SERVICO PUBLICO FEDERAL
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO CIENCIA E TECNOLOGIA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO
IFG CAMPUS GOIANIA
MESTRADO EM TECNOLOGIA DE PROCESSOS SUSTENTAVEIS

Ilana Michelle Aratdjo Ramos

APLICACAO DE ENZIMAS NA PRODUCAO DE BIOGAS A PARTIR DE CANA ENER-
GIA

Goiania, 2017.



SERVICO PUBLICO FEDERAL
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO CIENCIA E TECNOLOGIA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO
IFG CAMPUS GOIANIA
MESTRADO EM TECNOLOGIA DE PROCESSOS SUSTENTAVEIS

Ilana Michelle Araujo Ramos

APLICACAO DE ENZIMAS NA PRODUCAO DE BIOGAS A PARTIR DE CANA ENER-
GIA

Programa de Pos-Graduagao stricto sensu em Tecnologia
de Processos Sustentaveis do IFG (PPGTPS- IFG) - Dis-
sertacdo de Mestrado Profissional. Area de Concentracio:
Tecnologia de Sistemas de Produg¢do Limpa. Linha de
Pesquisa: Tecnologia de Reducao e Gerenciamento de Re-
siduos.

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Botelho de Oliveira

Coorientadora: Profa. Dra. Mariangela Fontes Santiago

Goiania, 2017.



Dados Internacionais de Catalogagdo-na-publicagio (CIP)
(Mauricio Amormino Junior, CRB6/2422)

R175a

Ramos, Ilana Michelle Aratijo.

Aplicagdes de enzimas na producdo de biogas a partir de cana energia / [lana
Michelle Aratijo Ramos. — Goiania (GO), 2017.

85 f.

Orientador: Sérgio Botelho de Oliveira
Coorientadora: Mariangela Fontes Santiago

Dissertagao (Mestrado em Tecnologia de Processos Sustentaveis) — Instituto
Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia de Goias.

1. Biogés. 2. Bioenergética. 3. Energia — Fontes alternativas. 4. Tecnologia —
Processos sustentaveis. 1. Oliveira, Sérgio Botelho de. I1.Santiago, Mariangela Fontes.

III. Instituto Federal de Educacdo Ciéncia e Tecnologia de Goias. IV. Titulo.

CDU: 665.776




SERVICO PUBLICO FEDERAL
INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO CIENCIA E TECNOLOGIA DE GOIAS
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO
IFG CAMPUS GOIANIA
MESTRADO EM TECNOLOGIA DE PROCESSOS SUSTENTAVEIS

[lana Michelle Aratijo Ramos

APLICACAO DE ENZIMAS NA PRODUCAO DE BIOGAS A PARTIR DE CANA ENER-
GIA

Programa de Pds-Graduacgao stricto sensu em Tecnologia
de Processos Sustentaveis do IFG (PPGTPS- IFG) - Dis-
sertacdo de Mestrado Profissional. Area de Concentracio:
Tecnologia de Sistemas de Produg¢do Limpa. Linha de
Pesquisa: Tecnologia de Reducao e Gerenciamento de Re-
siduos.

Prof. Dr. Sérgio Botelho de Oliveira, IFG Goias (orientador)

Prof* Dr* Mariangela Fontes Santiago, UFG (coorientador)

Prof* Dr* Fabricia Paula de Faria, UFG

Prof. Dr. Danns Pereira Barbosa, PUC - Goias

Aprovado em: 02/12/2017



DEDICATORIA

Aos meus pais, Lourdes e Sinval
Aos meus filhos, Filipe e Rafael
Ao meu marido, Marcelo

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradego em primeiro lugar ao meu Deus, por me permitir chegar até este ponto da minha
vida profissional.

Aos meus amados filhos, Filipe e Rafael, por mesmo sem compreender, me apoiarem em mi-
nhas escolhas.

Ao meu querido esposo Marcelo, por me incentivar a viver os meus sonhos.

A minha paciente familia, por todo o apoio nesse periodo de auséncias. Aos meus pais, Lour-
des e Sinval, que sempre me ensinaram a buscar o conhecimento e ir em busca de meus projetos. Aos
meus irmdos Marcel e Roges, por me apoiarem incondicionalmente. A minha sogra Diomar, por seu
carinho e cuidado.

Aos professores Dr. Sérgio Botelho de Oliveira, Dra. Fabricia Paula de Faria e Dra. Marian-
gela Fontes Santiago, pelos inestimaveis auxilios durante toda essa jornada, e pela paciéncia.

