita permitiu elaborar mais analises e assim, compreender melhor os efeitos
dessas NPs. Contudo, vale ressaltar que € necessario que mais experimentos com
informacGes mais claras em outras composicoes sejam feitos para que os impactos de outras

NPs também possam ser esclarecidos de maneira mais aprofundada.
6.1.3.1. Tamanho e concentragédo

NPs de magnetita de tamanhos menores, além de serem mais empregadas, parecem
alcancar resultados mais relevantes na producdo de biogas, dependendo da concentracdo
(Figuras 16, 17 e 18). Dentre as vantagens atribuidas ao uso de NPs de maneira geral, foi
citado anteriormente a area de superficie, que é inversamente proporcional ao tamanho médio
das NPs, especialmente considerando que a maioria € descrita com formatos préximos a
esferas (JUNTUPALLY et al., 2017; LIU et al., 2021; YU et al., 2022; ZAIDI et al., 2021).
Sendo assim, NPs com menores dimensfes teriam vantagens sobre as maiores, além de
potencialmente apresentarem melhor dispersdo com menor gasto de material no lodo
presente nos reatores. Contudo, foi observado que, apesar das NPs menores de 50 nm
apresentarem os resultados mais altos em relacdo a producéo de CH4, NPs entre 50 e 100 nm
apresentam maior quantidade de observacGes com aumentos expressivos na producao de
CHjs, ainda que ndo tenham dados individuais unicos tdo altos como nas NPs menores de 50
nm. Esse dado sugere que talvez estas NPs possam ter impactos mais previsiveis e menos
varidveis na producdo de biogas por DA. Foi observado também que o impacto desta faixa
de tamanho ndo tem correlacdo significativa com a sua concentracdo, sugerindo que mais

fatores estdo envolvidos no seu efeito na DA.
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A andlise da concentragdo de adicdo das NPs de magnetita durante a DA mostrou que
a faixa ideal de concentracdo para utilizagdo de NPs de magnetita no aumento da producédo
de biogas esta abaixo de 100 mg/L quando empregadas NPs menores de 50 nm (Figura 18).
Este possivel “limite” na concentragdo de nanomagnetita destas dimensdes pode estar
relacionado a provavel dissolugdo das mesmas ao longo do tempo, liberando ions de Fe*? e
Fe*3, os quais podem ser benéficos, especialmente considerando que tal elemento é de suma
importancia na formagdo de hidrogenases, desidrogenases, redutases e ferridoxinas,
importantes no metabolismo de metanogénicas e da maioria dos microrganismos da
comunidade envolvida na DA. Contudo, em altas concentragdes o ferro se torna toxico para
a maioria dos microrganismos, exigindo, portanto, quantidades controladas (GOSWAMI et
al., 2016). Se as NPs entre 50 a 100 nm se apresentarem como opc¢des mais estaveis a
dissolucédo e, portanto, menos propensas a causar estresse por superdosagem, talvez sejam
uma escolha mais segura. A falta de correlacéo estatistica entre variaveis de concentragéo e
a resposta da producdo de CH4 para NPs entre 50 e 100 nm n&o apenas sugere que ha mais
variaveis influenciando nesse impacto, mas que o efeito das mesmas deve estar além da
liberacdo de ions ferro, uma vez que a alta concentracdo poderia facilmente causar estresse.
Dessa forma, é provavel que as NPs nesta faixa de tamanho tenham influéncia condutora
como estimulo a DIET, mais que na liberacdo de ferro. Tais deducdes s6 podem ser
confirmadas com seguranca a partir do emprego de analises da comunidade microbiana

atreladas ao perfil de condutividade do digestato.

Para uma discussdao mais aprofundada sobre a liberacdo de ions de ferro seria
necessario ter a caracterizacdo cristalografica das NPs por microscopia de alta resolucéo
(HRTEM), uma vez que o perfil de liberacdo depende, em geral, da existéncia de faces
irregulares nos cristais que proporcionem instabilidade eletrénica na estrutura molecular do
cristal. A magnetita apresenta trés planos cristalograficos: [110], [111] e [100]. De acordo
com os estudos de ALLEN et al. (1998) e YAMAZAKI (2020), a face [111] é duas vezes
mais propensa a dissolucdo devido ao arranjo molecular compacto de 4&tomos de oxigénio,
que seriam facilmente protonados sob condi¢fes acidas. Assim sendo, a dissolugdo de NPs
com mais faces [111] estariam mais propensas a dissolu¢do que NPs com faces [110] e [100].
Tais estudos também sugeriram que NPs mais alongadas, por apresentarem maior superficie

de contato relativa, também estariam mais propensas a dissolucdo (ALLEN; KIRBY;
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SELLERS, 1988; YAMAZAKI, 2020). Entende-se assim, que NPs com tais caracteristicas
cristalogréficas, bem como formatos com inclusdes que resultam na maior superficie de
contato seriam de maior interesse se o proposito da sua adigdo for estritamente a liberacéo de
ions ferro. Contudo, afirmar que o impacto das NPs no sistema é unicamente causado por tal
liberacdo so € possivel com técnicas de caracterizacdo refinadas dos materiais empregados,
muito pouco observadas nos trabalhos envolvendo a adi¢cdo de NPs na DA (CASALS et al.,
2014). Mais uma vez, se reforca que trabalhos envolvendo nanotecnologia requerem técnicas
refinadas de caracterizacdo dos nanomateriais, sendo imperativo a padronizacdo de

