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RESUMO

No Brasil, cerca de 60% dos municipios dispdem seus residuos em locais inadequados, sem nenhum tipo de
tratamento, causando prejuizos ao ambiente. A elevada proporgdo de matéria orgénica biodegradavel presente
na massa de residuos associada as altas taxas de dgua que percola para o interior do aterro, criam as condigdes
ideais para originar os principais subprodutos da sua degradacdo: lixiviado e gases (CO,, CH4, NHs, N,O).
Destes, 0 metano € o que apresenta maior potencial para causar o efeito estufa. O sistema de cobertura final dos
residuos é a principal estrutura para evitar a poluicdo do ar devido aos gases gerados em aterros de residuos
solidos. O sistema de cobertura deve impedir a infiltracdo da agua de chuva e a liberagdo de gases para
atmosfera. Esta pesquisa visou observar a presenca micro-organismos com potencial de oxidar metano na
cobertura do aterro Municipal de S&o Leopoldo. A presenca destes microrganismos pode auxiliar na
minimizacdo da emissdo de gases causadores do efeito estufa. O trabalho foi desenvolvido no laboratério de
Saneamento Ambiental. A partir de amostras de solo coletadas na cobertura do aterro foram realizados ensaios
de caracterizacdo geotécnica. Dois tipos de solo foram identificados na cobertura do aterro: solo areno-argiloso
e solo areno-siltoso. A espessura da camada de cobertura dos pontos amostrados apresentou valores entre 30
cm e 90 cm de altura. Também foram realizados ensaios de controle do consumo de gas metano e observacédo
microscopica do crescimento da microbiota presente nos frascos com meio de cultura especifico para o
crescimento de bactérias metanotrdficas. A analise cromatografica dos frascos controle sugere a reducédo dos
percentuais de metano durante o periodo de incubagdo. Porém, ndo ocorreu a turvagdo do meio de cultura em
nenhum dos frascos analisados durante o periodo de incubacdo (20 dias). Apds o periodo de incubacdo os
frascos das amostras P7 e P8 foram mantidos na estufa a uma temperatura de 30°. Verificou-se, 13 dias depois,
que os frascos controle turvaram.

PALAVRAS-CHAVE: Aterro Sanitario, Bactéria Metanotrdfica, Cobertura de Aterro, Oxidacéo Bioldgica de
Metano.
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INTRODUCAO

e Ambiental
A expansdo desordenada dos grandes centros urbanos, em conseqiiéncia do crescimento populacional tras
consigo uma série de impactos ao ambiente. Desta forma, o aumento na geracdo de residuos pode ser
caracterizado como uma consequiéncia negativa do crescimento das cidades.

O tratamento e a destinagdo final dos Residuos Solidos Urbanos (RSU) tornam-se, cada vez mais, um desafio
para 0s municipios, principalmente em paises em desenvolvimento. Atualmente, 0 método mais utilizado para o
tratamento e destinacédo final dos RSU é o aterro sanitario por apresentar menor custo e minimizar os impactos
ambientais. O confinamento dos RSU em aterros é finalizado, na maioria das vezes, com uma cobertura de
argila ligeiramente compactada. Entretanto, a alta concentracdo de matéria organica presente no residuo que
varia entre 40% — 70%, associada a elevada proporcéo de dgua que percola para o interior do aterro, criam-se
as condices ideais para originar os principais subprodutos da degradacdo dos residuos: o lixiviado e 0s gases
causadores do efeito estufa (CO,, CH4;, NHs;, N,O). Destes, 0 CH, € 0 que apresenta maior potencial de
aquecimento global.

O sistema de cobertura dos RSU é um dos principais mecanismos utilizados para evitar a poluicdo atmosférica
pelos gases gerados durante o processo de degradacdo da matéria orgénica presente no interior do aterro. Uma
das alternativas para aumentar a eficiéncia das camadas de cobertura de aterros seria a utilizacdo de materiais
que favorecam o desenvolvimento de bactérias metanotréficas, responsaveis pela oxidagéo do gas metano.