Ao doutorando Syd Pereira Faria, por me permitir acompanha-lo em sua pesquisa e me ajudar
em todo o tempo.

A doutoranda Amanda Gregorim Fernandes, pela paciéncia e ajuda nos experimentos.

Ao Rodrigo José Dos Santos Majewski, por ter me acompanhado e auxiliado em toda a parte
final da experimentacao.

A Lais Camargo de Lacerda Medrado, colega de mestrado e amiga, por todo o apoio nesse
projeto.

Ao Alexander, Izadora, Jannaina e demais colegas do Laboratorio de Biotecnologia de Fun-
gos da UFG, pelo companheirismo e ajuda constante.

A Jhéssica Golveia, Erica, Luane Garcia e demais colegas do Laboratorio de Enzimologia e
Materiais Bioativos da Faculdade de Farmacia da UFG, pelo auxilio inestimavel.

A todos os colegas, companheiros de mestrado, por compartilhar as alegrias e dificuldades
comuns a essa etapa.

A Votorantim, pela participagio em seu projeto.

Aos colegas do grupo de pesquisa em Biogas, em especial a Rosana e Suzel, pelas preciosas
dicas.

A coordenacdo do Mestrado em Tecnologia de Processos Sustentaveis, pelo auxilio em todas
as questdes envolvidas com o programa, em especial pela sempre presteza da Leila Ninon.

A todos os professores do programa de Mestrado em Tecnologia de Processos Sustentaveis,

por todos os ensinamentos.



TITULO: APLICACAO DE ENZIMAS NA PRODUCAO DE BIOGAS A PARTIR DE CANA
ENERGIA

Autor: Ilana Michelle Aratujo Ramos
Orientador: Prof. Dr. Sérgio Botelho de Oliveira
Coorientadora: Prof®. Dr*. Mariangela Fontes Santiago

RESUMO

Recentemente surgiu uma variedade de cana de agucar voltada para a producdo de biomassa. A cha-
mada cana energia foi desenvolvida para ser a matéria-prima por exceléncia para a producao de eta-
nol celulodsico e de energia elétrica. Por produzir grande quantidade de biomassa, a cana energia pode
ser uma alternativa na produ¢do de biogas, a partir de biodigestores. Esse ¢ justamente o enfoque
desta pesquisa, o uso dessa variedade de cana como biomassa vegetal, para a obtengdo de biogas. A
cana energia se trata de uma variedade da espécie Saccharum spp, direcionada para a producdo ex-
clusiva de biomassa, e a mesma apresenta varias vantagens em relacio a cana de agicar comum: tém
em geral, menor teor de sacarose e maior teor de fibras totais, e alta produtividade por hectare plan-
tado, além de ser uma cana mais robusta, mais resistente a pragas e doengas, e mais longeva. A bio-
massa utilizada nos biodigestores pode ou ndo passar por um pré-tratamento, cujo objetivo principal
¢ otimizar o processo de obten¢do de biogés, diminuindo o tempo de biodigestdo ou promovendo o
aumento da producao de biogas. Para isso, foi testado o pré-tratamento enzimatico, com o enfoque
em duas classes de enzimas, a lacase (degradacdo de lignina) e as hemicelulases (xilanase ¢ ABFase,
degradadoras de hemicelulose). O objetivo do trabalho foi avaliar a acdo enzimatica na biomassa
cana energia como pré-tratamento para a sua digestdo anaerdbia, resultando na producdo de biogas.
Para isso, as enzimas foram produzidas e passaram por reacdo de hidrolise em substrato de cana
energia. Apods a hidrélise, foram avaliados os teores de acucares redutores e glicose solubilizada. O
tratamento que apresentou melhor rendimento relativo foi o que utilizou primeiramente a lacase e
apo6s 24 h do inicio da hidrdlise se adicionou as hemicelulases. Apos a hidrélise, foi avaliado entao o
potencial de produ¢do de metano da cana energia tratada com enzimas. A produgdo de biogas da cana
hidrolisada ficou bem abaixo da cana que ndo passou por pré-tratamento enzimatico. Novos experi-
mentos precisam ser testados para avaliar se o pré-tratamento enzimatico pode de fato beneficiar o
processo de digestao anaerdbia e obtencao de biogas.
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ABSTRACT