informagdes minimas necessérias.
6.1.3.2. Funcionalizacéo

Durante a coleta de dados e a analise dos trabalhos envolvidos nesta meta-analise, foi
possivel observar o emprego de NPs com algumas formas de recobrimento. Apesar do teste
estatistico ndo apontar diferenca significativa no aumento da producdo de CHs em
comparacdo aos experimentos com NPs sem recobrimento, o emprego de NPs com
recobrimento pode ter beneficios em diferentes maneiras para a DA. ALI et al. (2020)
utilizaram NPs de magnetita recobertas de carbamida e resultaram em uma maior producédo
de CH4 no grupo em que foram adicionados 75 mg/L de NPs recobertas do que o observado
com a mesma concentracdo de NPs puras (ALI; MAHAR; SHERAZI, 2020). Estes resultados
estdo de acordo com os encontrados pelo mesmo grupo em um estudo publicado em 2022 no
qual NPs de magnetita com ureia ndo apenas resultaram em um maior aumento de CH4, como
atingiram a fase estaciondria de producdo mais rapidamente que 0s outros 2 tratamentos do
estudo (NPs recobertas por brometo de cetiltrimetilo e NPs sem capeamento) e 0 grupo
controle (ALI et al., 2022). KHALID et al. (2019) prepararam NPs de magnetita utilizando
L-lisina como agente de capeamento com a finalidade de evitar agregacdo das mesmas,
quando adicionadas a DA de palha de arroz com e sem pré-tratamento alcalino. Apesar de
ndo comparar o efeito das NPs sem o recobrimento, a justificativa utilizada para o emprego
do recobrimento (evitar agregacdo) ressalta um desafio no emprego de NPs sintéticas, que
potencialmente dificulta a dispersdo adequada dessas estruturas no digestato (KHALID et
al., 2019).
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A presenca de uma espécie de recobrimento pode, portanto, promover maior
estabilidade as NPs, ou mesmo simular uma cobertura organica (uma vez que a maioria se
trata de compostos de carbono e nitrogénio) de modo a diminuir o estresse aos
microrganismos. Tais dados também despertam novas possibilidades de funcionalizacdo com
substancias de interesse que possam estimular de alguma maneira a DA. Vale lembrar que
0s precos médios dos nano imés revestidos com amina, polietileno glicol (PEG) e carboxila
sdo de aproximadamente US$ 40.000, 32.000 e 100.000/kg (CORREA; PRESCILIANO;
ABREU, 2021) ressaltando a importancia do desenvolvimento de novos métodos de

producdo de NPs com caracteristicas semelhantes quanto ao revestimento.

6.2. Efeito de NPSs e NMOBs na produgéo de biogas e CH4 em digestatos provenientes de

digestores anaerobios
6.2.1. NMOBs e NPSs

Como descrito nos itens anteriores, NPs de magnetita apresentam resultados
relevantes quando adicionadas na DA, quando menores que 50 nm em quantidades inferiores
a 100 mg/L, ou com menor influéncia da concentracdo em NPs entre 50 e 100 nm. Também
foi descrito o emprego de agentes de recobrimento como estratégias para maximizar o
potencial de tais estruturas. Por fim, foi observado que alguns substratos apresentaram
maiores beneficios que outros na adicdo de NPs de magnetita, ferro e cobalto (Figura 16).
Portanto, torna-se valido explorar o impacto de NMOBs frente a diferentes substratos e
comparar seu efeito ao de NPS de magnetita de dimensdes similares na producdo de biogas
e CHa.

A producdo de NMOBs, apesar de sustentavel e economicamente vantajoso quando
comparado a outras NPs magnéticas de mesma qualidade (CORREA; PRESCILIANO;
ABREU, 2021), ainda apresenta desafios como o baixo rendimento na sua producdo em larga
escala. Dentre os desafios, o cultivo de BMs é descrito como um processo fastidioso, devido
entre outras dificuldades a manutencao das células magnetotaticas sem que ocorram delecdes
em sitios do MGC, gerando organismos nio magnéticos (SCHUBBE et al., 2003; ULLRICH
et al., 2005) ou magnetossomos de tamanho e formato alterados, bem como defeitos nos

planos cristalinos, que diminuem a estabilidade dos cristais a dissolucéo e afetam seu perfil
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magnético (LI et al., 2012). Tais desafios podem ser um problema na aplicacdo industrial
das NMOBs, apesar dos avan¢os em métodos de otimizacao para mitigar tais dificuldades e
aumentar a eficiéncia dessa producdo bioldgica (BASIT et al., 2020; SILVA et al., 2013;
ZHANG et al., 2011). Entende-se, portanto a importancia de manter o controle de qualidade
rigoroso, incluindo tamanho, formato e integridade da membrana, além de assegurar a
limpeza adequada dos detritos apds 0 processo de extracdo de cristais. Nas imagens de
microscopia obtidas, é possivel observar os tamanhos e formatos uniformes das NMOBs
produzidas neste trabalho. Como foi observado nos resultados da meta-analise, NPs com
tamanho acima de 100 nm ja ndo beneficiam de forma relevante a DA e, portanto, é
importante o controle fino do tamanho da NP a ser empregada. A observacgéo das faces das
NPs é muito importante uma vez que defeitos nos planos cristalinos podem resultar em perfis
de liberacdo de ferro diferentes, o que poderad impactar a comunidade microbiana de forma

desigual. Sem a devida caracterizacdo, 0s experimentos se tornam irreprodutiveis.