Segundo Hanson & Hanson (1996) as bactérias metanotréficas sdo classificadas como Unicos microrganismos
com a capacidade de utilizar metano como fonte de carbono e energia. Outra caracteristica destas bactérias é
sua condicédo estritamente aerdbia. Geralmente se apresentam na forma gram negativa e utilizam uma variedade
de compostos, incluindo o metano, metanol, aminas, halometanos e compostos metilados contendo enxofre.
Neste contexto, a presente pesquisa visa observar a presenca de bactérias com potencial oxidativo do gas
metano, na cobertura do aterro de Municipal de Sdo Leopoldo. Para isso foram realizados ensaios geotécnicos,
para caracterizar o solo amostrado, e ensaios microbiolégicos. A melhor compreensdo dos fatores que
influenciam nos processos microbiol6gicos de oxidacdo do metano em cobertura de aterros pode contribuir na
eficiéncia destas e na reducdo de emissfes de gases do efeito estufa.

MATERIAIS E METODOS

A metodologia do trabalho foi dividida em duas etapas: coleta de amostras de solo na cobertura do aterro
sanitario de Sdo Leopoldo e a preparagao das amostras para o desenvolvimento dos ensaios microbiolégicos no
Laboratério de Saneamento Ambiental da Unisinos.

As duas etapas serdo descritas a seguir:

PRIMEIRA ETAPA: LOCALIZACAO DOS PONTOS DE COLETA DE AMOSTRAS DE SOLO DA
CAMADA DE COBERTURA FINAL E COLETA DE AMOSTRAS DE SOLO

As amostras de solo foram coletadas, em oito pontos distintos, na cobertura do aterro sanitario de Séo
Leopoldo-RS, localizado na Estrada do Socorro, S/N Arroio da Manteiga. Os pontos de coleta foram
escolhidos em funcdo de espessura da camada de cobertura e tipo de material empregado no Aterro Sanitario.
As amostras de solo da cobertura do aterro foram ensaiadas no Laboratério de Mecénica dos Solos da
Unisinos, sendo determinadas as seguintes caracteristicas, mediante os métodos citados na Tabela 1.
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Tabela 1: Caracterizacdo dos solos empregados na camada de cobertura final do aterro sanitario

estudado.
Parametro Método
Andlise Granulométrica NBR - 7181/86
Peso especifico e real dos graos NBR - 6508/84
Limite de liquidez (%) NBR - 6459/84
Limite de plasticidade (%0) NBR - 7180/88
Limite de contragéo (%0) NBR - 7183/86

RESULTADOS DA PRIMEIRA ETAPA

A Tabela 2 mostra os dados referentes a localizagéo e a caracterizagdo de cada ponto amostrado na cobertura
do aterro sanitario de S&o Leopoldo.

Tabela 2. Caracteristicas dos pontos de amostragem na cobertura final do aterro sanitario de Séo

Leopoldo
Pontos | Coordenadas Data de Temperatura Espessura da Tempo médio de
geogréficas coleta ambiente camada de aterramento dos
cobertura (cm) residuos na célula
(meses)
P1 491.577E, o @
6.670 806N 24/09/2010 22°C 30 3
P2 491.577E, ° 1), )
6.670 806N 24/09/2010 22°C 90 6
P3 049.1577E, 0 @) ()
6.670 806N 22/10/2010 26 °C 69 4
P4 049.1577E, o @@
6.670 806N 22/10/2010 26 °C 49 3
P5 048.1167E, o L@
6.710 685N 19/11/2010 32°C 77 2
P6 048.1690E, 0 @
6.710 676N 19/11/2010 32°C 35 1
P7 048.1725E, o @)
6.710. 760N 07/01/2010 27°C 53 12
P8 048.1682E, o @)
6.710 758N 07/01/2010 27°C 55 12

(1) Sem cobertura vegetal.

(2) Os primeiros 10 cm da cobertura consistiam de composto organico produzido com residuos solidos
domésticos compostados nas proximidades do aterro sanitario.

(3) Com cobertura vegetal.

(4) A camada de cobertura foi removida para continuar sendo realizada a disposicéao de residuos no local.

Os dados indicados na Tabela 2 podem ser agrupados conforme duas caracteristicas: tempo médio de
aterramento dos residuos e espessura da camada de cobertura, respectivamente. Assim, verificou-se que o
tempo de aterramento nas partes de aterro sanitario estudado variou de um a doze meses e a espessura da
camada de cobertura ficou entre 30 e 90 centimetros.