Recently, a variety of sugar cane has been developed for the production of biomass. The sugar cane
called was developed to be the raw material par excellence for the production of cellulosic ethanol
and electric energy. By producing large amounts of biomass, energy cane can be an alternative in the
production of biogas, from biodigesters. This is precisely the focus of this research, the use of this
sugarcane variety as a vegetal biomass, to obtain biogas. Sugar cane is a variety of the species Sac-
charum spp, directed to the exclusive production of biomass, and it has several advantages over the
common sugarcane: they have, in general, lower sucrose content and higher total fiber content, and
high productivity per hectare planted, besides being a more robust cane, more resistant to pests and
diseases, and more longevity. The biomass used in biodigestors may or may not undergo a pretreat-
ment, the main objective of which is to optimize the biogas production process, reducing the biodi-
gestion time or promoting the increase of the biogas production. For this, the enzymatic pretreatment,
with the focus on two classes of enzymes, the laccase (lignin degradation) and the hemicellulases
(xylanase and ABFase, hemicellulose degrading agents) were tested. The objective of the work was
to evaluate the enzymatic action in the energy biomass as pre-treatment for its anaerobic digestion,
resulting in the production of biogas. For this, the enzymes were produced and underwent hydrolysis
reaction on energy cane substrate. After the hydrolysis, the levels of reducing sugars and solubilized
glucose were evaluated. The treatment that presented the best relative yield was the one that used the
laccase first and after 24 h of the beginning of the hydrolysis the hemicellulases were added. After
the hydrolysis, it was evaluated the potential for the production of sugar cane meta-in energy treated
with enzymes. The biogas production of the hydrolyzed sugarcane was well below the sugarcane that
did not undergo enzymatic pretreatment. New experiments need to be tested to assess whether en-
zyme pretreatment may actually benefit the anaerobic digestion process and biogas production.

KEYWORDS : BIOGAS, ENERGY CANE, ENZYMATIC PRE-TREATMENT, LACASE, XI-
LANASE, ABF-ASE
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1 INTRODUCAO

Desde o inicio do século XX, o mundo tem explorado exaustivamente os recursos
naturais existentes, causando a poluicdo da atmosfera e degradacdo do meio ambiente. O pe-
troleo, por exemplo, uma fonte tradicional de energia (e um recurso ndo renovavel), foi tdo
continuamente extraido que seus pocos ja comegam a dar sinais de esgotamento. Da mesma
forma acontece com o carvdao mineral, outro recurso nao renovavel. Assim, o uso de fontes
tradicionais de obten¢do de energia tem tragado uma trajetéria de declinio, ndo somente pelos
riscos de esgotamento, mas também, e principalmente, pelas ameacas que oferecem ao meio
ambiente.

Assim, as chamadas “fontes alternativas de energia” ganham um espaco cada vez
maior. Essas fontes alternativas, além de prejudicarem menos o meio ambiente, sdo renova-
veis, e por isso perenes. Entre essas fontes alternativas de energia, merece destaque o uso de
biomassa para a obtencao de energia e de combustiveis.

Ha trés classes de biomassa: a biomassa s6lida, liquida e gasosa (CORTEZ et al.,
2008).

A biomassa sélida tem como fonte os produtos e residuos da agricultura (incluin-
do substancias vegetais e animais), os residuos das florestas e a fracdo biodegradavel dos resi-
duos industriais e urbanos.

A biomassa liquida existe em uma série de biocombustiveis liquidos com poten-
cial de utilizagdo, todos com origem nas chamadas “culturas energéticas”. Sao exemplos o
biodiesel, obtido a partir de dleos de colza ou girassol; o etanol, produzido com a fermentacao
de hidratos de carbono (agtcar, amido, celulose); e o metano, gerado pela sintese do gas natu-
ral.

Ja a biomassa gasosa ¢ encontrada nos efluentes agropecudrios provenientes da
agroindustria e do meio urbano e também nos aterros de RSU (residuos s6lidos urbanos). Es-
tes residuos sdo resultado da degradagdo bioldgica anaerdbia da matéria organica, e sdo cons-
tituidos por uma mistura de metano e gas carbonico. Esses materiais sdo submetidos a com-
bustdo para a geragdo de energia.