Devido a propriedade de monodominio magnético dada pela perfeicéo cristalografica
e pelas proporc¢des de tamanho caracteristicas de NMOBs é possivel que estas poderiam ter
efeito condutor que beneficiasse a DIET. A membrana bioldgica, por sua vez, apresenta
diferentes grupos funcionais e sitios de ancoragem, amplificando as possibilidade de
interacdes e potenciais carreadores de metabdlitos ou elétrons entre a comunidade microbiana
(CORREA; PRESCILIANO; ABREU, 2021; LIN et al., 2018; VARGAS et al., 2018).
Apesar da resisténcia da membrana (AMOR et al., 2015), ainda € possivel que certa liberacdo
de fons de Fe*? ocorra de modo discreto, estimulando controladamente o metabolismo
metanogénico. Ja foi demonstrado que hd um acimulo de ions ferro dentro da membrana do
magnetossomo e a persisténcia do cristal mesmo ap6s o periodo de nucleacdo do mesmo
(AMOR et al., 2020; WERCKMANN et al., 2017).

As NPSs apresentam uma grande variedade de formas e tamanhos em uma mesma
amostra, além da auséncia de uma membrana bioldgica. Dessa forma, sdo potencialmente
mais instaveis. As NPSs teriam, em teoria, maior potencial para interacdes devido a sua maior
superficie de contato dado pelas imperfei¢cGes cristalograficas, mas também possivel
dissolucdo, a qual poderia resultar em estimulo ou toxicidade & comunidade microbiana a

depender da dosagem, implicando na necessidade de um controle fino na concentragao e taxa
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de liberagéo de tais ions no sistema. Se a liberagdo de ferro for o principal beneficio para a
comunidade microbiana e consequente aumento na producéo de biogas, os NMOBs podem
ndo ser a melhor opgdo. Neste caso, as NPs com defeitos nos planos cristalinos poderiam
liberar maior quantidade de ferro e superar o efeito de NMOBs.

Dado que j& foi demonstrado a vantagem econdmica e sustentavel da producdo de
NMOBs (CORREA; PRESCILIANO; ABREU, 2021) e seu potencial biotecnolégico
(VARGAS et al.,, 2018), cabe também considerar a biomineralizacio de NMOBs
modificadas geneticamente. Ao passo que a biomineralizacdo de NMOBs resulta em
estruturas de alta qualidade, a engenharia genética em BMs visando alterar o tamanho e
formato das NMOBs também ¢ estudada (ARAKAKI et al., 2010; RAWLINGS et al., 2014;
YAMAGISHI et al., 2016), potencializando futuras aplicagdes biotecnologicas por explorar
a producdo de particulas com tamanhos e formatos que atendam as demandas das aplicacdes
biotecnologicas. Mais estudos s@o necessarios para determinar quais modificagdes seriam
relevantes para se explorar os beneficios de NMOBSs, inclusive de sua membrana bioldgica,
na DA.

6.2.2. Efeito de NMOBs e NPSs em diferentes digestatos

XIE et al. (2020) testaram diferentes NPs metéalicas e a base de carbono na DA de
esgoto primario. As NPs de magnetita foram analisadas em 3 concentragdes distintas (50,
100 e 200 mg/L), sendo observado o aumento da producdo de CHs4 com a adicdo de NPs.
Todavia, concentracBes mais altas (200 mg/L) causaram toxicidade no sistema, levando a
menores beneficios e mesmo efeito inibitério na DA (XIE et al., 2020). Era esperado que
NPSs e NMOBs apresentassem beneficios na producdo de CH4 quando adicionadas aos
lodos. O que ndo foi observado nos experimentos. Esses resultados sugerem que mais fatores,
além de tamanho e concentracdo, determinam o efeito benéfico ou ndo da adicdo de NPs na
DA. Neste sentido, a caracterizacdo detalhada das caracteristicas quimicas das NPs antes,
durante, e apds a sua adicdo na DA, bem como a determinagdo do perfil da comunidade
microbiana ao longo da DA sdo essenciais para uma compreensdo mais clara do processo e

predicdo dos efeitos de NPs na produgéo de biogas.
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Outra observacdo importante envolve duas limitacbes presentes no desenho
experimental do experimento piloto para observagéo do efeito de NMOBs: a avaliagéo de
uma Unica concentracdo de NMOBs (100 mg/L) e a utilizacdo de pequenos volumes de lodo
e headspace. Esse desenho experimental foi escolhido devido ao objetivo de testar o efeito
de NPSs e NMOBs em diferentes substratos, projeto este que ainda esta em andamento.
Contudo, a analise de apenas uma concentracdo de NMOBs e NPSs ndo permite afirmar se a
concentracdo utilizada era acima ou abaixo do necessario para observar efeitos significativos
nos lodos avaliados, como foi possivel no trabalho descrito acima (XIE et al., 2020). Vale
ressaltar também que foram empregados frascos de 3 mL com volume atil de 1 mL de
substrato. O lodo proveniente de digestores anaerdbicos, por se tratar de amostra
normalmente heterogénea, frequentemente requer homogeneizagdo prévia aos experimentos.
Sendo assim, analises com volumes tdo pequenos ndao sdo comuns. Isso acontece pois, quanto
menor o volume empregado, maior a diferenca causada pela presenca de mais ou menos
particulas maiores de matéria organica entre os frascos. Quando sdo usados volumes
superiores, essa diferenca tende a causar menos discrepancia entre as réplicas (HOLLIGER
et al., 2016).