A composicdo granulométrica de cada ponto de amostragem pode ser observada na Tabela 3. A Figura 1
apresenta as curvas granulométricas dos solos de todos os pontos amostrados.
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Tabela 3. Composicao granulométrica do solo dos amostrados.
Amostra Composicdo Granulométrica (%)
Areia Pedregulho
Argila Silte Fina Média Grossa
P1 9,80 25,20 52,50 11,70 0,80 0,00
P2 11,09 20,60 46,40 21,26 0,65 0,00
P3 5,50 28,89 25,61 31,29 7,14 0,00
P4 10,02 18,35 33,94 35, 60 2,09 0,00
P5 36,93 9,15 33,92 17,71 2,29 0,00
P6 36,63 12,30 38,80 11,10 1,17 0,00
P7 11,08 37,14 38,95 12,37 0,46 0,00
P8 11,23 24,90 54,60 8,31 0,96 0,00
. Areia reia Areia
Argila (%) silte (%) Fina (%) M?(Iia (26) Grossa(%) Pedregulho (%)
100,00 -2
50,00 / /
80,00 // —o—rp1
s 7000 /7/%// -a-r2
§ 60,00 / —A—P3
: /)
E 50,00 /; —se—pa
| Y/
% 40,00 = / —#=P5
z ~0-P6
& 30,00 ~a/
——P7
20,00 -
/ P8
10,00 -
0,00
0,001 0,01 0,1 1 10

Didmetro dos graos (mm)

Figura 1: Curvas granulométricas do solo de todos os pontos amostrados.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados referentes aos limites de Atterberg (limites de liquidez, plasticidade
e contracdo), indice de plasticidade, peso especifico e real dos graos .
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Tabela 4. Resultados referentes aos limites Atterberg, indice de plasticidade, peso especifico e real dos

graos.
L'g:te Limite de Limite de I’nd?cg de espepcei’;?co .
Amostras | , . Plasticidade | contracdo | Plasticidade ~
Liquidez o o o real dos gréos
(%) ( 0) ( 0) ( o) (g/cm3)
P1 26,79 23,67 22,52 3,12 2,71
P2 26,32 20,58 19,50 5,74 2,74
P3 26,59 23,46 20,85 3,13 2,65
P4 25,23 22,33 20,38 6,67 2,68
P5 25,36 24,26 22,05 1,09 2,38
P6 26,15 24,84 23,17 1,32 2,44
P7 26,78 20,36 20,15 6,42 2,71
P8 27,42 23,24 22,48 4,18 2,66

Conforme o Sistema de Unificado de Classificacdo dos Solos (SUCS) foram identificados dois tipos de solo na
camada de cobertura estudada: o primeiro uma areia argilosa, mal graduada, com argila de baixa
compressibilidade (SC) nos pontos P5 e P6 e 0 segundo uma areia siltosa, mal graduada, com argila de baixa
compressibilidade (SM), nos pontos P1, P2, P3, P4, P7 e P8. O local de coleta do solo para a cobertura do
aterro parece ter sido alterado recentemente, ja que os pontos P5 e P6 sdo aqueles amostrados em locais com
0s residuos mais recentemente aterrados, 2 e 1 meses, respectivamente. Nessa area do aterro o solo empregado
apresentou maior percentual de finos.

Segundo Maciel (2003) solos com granulometria fina sdo mais indicados para o controle das emissdes de gas
em aterros por reduzirem a permeabilidade e aumentar a retengdo de umidade. Para esse autor além dos fatores
geotécnicos e microbiolégicos a composicdo da camada de cobertura apresenta grande influéncia na emisséo de
gases.

Os resultados (tanto dos limites como da granulometria) indicam que ndo ocorre grande diferenga entre a
classificagdo dos solos de cada ponto. O ponto 2, Unico que continha composto organico na cobertura ndo
apresentou resultados que o diferenciasse fortemente dos outros pontos.