No Brasil sdo gerados, diariamente, uma quantidade gigantesca de residuos. Um
dos grandes problemas ambientais da atualidade ¢ a producao crescente desses residuos orga-

nicos, estando este também associado a emissao de Gases de Efeito Estufa (GEE). Em muitos



16

paises, a gestdo sustentada de residuos, assim como a sua preven¢ao, tornou-se numa priori-
dade politica, representando uma parcela importante dos esforcos comuns no sentido de redu-
zir a poluicdo e a emissao de GEE (JARDIM, 2013). O Brasil possui uma propensao notavel
para a geragdo de energia por fontes renovaveis. O meio rural, em especial, pode ser facilmen-
te suprido total ou parcialmente pelo uso das formas alternativas de producdo de energia. As
condi¢des de clima e relevo sdo favoraveis no pais, tanto para a energia solar e edlica quanto
para a poténcia hidrica e para os recursos de biomassa.

E uma das alternativas para o uso dessa biomassa ¢ o seu uso em biodigestores,
para a obtengdo de biogas. Os biodigestores podem ser definidos como camaras que ndo con-
tém oxigénio, permitindo que determinadas bactérias decomponham os dejetos organicos,
produzindo como produto final adubo organico, biofertilizantes e biogas (ANDRADE et al.,
2012; MARQUES et al., 2014). O biodigestor ¢ uma solugdo ambientalmente correta, pois o
langcamento de dejetos ndo tratados na natureza ou a sua utilizacdo inadequada, além de con-
taminar o meio ambiente, representa um risco para a saude da populagdo, esse ¢ o principal
motivo para se construir um biodigestor, pois este tem por finalidade diminuir os impactos
ambientais, fornecendo energia e um rico biofertilizante para adubacdo de lavouras e pasta-
gens (PEREIRA et al., 2012).

Para o presente estudo, o enfoque ¢ a utilizagdo de cana energia como biomassa,
para a obtencdo de biogds. A cana energia se trata de uma variedade da espécie Saccharum
spp, direcionada para a producdo exclusiva de biomassa (VIOLANTE, 2012). Sao varias as
suas vantagens em relacdo a cana de agucar comum: t€ém em geral, menor teor de sacarose e
maior teor de fibras totais, e alta produtividade por hectare plantado, além de ser uma cana
mais robusta, mais resistente a pragas e doengas, e mais longeva. Por isso, o interesse por essa
espécie vem crescendo, uma vez que ela pode ser uma alternativa na producao tanto de etanol
de 2% geragdo, como utilizado para cogeragao de energia elétrica, a partir da producao de bio-
géas (FREITAS, 2013).

A biodigestao se trata de um processo que envolve diferentes etapas. A biomassa
utilizada nos biodigestores pode ou nao passar por um pré-tratamento, cujo objetivo principal
¢ otimizar o processo de obtengdo de biogas, diminuindo o tempo de biodigestdo ou promo-
vendo o aumento da produgdo de biogas. O pré-tratamento enzimatico ja tem seu uso difundi-
do em outros tipos de biomassa, mas nio se sabe ainda se o seu uso influenciara a produgao
de biogas na biomassa da cana energia. Para isso, serd desenvolvido um estudo, para aplica-
¢do de um pool de enzimas, com o intuito de melhorar o processo de geracdo de biogas, a

partir do substrato cana energia.
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1.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo enzimdtica na biomassa cana energia como pré-tratamento para a

digestdo anaerobia e producao de biogas.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Produzir as enzimas: endoxilanase, arabinofuranosidase e lacase;

Realizar reagdes hidroliticas para analisar a sinergia das enzimas na hidrdlise da
fracdo de hemicelulose;

Caracterizar a cana energia, do ponto de vista da sua composicao lignoceluldsica;

Avaliar a influéncia do pré-tratamento enzimatico na producao de biogés.
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2 CAPITULO I - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Producao de cana de ac¢ticar no Brasil e em Goias

O Brasil ¢ o maior produtor de cana de aguicar do mundo. Segundo dados da FAO
(UNITED NATIONS FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION), em parceria com
OECD (ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND DEVELOPMENT)
(2014), o pais ocupa o primeiro lugar na producio mundial, seguido bem de longe de india e
China. Segundo estimativas da CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento) para a safra
2016-2017, a produgdo de cana de aglicar devera chegar a 694,54 milhdes de toneladas, um
crescimento de 4,4% em relagdo a safra anterior, que foi de 665,59 milhdes de toneladas. De
acordo com o levantamento, a area a ser colhida esta estimada em 9,1 milhdes hectares, au-
mento de 5,3% se comparada com a safra 2015/16, que foi de 8,6 milhdes de hectares (CO-
NAB, 2017).