Dessa forma, apesar de se tratarem de experimentos inéditos, ainda ndo é possivel
afirmar se, em resposta a diferentes condic6es bioquimicas de diferentes substratos a serem
empregados, o efeito de NPSs e NMOBs pode apresentar ou ndo variagdes significativas.
Todavia, as informacGes obtidas a partir dos trabalhos incluidos na meta-anélise, além dos
exemplos incluidos, sugerem que NPs de magnetita tendem a causar impacto na DA
(ABDELSALAM et al., 2017a; HE et al., 2019; JIN; ZHAO; ZHANG, 2019; XIE et al.,
2020), o que ndo foi observado nos experimentos nem com NPSs, nem com NMOBs. Se
apenas NMOBs ndo tivessem apresentado efeito, mas NPSs impactassem de alguma maneira,
este resultado seria indicativo de que as NMOBs ndo teriam efeito de fato na DA. Contudo,
como a adicdo NPSs como as empregadas nesse experimento € conhecidamente efetivo na
producdo de CHs, sugere-se entdo otimizar os pardmetros do desenho experimental,
analisando mais concentracdes de NPs e em volumes maiores de modo a afirmar com maior

confianga o real impacto de NMOBs e NPSs em diferentes substratos.
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E possivel observar também nas Figuras 21 e 22 que as curvas de evolugdo na
producdo de gés, em sua maioria, ndo atingiram periodo estacionario da producgdo de gas,
dificultando afirmar se haveria ou ndo diferencas até a fase estacionaria da producdo, ou seja,
quando a produgdo diaria é <1% da produgdo das 3 Ultimas amostragens, periodo sugerido
na literatura para fim de experimentos de potencial de producdo de CHs (HOLLIGER et al.,
2016). Por fim, vale considerar que ndo foi possivel quantificar a producdo cumulativa de
biogés, apenas seu contetido de CH4 e CO>. Dessa maneira, mesmo que a producéo de biogas
total tenha sido maior ou menor e, assim, porcentagens similares representem volumes totais
diferentes, mais experimentos sao necessarios. No futuro, sugere-se acompanhar a producéao
cumulativa de biogas, bem como o conteudo de CHa e outros gases, até a fase estacionaria
da producdo. E imperativo também estudar a comunidade microbiana envolvida e sua
transformacéo frente aos tratamentos de modo a tracar parametros para a escolha de qual
estratégia de adicdo de NPs sera empregada. Por fim, o perfil estrutural das NPs empregadas
utilizando técnicas de microscopia analitica e de alta resolu¢cdo € uma demanda urgente

considerando a importancia de tais dados na nanotecnologia e na reprodutibilidade de dados.

Ainda séo necessarios mais experimentos para avaliar se o impacto na DA se deu pela
suplementacdo de nutrientes como o ferro, ou pelo estimulo a atividade sintrofica elétrica
(DIET). Vale ressaltar que é provavel que diferentes substratos tenham comunidades
microbianas com demandas/caréncias distintas dependendo de sua composicdo. Em
determinadas situacdes pode ser necessaria a adi¢cdo de NPSs de cobalto, ferro ou magnetita
em baixas concentrac@es e tamanhos em prol do estimulo metabolico-enzimatico para um
digestor, enquanto outros casos exigirem a adicdo de NMOBs mais estaveis e com
caracteristicas magnéticas que favorecam a DIET e contribuam, assim, para a estabilidade da

comunidade microbiana.

E valido acrescentar que as NMOBs apresentam em sua membrana bioldgica uma
variedade de grupos funcionais (por exemplo, amina, fosfato e carboxila), aumentando a
gama de funcionalizacGes e potenciais intera¢fes dentro da DA. Assim, NMOBs podem atuar
na degradagdo de poluentes ou outras interacGes ainda ndo exploradas, aléem do seu papel
condutor na DA. Reforga-se assim a importancia de se caracterizar de modo aprofundado as

NPs empregadas e as variagdes bioldgicas e quimicas do digestato durante os experimentos,
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de modo a explorar de forma clara e cientificamente reprodutivel todo o seu potencial
biotecnoldgico envolvido (CORREA; PRESCILIANO; ABREU, 2021).

7. CONCLUSAO

Foi realizada uma meta-analise que demonstrou o impacto de NPs de diferentes
composicdes, tamanhos e concentragdes na producdo de CHa4 por DA. Foi possivel observar
que algumas composicdes de NPs como a magnetita apresentam maiores aumentos na
producdo de CH4, bem como delinear alguns parametros de tamanho e concentracdo em que
sdo observados os maiores beneficios. Foi apontado também que a adicdo de NPs requer
cautela quanto a algumas composi¢es, com foco em oOxidos de zinco e cobre, e a
concentracdo empregada, podendo causar efeitos inibitorios a metanogénese. Foi
demonstrado que 0 aumento na concentragdo e no tamanho das NPs empregadas ndo acarreta
diretamente em melhores resultados na producédo de CH4. NPs de magnetita com dimensdes
proximas a 50 nm em concentracgdes proximas a 50 mg/L sdo as que demonstraram melhores
resultados no aumento da produgdo de CH4. Também foi possivel discutir algumas relacdes

ente as condicOes geopoliticas globais e a origem dos trabalhos analisados.