SEGUNDA ETAPA: ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os principais objetivos desta etapa foram monitorar o consumo de CH, nas amostras coletadas da camada de
cobertura do aterro sanitario e acompanhar o crescimento microbiano das bactérias la presentes. Dessa forma
foi possivel verificar a presenca de microrganismos potencialmente degradadores de metano encontrados nas
amostras da camada de cobertura final do aterro sanitario estudado e ainda acompanhar e relacionar o consumo
de metano desses organismos em condi¢Ges dos ensaios realizados e a seguir descritos:

PREPARO, DISTRIBUICAO E ESTOQUE DE MEIO DE CULTURA E SOLUCOES

O protocolo adotado para o desenvolvimento de bactérias metanotréficas foi adaptado de Rhavena (2007), a
qual empregou técnicas reconhecidas para a manipulagdo de anaerobios adaptando essas rotinas para o
acompanhamento de bactérias metanotrdficas.

O meio de cultura adotado foi descrito, primeiramente, por Heyer et al. (1984) apud Rhavena (2007), porém,
neste trabalho utilizou-se a adaptacéo feita por Rhavena (2007). A maior parte das modificagfes deve-se aos
cuidados na preparagdo das solugfes e meio de cultura de forma a evitar a precipitacdo das mesmas apos a
autoclavagéo.

Para todos os ensaios foram preparados sempre dois brancos — Branco A (controle negativo) somente com
meio de cultura (10mL) e Branco B (controle positivo) com meio de cultura (10mL) e adi¢do de 10% de
metano na atmosfera do frasco (os demais 90% eram ar atmosférico). Os frascos foram fechados com batoque
de borracha de butila e lacrados com selo de aluminio.
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Além dos frascos de controle, foram preparados para cada ponto de amostragem mais 6 frascos com 1g de solo
da amostra composta da camada de cobertura, meio de cultura (10mL) e adicdo de 10% de metano na

atmosfera do frasco e 90% ar atmosférico. Um desses frascos serviu de frasco-méde para as diluigdes seriadas
(10°). Os frascos foram fechados com batoque de borracha de butila e lacrados com selo de aluminio.

Cada ensaio realizado apresentou especificidades descritas por Soares (2011). A seguir serdo descritas as
principais diferencas entre cada ponto amostrado de forma a permitir posterior discussdo dos resultados.

Tabela 2. Principais diferencas entre os pontos amostrados.

Amostra Leitura Agitacdo Trocadear | Injecdo | Acrodisc | Acompanhamento
Cromatografica | controlada | atmosférico de Millpore microbiolégico
(t=liniciale t= metano ®

final)

PleP2 | t=53diaset=70 Né&o Né&o Sim Né&o Sim
dias

P3eP4 t=5 dias e t=25 N&o Néo Sim Né&o Sim
dias

P5e P6 t=1dias e t=26 Sim Sim Né&o Sim Né&o
dias

P7 e P8 t=0 dias e t=20 Sim Sim Sim Sim Sim
dias

ENSAIOS DE CONTROLE DE GAS METANO

O cromatdgrafo utilizado foi um DPC Digital Pressure Control, modelo Dani GC 1000, coluna analitica
carbavax. Na fase estacionéria foi empregado o gas carbOnico e na fase mével o géas hélio. As analises
cromatogréficas dos ensaios P7 e P8 foram realizadas no Laboratério de Saneamento Ambiental da Unisinos.
O cromatdgrafo utilizado foi um modelo Varian modelo STAR 3400 CX, coluna capilar Varian modelo CP
5860 com 30m de comprimento, 0,25mm de didmetro interno e 0,25um de espessura de filme. A temperatura
adotada na coluna foi de 40°C e as temperatura do detector do injetor foram de respectivamente, 250 °C. As
condicOes de operacdo foram obtidas com o suporte técnico do fabricante.

ENSAIOS DE ACOMPANHAMENTO MICROBIANO

Dilui¢bes decimais da amostra foram realizadas para permitir o acompanhamento microbioldgico. As diluicdes
foram realizadas em triplicata, até a diluigio 10 *, em frascos de antibi6tico contendo 9 mL de meio de cultura.
Os frascos foram incubados em estufa, sob condi¢des mesofilicas, a temperatura de 30°C. As observacGes do
crescimento celular foram feitas duas vezes por semana, de duas formas: avaliacdo da turvacdo do meio de
cultura e por observagdo microscdpica (microscopia de luz Zeizz Axiolab HBO 50), ocular de 10X e objetiva
de 100X, de forma a avaliar-se a morfologia das culturas presentes. Também foi realizada a coloragdo de Gram.