Toda essa cana de acucar produzida tem destino certo. Entre os produtos benefici-
ados, a producdo de agucar em 2017 devera atingir 39,96 milhdes de toneladas, 19,3% superi-
or a safra 2015/16, em fun¢do de precos mais rentaveis. Ja a producdo de etanol deve se man-
ter acima de 27,8 bilhdes de litros, reducdo de apenas 8,5%, em funcdo da preferéncia pela
producao de acticar (CONAB, 2017).

Os maiores produtores de cana de agucar no Brasil se localizam na regido Centro-
Sul do pais, com destaque para o estado de Sdo Paulo, o maior produtor, concentrando 52,4 %
da produgdo brasileira, seguido de Goias (10,5 %), Minas Gerais (9,4%) e Mato Grosso do
Sul (7,0%) (CONAB, 2017).

Em Goias ha estimativas de melhora nos patamares de produtividade em relacao a
safra 2017/2018: um crescimento de 7,5% e uma producdo que pode chegar a 70 milhdes de
toneladas, conforme estimativa da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017).
Um dos motivos para esse cendrio positivo € a maior quantidade de chuva.

O que tem favorecido o crescimento de Goias como produtor de cana de aglcar
sdo os estimulos recebido pelas industrias, pelos produtores e também por caracteristicas co-
mo: clima, solo fértil, areas planas que facilitam a colheita, terras relativamente mais baratas

ao se comparar com Sao Paulo e Minas Gerais e os investimentos feitos pelo Governo do Es-
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tado na reconstrucdo de estradas e na estruturagao dos incentivos para a implanta¢do de novas
industrias em Goias (NOVACANA, 2017).

De acordo com Jardim (2013), a cana-de-agucar ¢ uma das culturas agricolas mais
eficientes na conversao de energia solar em energia quimica. Ainda de acordo com o autor, no
Brasil a cana ¢ uma das principais opg¢des para a producdo de biomassa, sendo competitiva
economicamente em relagdo a outras fontes como capim napier, capim elefante, eucalipto,
entre outras. Entre os fatores que contribuem com essa competitividade, convém destacar o
fato de que as técnicas de cultivo ja estarem dominadas, o parque industrial ja estar montado e
funcionando, além do considerdvel nimero de usinas distribuidas pelas diversas regides do
pais.

A cana de agtcar tem um grande papel no setor agricola brasileiro, em especial
pelo crescente interesse no seu uso para a producdao de etanol. No entanto, diversos outros
usos estdo sendo estudados para esse material vegetal. Os residuos da industria de processa-
mento da cana de agucar, o chamado bagago, podem ser utilizados em caldeiras, como com-
bustivel no lugar do carvao ou diesel. A torta de filtro, residuo gerado nos processos de filtra-
gem e clarificagdo do caldo, ¢ rica em minerais e matéria organica, ¢ ¢ geralmente utilizada
como adubo nas proprias plantagdes de cana. J4 a vinhaga, que ¢ um subproduto da producao
de alcool, também ¢ rica em minerais e ¢ geralmente utilizada em fertirrigagao.

Desta forma no Brasil o setor sucroenergético detém a maior capacidade de gera-
¢do de energia elétrica, pois ao aproveitar o bagaco, a palha e as ponteiras como combustivel
para as centrais térmicas, acaba representando 70% da producdo nacional de biomassa. Além
disso, a cana de acucar ¢ a principal matéria-prima para a producdo de biocombustiveis
(JARDIM, 2013).

Mas além destes usos, merece destaque o crescimento pelo interesse de se produ-
zir biogas a partir de residuos da industria da cana de agucar, através de um processo de diges-
tdo anaerobia, que consiste em um processo bioldgico onde microrganismos anaerdbios, na
auséncia de oxigénio livre, convertem a matéria organica em biogas, composto por uma mis-
tura de metano, dioxido de carbono e pequenas quantidades de hidrogénio, nitrogénio, mono-
xido de carbono e sulfeto de hidrogénio (MANOCHIO, 2015).

Conforme Goldemberg e Moreira (2005), a biomassa ¢ uma das fontes para pro-
ducdo de energia com maior potencial de crescimento nos proximos anos. Tanto no mercado
internacional quanto no interno, ela ¢ considerada uma das principais alternativas para a di-
versificagdo da matriz energética e a consequente redugdo da dependéncia dos combustiveis

fosseis. E quando se fala em produgdo de biogas, consequentemente esta se falando de utiliza-
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¢do de biomassa, sendo a biomassa da cana uma alternativa com grandes possibilidades de
crescimento em seu uso, seja na forma de planta inteira, seja na forma de bagago, uma vez

que a quantidade de residuos gerados pela industria da cana ¢ grande.