Uma parcela infima dos trabalhos apresentou caracteriza¢cdes mais aprofundadas dos
perfis cristalinos e quimicos das NPs empregadas e das mudancas na comunidade microbiana
envolvida no processo. Vale ressaltar também a expressiva variacdo de maneiras em
expressar dados importantes como producédo de CH4, concentracdo de NPs empregadas,
tamanho das NPs empregadas e suas origens ou métodos de producdo, isso quando eram
descritos nos trabalhos de maneira clara. Entende-se, portanto, a urgéncia em se padronizar
as informacbes minimas requeridas nesses tipos de trabalhos, de modo a permitir a

comparacdo, validacdo e reprodutibilidade dos resultados descritos nos trabalhos.

Foram realizados experimentos pilotos de maneira a explorar a potencial aplicacao
de NMOBs na DA para o aumento da producdo de biogas. Apesar de ainda pouco
conclusivos, estes foram (até onde se sabe) os primeiros experimentos envolvendo NMOBs
e biogas, apresentando-se, portanto, como um grande potencial de inovacao biotecnoldgica.
No futuro, novos testes serdo realizados de modo a esclarecer mais detalhes, bem como

explorar mais aplicagdes da NMOBs e BMs para a otimizagdo da producéao de biogés.
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Ao longo do texto foi também possivel compreender que a tecnologia para a producéo
de biogéas por DA € uma area altamente multidisciplinar, englobando desde engenharia,
biologia até andlises mais sociais e politicas. Dessa forma, é imperativo que haja a
colaboracdo entre tais &reas de modo a evoluir de maneira mais completa possivel a

compreensdo a respeito dessa promissora solucdo de sustentabilidade.
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9. ANEXOS
Ndamero P ~
p Temperatura | Classificacao Concentracéo
o]
n d_o 1° Autor Ano Pais ¢C) oo SR NP Type Tamanho (mg/L) RR
artigo
- . Aquatic -
1 8 Zaidi, A 2021 | China 37 bianeie Ni 100 1 0,287032
- . Aquatic -
2 8 Zaidi, A 2021 | China 37 biane i Ni 100 1 0,520645
;. . Aquatic .
3 8 Zaidi, A 2021 | China 37 biomnse Ni 100 1 0,57982
4 8 zaidi, A | 2021 | China 37 Aquatic Ni 100 1 0,489164
biomass
5 8 Zaidi, A 2021 | China 37 Aquatic Co 100 1 0,269332
biomass
6 8 Zaidi, A 2021 | China 37 Aquatic Co 100 1 0,426031
biomass
7 8 Zaidi, A 2021 | China 37 Aquatic Co 100 1 0,538995
biomass
8 8 Zaidi, A 2021 | China 37 ?q“at'c Co 100 1 0,389465
10mass
9 8 Zzaidi, A | 2021 | cChina 37 Aquatic Magnetite 100 10 0,304424
biomass
10 8 Zaidi, A | 2021 | China 37 Aquatic Magnetite 100 10 0,354853
biomass
1 8 zaidi, A | 2021 | China 37 Aquatic Magnetite 100 10 0,579818
biomass
12 8 Zaidi, A 2021 | China 37 Aquatic Magnetite 100 10 0,52501
biomass
13 8 Zaidi, A | 2021 | China 37 Agquatic | Magnesium 100 10 0,214273
biomass Oxide
14 8 zaidi, A | 2021 | cChina 37 Aquatic | Magnesium 100 10 0,287032
biomass Oxide
15 8 zaidi, A | 2021 | cChina 37 Aquatic | Magnesium 100 10 0,331354
biomass Oxide
16 8 zaidi, A | 2021 | china 37 Aquatic | Magnesium 100 10 0,29657
biomass Oxide
17 9 Grosser, A | 2021 | Poland 37 M”Wrgsct'g’a' Ag 20 40 0,134982
18 9 Grosser, A | 2021 | Poland 37 M”Wr:;'g’a' Ag 20 40 -0,12284
19 13 Abde'¥"ahab' 2021 | India 33 Animal waste Ni 90 1 0,160821
20 13 Abde'¥’ahab' 2021 | India 33 Animal waste Ni 90 2 0,533915
21 13 Abde'¥"ahab' 2021 | India 33 Animal waste Ni 90 4 0,430433
22 15 Zhang,Y | 2021 | China 35 Municipal Carbon 30 2522,17 0,44007
waste based
23 15 Zhang, Y | 2021 | China 35 Municipal Alumnin 30 2522,17 1,083896
waste Oxide
24 15 Zhang,Y | 2021 | China 35 M”W’;'sct'fa' Zinc Oxide 30 2522,17 -2,09758
25 15 Zhang, Y | 2021 | China 35 Municipal Cooper 40 2522,17 -0,04006
waste Oxide
26 16 Ziganshina, E | 2021 | Russia 38 Ag:,'vcaus'tt;”a' Magnetite 75 80 0,026681
27 16 Ziganshing, E | 2021 | Russia 38 Ag:,'v‘;”s'tt:ra' Magnetite 75 200 0,028873
28 16 Ziganshina, E | 2021 | Russia 38 Ag:,'v‘;”s'tt:ra' Magnetite 75 400 0,064404
29 16 Ziganshina, E | 2021 | Russia 38 Ag:,'v‘;”s'tt:ra' Magnetite 75 600 -0,00896
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T