RESULTADOS DA SEGUNDA ETAPA
ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Nesta pesquisa, optou-se primeiramente por fazer apenas a retroalimentacdo com o gas metano. Como nao
havia ocorrido nenhuma turvagao nos frascos até a segunda amostragem (pontos P1, P2, P3 e P4) foi iniciado o
processo de troca de ar atmosférico. Tal medida foi tomada para observar se desta forma iria ocorrer a turvacao
do meio. Ainda assim, em todos 0s outros 4 ensaios ndo observada a turvacdo de nenhum frasco durante os
periodos de incubacdo. Ressalte-se que o meio de cultura utilizado e a concentra¢do dos gases manteve-se
coerente com a literatura. Uma possivel explicacdo para ndo ter ocorrido a turvagdo dos frascos poderia ser a
presenca de substrato (solo do aterro) e ar atmosférico. Tais condicSes podem ter levado o crescimento de
outros microrganismos, menos exigentes e que ndo necessitam de um periodo maior de aclimatacéo.

Rhavena (2007) utilizou um periodo de 197 dias para o enriquecimento de suas amostras, para desta forma,
garantir o esgotamento de outras fontes de carbono presentes no solo do aterro, embora a autora tenha
ressaltado que este tempo poderia ser menor. Neste caso, seria necessario utilizar um periodo maior de
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enriquecimento e incubagdo das amostras para garantir o esgotamento de outras fontes de carbono, além do gas
metano.

Os frascos dos ensaios P7 e P8, apds o periodo de incubagdo normal, foram mantidos em estufa (T=30°C), sem
receber trocas gasosa. Passados 13 dias foi observada a turvacgéo dos frascos controle. Um forte indicio de que
um maior periodo de enriquecimento é necessario para o crescimento das metanotrdficas.

ANALISE CROMATOGRAFICA

O intervalo de tempo para a andlise cromatografica variou entre as amostra (P1, P2, P3, P4, P5 e P6), pois,
primeiramente o cromatégrafo utilizado no IPH apresentou problemas técnicos e ndo pode ser utilizado e em
outros momentos houve a indisponibilidade do aparelho por estar sendo utilizado para outros experimentos. D
esta forma, para este estudo, optou-se em avaliar os resultados da andlise cromatografica, apenas, dos frascos
P7 e P8.

A analise cromatogréfica dos frascos P7 e P8 foram realizadas no Laboratério de Saneamento Ambiental da
Unisinos. As leituras da concentragdo do gas metano foram realizadas nos tempos: t=0 dias, t=2 dias, t=7 dias,
t=9 dias, t=14 dias, t=16 dias e t=20 dias. Apds do tempo t=0, estas as leituras passaram a ser realizadas antes
de cada troca gasosa (que ocorriam duas vezes por semana). As Figuras 3 e 4 mostram as representacdes
graficas das concentracfes de gas metano nos tempos t=0 dias e t=20 dias.

PPN
96,82

100% -
90% -
80% -
70% A
60% -
50% -
40% -
30% 1
20% -

% de gas

10% 1" 0,04 0,28
0%

Branco A Branco B P71 pP7_2 P7_3 pP7_4 P75

B CH4 (t=0 dias}) mCH4 (t=20 dias)

Figura 3: Representacédo gréafica do percentual de metano presente nos frascos controle no ensaio P8.
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Figura 4. Representacéo gréafica do percentual de metano presente nos frascos controle no ensaio P8.