2.2. Caracterizacio da cana energia

A cana de aglcar ¢ uma cultura que ja vem sendo explorada comercialmente a
bastante tempo. A planta foi descoberta na ilha de Nova Guiné, no meio do oceano pacifico e
se espalhou para o mundo gradualmente, junto com a migragdo humana. No Brasil a cana de
acucar s6 chegou em 1520, logo apos os portugueses. Desde entdo se tornou uma cultura de
grande importancia para a economia brasileira.

Os programas de cana de agucar sempre priorizaram o teor de sacarose como
principal caracteristica a ser maximizada, e em virtude disto, grande parte dos genes que con-
tribuem para o aumento da fibra foram gradualmente eliminados do arcabougo genético que
compdem as variedades atuais (FREITAS, 2013). Maiores teores de fibras contribuem negati-
vamente no processo industrial sob um ponto de vista de aproveitamento dos agucares do cal-
do, pois o conteudo de fibras induz um maior arraste de actcar pelo bagaco da cana durante a
moagem.

Entretanto, ha alguns anos atras, passou-se a direcionar o melhoramento genético
da cana de agtcar para a obten¢do de variedades com altos valores de fibras, a chamada cana
energia. A ideia do aproveitamento da cana de agucar como planta energética ao invés de
apenas como fonte de sacarose iniciou-se ao final da década de 70 do século passado, nos
Estados Unidos, em razdo da crise do petrdleo e do preniincio de mais problemas a frente
(MATSUOKA et al., 2014).

Os programas de melhoramento da cana em diversos paises do mundo, inclusive o
Brasil, tém procurado também clones com mais alta produgdo de fibras, conhecidos como
cana energia (energycane). Esses clones tém em geral menor teor de sacarose e maior teor de
fibras totais, porém, a alta produgdo de biomassa total ¢ sempre o primeiro fator a ser conside-
rado (ROSSETO, 2012).

De acordo com Tolmasquim (2016), motivados pelo desenvolvimento do etanol
celuldsico, a pesquisa tem buscado desenvolver variedades de cana com maior o teor de fibra,
em detrimento do teor de acticares. Os esfor¢os neste sentido sao feitos a partir de outra espé-
cie de cana, a Saccharum spontaneum. As variedades desenvolvidas a partir desta espécie sao

denominadas cana energia, em contraposi¢ao a cana de agucar.
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Kumar et al. (2015) defendem que devido a alta produtividade de biomassa, a ca-
na energética tem potencial para produzir muito mais aglicares celuldsicos por hectare que as
variedades convencionais de cana de agucar.

Matsuoka et al. (2014) explicitaram os caminhos pelos quais a cana energia foi
obtida. A partir de um programa de melhoramento genético da cana de agucar tradicional,
inicialmente idealizado em Porto Rico, no final da década de 1970, comegaram as tentativas
para obtencdo de um material com elevados teores de celulose, hemicelulose e lignina. Para
1sso, recorreu-se a utilizagdo de variedades mais rasticas de cana de agucar. Exemplares da
espécie Saccharum officinarum foram cruzadas com exemplares de Saccharum spontaneum,
que naturalmente ja apresenta um alto teor de fibra.

Lima (2016) acrescenta que no Brasil, alguns centros de pesquisas e produtores ja
comegaram a investir em pesquisa ¢ desenvolvimento de cruzamentos e tecnologias para a
produgdo de cana energia. Segundo o autor, o desenvolvimento de cana energia iniciou-se em
2005 com Matsuoka e Rubio na CanaVialis. Em continuidade ao trabalho, a empresa Vignis
busca obter cana com maior teor de fibra para utilizagdo como energia através de melhora-
mento (FREITAS JR., 2011). Como mostra a Figura 1, hd uma diferenga perceptivel entre
cana de agucar e cana energia, no que se refere ao tamanho da planta.

Na Figura 2, h4d uma comparac¢do em as raizes da cana de agucar e da cana ener-
gia, em que se percebe um sistema radicular robusto, com alto grau de perfilhamento, o que
lhe confere caracteristicas como rusticidade e maior resisténcia ao stress hidrico (MATSU-
OKA et al., 2014).

J4 a empresa GranBio, com sede em Campinas, SP, desenvolveu a CanaVertix® e
instalou sua fabrica no estado de Alagoas no segundo semestre de 2014 para produzir etanol

de segunda geracao (PAIVA, 2014).