Abdelwahab,
T

Abdelwahab,
T

Xie, S
Xie, S
Xie, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Juntupally, S
Tetteh, E
Cheng, J
Cheng, J
Cheng, J
Cheng, J

Cheng, J

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2021

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2021

2022

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

Russia

Russia

USA

USA

USA

USA

India

India

India

India

Australia

Australia

Australia

India

India

India

India

India

India

India

India

India

India

India

India

South
Africa

China

China

China

China

China

38

38

35

35

35

NA

33

33

33

33

35

35

35

35

35

35

35

36

37

55

55

55

55

55

55

35

NA

NA

NA

NA

37

Agricultural
waste

Agricultural
waste

Animal waste
Animal waste
Animal waste

Animal waste

Animal waste

Animal waste

Animal waste

Animal waste
Municipal
waste
Municipal
waste

Municipal
waste

Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste

Animal waste

Municipal
waste

Synthetic
Synthetic
Synthetic
Synthetic

Synthetic

Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite

Combinacéo

Combinacéo

Combinacéo

Combinacéo

Combinacéo

Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite

Fe

Fe

Fe

Fe

Magnetite

75
75
17,5
17,5
17,5

55,45

62 -114
(Ni); 70 -
104 (Co)
63-114
(Ni); 70 -
104 (Co)
64 -114
(Ni); 70 -
104 (Co)
65-114
(Ni); 70 -
104 (Co)

75
75
75
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
100
10
100
100
100
100

20

91

162,5
325
25
50
75
1000+120+54

30 (Fe); 2 (Ni)
e 1(Co)

30 (Fe)e?2
(Ni)

30 (Fe) e
1(Co)

2 (Ni) e 1(Co)

50
100
200

20

40

60

20

40

60

20

40

60

20

40

60

50
500

1000
1500
2000

100

0,020591
0,016002
0,073564
1,12E-06
-0,01538

0,2135

0,176488

0,161587

0,106468

0,115941

0,07184
0,067714
0,034786

0,23269
0,489736
0,683081
0,263401
0,535866
0,430505
0,205011
0,422735
0,583078
0,344678
0,577041
0,481116
0,840472
0,133531
0,324926
0,507248
-0,86835

0,160255




61

62

63

64

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

88

89

90

91

92

46

46

46

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

48

52

52

52

57

57

57

57

57

57

63

63

63

63

63

63

63

63

Cheng, J
Cheng, J
Cheng, J
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W

Yan, W

Abdelwahab,
T

Abdelwahab,
T

Abdelwahab,
T

Ali, A
Ali, A
Ali, A
Ali, A
Ali, A
Ali, A
Zhang, Y
Zhang, Y
Zhang, Y
Zhang, Y
Zhang, Y
Zhang, Y
Zhang, Y

Zhang, Y

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

China
China
China
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
India
India
India
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
Pakistan
China
China
China
China
China
China
China

China

37

37

37

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

33

33

33

38

38

38

38

38

38

37

37

37

37

37

37

37

37

Synthetic
Synthetic

Synthetic

Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste

Animal waste
Animal waste

Animal waste

Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste

Magnetite
Magnetite
Magnetite

ZVI
Magnetite

ZVI
Magnetite

ZVI
Magnetite

ZVI
Magnetite

ZVI
Magnetite

ZVI
Magnetite

Fe

Fe

Fe
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite

Fe

Fe

Fe

Fe

20
20
20
70
75
70
75
70
75
70
75
70
75
70
75
4351
4351
435,1
21
21
21
21
21
21
20
20
20
20
50
50
50

50

92

200
300
500
560
7733
560
7733
560
7733
560
7733
560
7733
560
7733
15
30
60
25
50
75
25
50
75
500
1000
2000
4000
500
1000
2000

4000

0,206035
0,136728
0,124737
0,556437
0,517472
0,727754
0,767759
0,537143
0,556437
0,577521
0,544729
0,861482
0,796003
0,664975
0,56752
0,529874
0,759287
0,705886
0,821678
0,871006
0,896905
0,643254
0,876881
0,921553
0,202706
0,17165
0,146086
0,133059
0,173441
0,204798
0,176628

0,163846




93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

70

70

70

70

70

70

84

84

84

85

85

85

86

86

86

86

87

87

87

87

87

87

88

88

88

88

89

89

89

89

89

89

Kassab, G
Kassab, G
Kassab, G
Kassab, G
Kassab, G

Kassab, G

Aguilar-
Moreno, G
Aguilar-
Moreno, G
Aguilar-
Moreno, G

Zhou, J
Zhou, J
Zhou, J
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Yan, W
Zhu, K
Zhu, K
Zhu, K
Zhu, K
Zhu, K
Zhu, K
Zhang, Z
Zhang, Z
Zhang, Z