Em ambas Figuras 3 e 4 percebe-se que o frasco Branco A manteve-se constante e sem metano, como
esperado. O frasco Branco B apresentou aumento na concentracdo de gas metano, o que é explicado pelas
realimentagdes desse gas nos frascos ao longo dos ensaios. Na Figura 31 apenas o frasco P7_1 ndo apresentou
reducdo na concentracdo de géas. Nos demais frascos as concentracfes de metano foram semelhantes com
excecdo do P7_3 que apresentou a menor concentracio, 6,26%, no t=20 dias. E possivel que neste frasco
exista um concentracdo de bactérias com potencial oxidativo de gas metano. Nos frascos P8 2 e P8 5 nédo
ocorreu a oxidacdo de metano, em ambos a concentracdo de metano foi superior no t=20 dias em relagdo ao
t=0. Nos demais frascos a reducdo na concentragdo do gas foram semelhantes indicando a presenga de
microrganismos com potencial oxidativo.

Observa-se nas duas figuras que o controle Branco B foi importante para confirmar a entrada de metano (via
realimentagdes) durante os ensaios, diferentemente do Branco A que ndo recebeu esse gas em momento algum.
Com isto verifica-se que as amostras com solo da camada de cobertura do aterro trouxeram para os frascos 0s
microrganismos consumidores de metano. Se ndo houvesse 0s mesmos seria de se esperar que o0s valores
aumentassem, de forma similar ao frasco Branco B.

Como esse era o Ultimo ensaio previsto e tendo-se verificado que aqui também durante o periodo de incubagdo
nenhum frasco havia turvado, manteve-se as amostras na estufa a 30° sem receber injecdo de gas. Apos 13 dias
foi observada a turvagdo em todos frascos controle.

Segundo Cristophersen et al (2001) as bactérias metanotroficas necessitam de um periodo inicial de aclimatagéo
até que ocorra o crescimento dessas. Uma possivel explicacdo para ndo ter ocorrido a turvacdo dos frascos
poderia ser a presenca de substrato (solo do aterro) e ar atmosférico. Tais condi¢fes podem ter levado o
crescimento de outros microrganismos, menos exigentes, e que ndo necessitam de um periodo maior de
aclimatacdo.

OBSERVACOES MICROSCOPICAS

As observacGes microscopicas basearam-se na morfologia das bactérias observadas a partir da coloragdo de
Gram. A morfologia predominante observada em todas as amostras (ensaios P1 a P8, exceto P5 e P6, quando
ndo foram realizadas as etapas de acompanhamento microscépico) foram de cocos, estreptococos, diplococos e
bacilos Gram positivos e negativos. Foi observada a formacdo de colbnias de bacilos (estreptobacilos) também
conhecidos como bacilococos.
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Além de bactérias foram observadas formas livre natantes pertencentes ao grupo dos protistas, entre eles,
Euglena sp. e individuos da familia Amoebidae, principalmente nas diluicdes de 10° até 10°. Também foram
observados fungos multicelulares (filamentosos) e unicelulares (leveduras).

Os bacilos observados tem diametro médio de 0,1 pum a 0,4 um de comprimento, jA 0S cocos apresentam
didmetro médio de 0,1 pm.

CONCLUSOES

O periodo de 20 dias para o enriquecimento das amostras, adotado nesta pesquisa, ndo foi adequado. Nenhum
frasco turvou durante o periodo de incubacgdo. Ainda assim, observou-se consumo de metano, indicativo da
oxidacdo do mesmo. Porém, frascos que foram mantidos na estufa, apds a incubacgdo, a uma temperatura de 30
°C, turvaram apés 30 dias.

O solo adotado na cobertura do aterro apresenta caracteristicas granulares adequadas com predominancia de
particulas de areia que possibilitam uma maior aeracdo na superficie da camada de cobertura favorecendo a
oxidacdo do metano, o que foi verificado.

A altura da camada de cobertura do aterro, nos pontos amostrados, foi semelhante as encontradas na literatura.
A morfologia dos microrganismos amostrados foi bastante semelhante entre os frascos, com predominancia de
bactérias gram negativas em todas as amostras trabalhadas.

Com o trabalho realizado foi possivel analisar os materiais e caracteristicas da camada de cobertura final do
aterro sanitario de S&o Leopoldo, classificando as amostras posteriormente estudadas. Também monitorou-se,
ao longo dos ensaios, a predominancia microbiana nas amostras de solo de cobertura do aterro sanitéario,
relacionando essa atividade ao consumo de metano, indicando o potencial oxidativo local para a minimizacéo,
em escala real, de problemas ambientais como as emissdes de carbono para a atmosfera.
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