Figura 1: Cana de agiicar comum (a esquerda) e cana energia (direita).

Fonte: Vignis
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Figura 2: Raizes de cana energia (a esquerda) e cana de agtcar (a direita).

Fonte: Vignis
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De acordo com Matsuoka et al. (2014), a cana energia apresenta algumas caracte-
risticas que a distinguem da cana de agUcar tradicional: a cana energia apresenta uma lamina
de folha mais estreita, uma haste mais fina e um perfilhamento mais profuso. Isso esta de
acordo com Kumar et al. (2015), que afirmam que a cana energia produz mais talos e permite
maior propor¢do de multiplicacdo. Em outras palavras, maior capacidade de perfilhamento.
Além disso, permite ainda um maior nimero de colheitas, gracas ao rizoma de S. esponta-
neum, precisamente uma caracteristica que os criadores pioneiros da cana de aglcar procura-
ram nesta espécie, em contraposicao a vulnerabilidade da espécie S. officinarum.

Paiva (2015), em reportagem para a Revista Cana Online, sistematizou as princi-
pais caracteristicas das novas variedades obtidas de cana energia. Diferentemente da cana de
acgucar que apresenta declinio na produgdo a partir do primeiro corte, na cana energia, a tou-
ceira vai perfilhando em decorréncia dos rizomas. Com isso, a expectativa em relacao a lon-
gevidade do canavial ¢ de 10 anos. Como o genoma da cana energia tem a participagdo maior
de ancestrais mais rusticos, ela ¢ mais resistente, de modo geral, as doengas que a cana de
acucar. Ela pode ser plantada em areas mais restritivas, como em ambientes degradados, sem
a necessidade de concorrer com a producao de alimentos. Além disso, a cana energia apresen-
ta elevado teor de fibras, o que, associado a alta produtividade, implica em um grande rendi-
mento de biomassa por area. Nos canaviais, sob condigdes normais, a cana energia mede por
volta de quatro metros e meio, mas ndo perde as caracteristicas como alta quantidade de perfi-
lhos e cerca de 30% a mais de fibra em comparacdo com a cana convencional.

A Figura 3 representa um quadro comparativo entre a cana de agtcar e duas vari-
edades de cana energia desenvolvidas pela empresa Vignis. Comparando-se a produtividade
em tonelada por hectare, os dois tipos de cana energia tem desempenho bem superior ao da

cana de agucar comum.
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Figura 3: Comparagdo entre as caracteristicas da cana de actcar e cana energia.

Fonte: Vignis e elaboracdo NovaCana.com
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De acordo com esses dados, apesar da quantidade de Agucar Total Recuperado

(ATR) (capacidade da cana de ser convertida em agucar ou etanol) das variedades de cana
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energia ser menor do que o da cana de actcar, quando se faz um balanco de produtividade por
area de plantio, a cana energia ¢ mais vantajosa. Além disso, a cana energia produz uma quan-
tidade maior de bagaco quando comparada a cana de agucar.

Esses teores de fibra sdo importantes quando se busca uma biomassa com poten-
cial energético. Violante (2012) explica que os materiais lignoceluldsicos sdo formados por
estruturas duras e fibrosas, compostas majoritariamente pelos polissacarideos celulose e he-
micelulose (cerca de 70% da massa seca), entremeados por outra macromolécula formada por
alcoois aromaticos, a lignina, aos quais se encontram unidos por ligagdes covalentes e de hi-
drogénio.

Sobre os teores de fibra, recentemente Ogata (2013) avaliou a composi¢do de fibra
de 207 gendtipos de cana energia (planta inteira), com alto teor de fibra, do programa de me-
lhoramento do IAC no Brasil. A composi¢ao da celulose variou de 26,5% a 54,2% (média de
44,2%), enquanto a hemicelulose variou de 16,7% a 26,0% (média de 21,7%) e o teor de lig-
nina variou de 17,7% a 27,1% (média de 23,5%).