Zhang, Z

Ghofrani-
Isfahani, P
Ghofrani-
Isfahani, P
Ghofrani-
Isfahani, P
Ghofrani-
Isfahani, P
Ghofrani-
Isfahani, P
Ghofrani-
Isfahani, P

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2020

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Jordan
Mexico
Mexico
Mexico
China
China
China
Singapore
Singapore
Singapore
Singapore
China
China
China
China
China
China
China
China
China
China
Denmark
Denmark
Denmark
Denmark
Denmark

Denmark

35

35

35

35

35

35

36

36

36

35

35

35

35

35

35

35

37

37

37

37

37

37

36

36

36

36

55

55

55

55

55

55

Co-digestion
Co-digestion
Co-digestion
Co-digestion
Co-digestion
Co-digestion
Animal waste
Animal waste

Animal waste

Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste

Magnetite
Magnetite
Magnetite
ZVI
ZVI
ZVI
Magnetite
Magnetite
Magnetite
ZVI
ZVI
ZVI
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Zinc oxide
Zinc oxide
Zinc oxide
Zinc oxide
Zinc oxide
Zinc oxide
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Comp
Comp
Comp
Comp
Comp

Comp

29,5
29,5
29,5
110
110
110
42
42
42
50
50
50
75
75
75
75
30
30
30
30
30
30
25
25
25
25
11,1
11,1
11,1
9.8
9.8

9,8

93

25
50
80
20
40
60
20
40
60
560
1120
1680
2320
2320
2320
2320
81,4
81,4
81,4
1628
1628
1628
20
50
100
200
0,269
2,69
26,9
0,024
0,24

24

0,068205
0,393631
0,409358
-0,03135
-0,01242
-0,01242
0,441397
0,183337
0,147158
0,105359
0,245122
0,31508
0,351704
0,361012
0,481036
0,495773
-0,06615
-0,02667
-0,10126
-1,60179
-1,65546
-0,24384
0,081781
0,317117
0,462954
0,279539
0,00678
0,04652
0,040005
0,00678
0,00678

0,013514




125

126

127

128

129

130

131

132

133

134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

94

94

94

102

102

102

102

102

102

102

102

106

106

106

106

106

108

108

108

108

108

108

108

108

126

126

126

126

126

126

134

134

Farghali, M

Farghali, M

Farghali, M
Xiang, Y
Xiang, Y
Xiang, Y
Xiang, Y
Xiang, Y
Xiang, Y
Xiang, Y

Xiang, Y

Abdelsalam,
E

Abdelsalam,
E

Abdelsalam,
E

Abdelsalam,
E

Abdelsalam,
E

He, C

He, C
Farghali, M
Farghali, M
Farghali, M
Farghali, M
Farghali, M
Farghali, M
Yazdani, M

Yazdani, M

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

Japan
Japan
Japan
China
China
China
China
China
China
China
China
Egypt
Egypt
Egypt
Egypt
Egypt
China
China
China
China
China
China
China
China
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Japan
Iran

Iran

38

38

38

35

35

35

35

35

35

35

35

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

37

38

38

38

38

38

38

35

35

Animal waste
Animal waste

Animal waste

Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste

Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste

Animal waste

Industrial
waste
Industrial
waste

Industrial
waste

Industrial
waste
Industrial
waste

Industrial
waste

Industrial
waste

Industrial
waste

Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste

Animal waste

Municipal
waste
Municipal
waste

Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
ZVI
ZVI
ZVI
ZVI
Ni
Ni
Ni
Ni
Ni
Magnetite
Combinacéo
Magnetite
Combinacéo
Magnetite
Combinacéo
Magnetite
Combinacéo
Magnetite

Magnetite

Titanium
Oxide

Titanium
Oxide

Combinacéo
Combinacéo
Fe

Fe

30

30

30

20

20

20

20

50

50

50

50

17

17

17

17

17

175

50-300
+AR100

175

50-300
+AR100

175

50-300
+AR100

175

50-300
+AR100

30

30

25

25

30+ 25

30+ 26

30

30

94

100
500
1000
500
1000
2000
4000
500
1000
2000

4000

5000
2500 + 2500
5000
2500 + 2500
5000
2500 + 2500
5000
2500 + 2500
20
100
100
500
20+500

100+500

0,182322
0,170346
0,194151
0,218656
0,206316
0,180941
0,194714
0,171386
0,196054
0,155487
0,13365

0,026668
0,052644
0,077962
0,118784
0,287682
0,022989
0,13062

-0,03449
0,127155
-0,09786
0,170956
0,074108
0,282863
0,09963

0,174406
0,092123
0,193039
0,125107
0,139529
0,362215

0,373204




157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

134

135

140

140

140

140

140

145

145

145

145

145

145

145

145

145

145

145

145

145

145

145

145

146

146

146

146

146

146

146

146

147

Yazdani, M
Zhou, J
Hu, Q
Hu, Q
Hu, Q
Hu, Q
Hu, Q
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Hassanein, A
Khalid, M
Khalid, M
Khalid, M
Khalid, M
Khalid, M
Khalid, M
Khalid, M
Khalid, M

Lizama, A

2019

2019

2018

2018

2018

2018

2018

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2018

Iran

China

China

China

China

China

China

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

USA

Pakistan

Pakistan

Pakistan

Pakistan

Pakistan

Pakistan

Pakistan

Pakistan

Mexico

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

36

Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste

Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste
Animal waste

Animal waste

Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Agricultural
waste
Municipal
waste

Fe
ZVI
Other
Other
Other
Other
Other
Fe
Fe
Fe
Ni
Ni
Ni
Co
Co
Co
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Combinacéo
Combinacéo
Combinacéo
Combinacéo
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite
Magnetite

ZV1

30

60

300

300

300

300

300

55

55

55

55

55

55

55

55

55

494

494

494

55

55

55

55

72

72

72

72

72

72

72

72

50

95

15
1000
750
750
750
750
750
15
50

100

12
14
2,7
5,4
15
50
100
100+12+5,4
200+24+10,8
400+48+21,6
1000+120+54
60
80
100
200
60
80
100
200

15

0,305382
0,258914
0,476924
0,344378
0,279314
0,227578
0,115311
0,216328
0,222389
0,258001
0,243316
0,237381
0,328353
0,255081
0,231411
0,263815
0,24627
0,234401
0,231411
0,051129
0,090829
0,081807
0,009788
0,132614
0,18069
0,253485
0,357897
0,165847
0,278819
0,396273
0,263871

0,631015




189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

218

219

220

147

147

148

148

148

148

220

220

220

220

237

237

237

237

237

248

248

248

249

249

249

283

283

283

283

283

283

283

283

283

283

283

Lizama, A
Lizama, A
Tian, T
Tian, T
Tian, T

Tian, T

Abdelsalam,
E

Abdelsalam,
E

Abdelsalam,
E

Abdelsalam,
E

Carpenter, A
Carpenter, A
Carpenter, A
Carpenter, A
Carpenter, A
Su, N
Su, N
Su, N
Guan, Z
Guan, Z
Guan, Z
Gran, S
Gran, S
Gran, S
Gran, S
Gran, S
Gran, S
Gran, S
Gran, S
Gran, S
Gran, S

Gran, S

2018

2018

201

201

201

201

2016

2016

2016

2016

2015

2015

2015

2015

2015

2014

2014

2014

2015

2015

2015

2022

2022

2022

2022

2022

2022

2022

2022

2022

2022

2022

Mexico
Mexico
China
China
China
China
Egypt
Egypt
Egypt
Egypt
USA
USA
USA
USA
USA
China
China
China
China
China
China
Iran
Iran
Iran
Iran
Iran
Iran
Iran
Iran
Iran
Iran

Iran

36

36

30

30

30

30

37

37

37

37

30

30

30

30

30

32

32

32

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

35

Municipal
waste
Municipal
waste

Synthetic
Synthetic
Synthetic
Synthetic
Animal waste
Animal waste
Animal waste

Animal waste

Industrial
waste
Industrial
waste
Industrial
waste
Industrial
waste
Industrial
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste
Municipal
waste

ZV1

ZV1

Manganese
Oxide
Manganese
Oxide
Manganese
Oxide

Manganese
Oxide

Co
Ni
Fe
Magnetite
ZVI
ZVI
ZVI
ZVI
ZVI
ZVI
ZVI
ZVI
Comp
Comp

ZV1

Nickel
Oxide

Nickel
Oxide

Nickel
Oxide
Cobalt
Oxide

Cobalt
Oxide

Cobalt
Oxide

Magnetite

Magnetite

Magnetite
Combinacéo

Combinacéo

50

50

35

35

35

35

28

17

119

119

119

123

119

90

90

90

90

90

45

15

15

15

50

50

50

25

25

25

15+50+25

15+50+25

96

21
27
60
480
60

480

20
20
1250
2500
5000
1250
1250
500
1000
2000
500
500

500

10

100

10

100

10
100
1+1+1

10+10+10

0,817601
1,05343
0,162519
-0,4018
0,19471
-1,67716
0,695061
0,774474
0,514281
0,769135
0,09974
0,245083
0,245083
0,09974
0,281821
0,094412
0,043593
-0,09333
0,532074
0,412598
0,241829
0,329534
-0,11723
-0,2222
0,265116
-0,10529
-0,39297
0,06332
0,304356
0,203979
0,417981

0,293647




221

222

223

224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

249

250

251

252

283

283

283

284
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9.2 Producdo de CO; frente a adicdo de NMOBs e NPSs em amostras de digestatos de

reatores anaerdhicos
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Anexo 2. Produgéo de CH4 ao longo do experimento na primeira rodada de experimentos

utilizando digestatos provenientes de digestores anaerdbicos de esterco em que foram

adicionadas 100 mg/L de NMOBs (violeta) ou NPS (laranja). O grupo controle estéa
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representado pelos pontos de cor verde. A, B, C e D representam diferentes Plantas de

digestores anaerobicos fontes do lodo, nesta rodada de experimentos, todos os lodos

empregados eram provenientes de Plantas operando com esterco animal como substrato.
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Anexo 3. Concentragdo de CO- ao longo do periodo de incubagdo de lodos anaerdbicos na

segunda rodada de experimentos em que foram adicionadas 100 mg/L de NMOBs (violeta)

ou NPS (laranja). O grupo controle esta representado pelos pontos de cor verde (A) Lodo de

digestor operando com residuo de alimentos como substrato; (B) Lodo de digestor operando

com esterco animal como substrato; (C) Lodo de digestor operando com residuo de alimentos

como substrato; (D) Lodo de digestor operando com residuo de esgoto municipal como

substrato.