Complementando ainda as caracteristicas da cana energia, Matsuoka et al. (2014)
enumeram: (i) produz energia renovavel, possibilitando a reducdo de gases do efeito estufa;
(i1) alta capacidade de conversdo do carbono atmosférico em carbono organico na formagao
de biomassa; (iii) constitui alternativa de diversificagdo na matriz energética e reducdo do
consumo de petroleo; (iv) tem alta densidade de energia, ou seja, energética e economicamen-
te ¢ matéria-prima mais eficiente do que aquela de plantas alimenticias; (v) plantas adaptadas
as condicdes de estresse e resistentes aos microrganismos maléficos; (vi) ndo compete com a
produgdo de alimentos, podendo ser plantada em regides degradadas ou de expansdo, impro-
prias para outras culturas e pode ser usada no controle de erosdes; (vii) apresenta técnicas de
exploracdo dominadas; (viii) a colheita pode ser feita durante todo ano e seu produto pode ser
armazenado para prolongamento do uso; (ix) possibilidade de se obterem formas estéreis, nao
produtoras de sementes e que assim podem ser produzidas para que a multiplicagdo seja ape-

nas vegetativa.

2.3. Producao de biogas no Brasil e no mundo

O biogés ¢ produzido a partir da digestdo anaerdbia de matéria organica, podendo

para isso ser utilizado desde residuos domésticos, de industrias, da agropecuaria e até mesmo

de aterros sanitarios. Ele representa uma alternativa cada vez mais utilizada pelo mundo, por
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aliar além da produ¢do de um produto rentdvel, o uso de residuos que poderiam ao ser descar-
tados gerar impactos ambientais indesejaveis.

O biogas ¢ um biocombustivel com grande potencial de aplicagdo, podendo inclu-
sive ter um papel importante no incremento da parcela de energia renovavel utilizada no setor
dos transportes. O biogas tem excelentes propriedades de combustao, podendo ser utilizado
como combustivel para veiculos e para a produgdo de energia elétrica e calor (JARDIM,
2013). Este aproveitamento pode ser ainda otimizado, aplicando tecnologias de separacao de
gases, permitindo assim separar o metano do dioxido de carbono e outras impurezas. Deste
modo, o biogas resultante (designado por biometano) pode ser compatibilizado com o gas
natural em qualquer uma das suas aplicagdes comuns, podendo ser utilizado em veiculos que
funcionam com o gas natural veicular (GNV).

Em diversos paises seu uso ja faz parte do cotidiano. Segundo Guimaraes e Gal-
vao (2013), o continente europeu tem concentrado grande parte da produgdo de biogas, desta-
cando-se os seguintes paises desenvolvidos, produtores deste biocombustivel no mundo:
Alemanha, Reino Unido, Italia, Franca e Estados Unidos da América. Dentre os paises em
desenvolvimento, o Brasil, a China e a India possuem produgio relevante.

Raboni e Urbini (2014) afirmam que a Unido Europeia demonstra um papel de li-
deranca mundial na area de biogas, com a sua producdo de 10.085,8 thousand tonnes of oil
equivalente (ktoe) ano™ (em 2011) (o equivalente a 117.288.550 kWh) em termos de energia
primaria, respondendo por cerca de 60% da producdo mundial. A tonelada de 6leo equivalente
(toe) ¢ uma unidade de energia definida como a quantidade de energia liberada pela queima
de uma tonelada de petrdleo bruto. Sao aproximadamente 42 gigajoules ou 11.630 quilowatts-
hora, embora, como diferentes 6leos brutos tenham diferentes valores calorificos, o valor exa-
to ¢ definido por conveng¢do. Ainda de acordo com os autores, a Alemanha ¢ o pais europeu
que tem feito os maiores progressos neste dominio, sendo a maior parte do biogas resultante
dos processos de digestdo anaerobia e co-digestao de matrizes organicas selecionadas.

Jardim (2013) assegura que a Alemanha desponta como lider na produ¢ao mundi-
al de biogas, com cerca de 7000 unidades produtoras, sendo responsavel por mais de metade
do total de energia primaria produzida a partir de biogas. O total de eletricidade produzida em
2012 foi de 20 TWh, equivalente ao consumo de 5,7 milhdes de habitagdes. O biogés ja for-
nece mais de 3% do total do consumo elétrico, assim como representa quantidades significati-
vas de energia térmica a industrias, combustivel para veiculos e volume injetado na rede de

Gas Natural (IEA, 2012).
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J& quando se fala em biometano para a utilizacdo em veiculos, convém destacar o
papel da Suécia, que ja utiliza o referido combustivel em varias frotas de transportes publicos
e privados (JARDIM, 2013). O biometano ¢ obtido a partir da transformagao a partir do bio-
gas.

No Brasil, o biogas surge como uma grande potencialidade, e além de sua vanta-
gem da aplicag@o final como substituinte do combustivel fossil, apresenta a vantagem da re-
dugdo da emissao de metano produzido a partir da digestdo anaerdbica de rejeitos urbanos e
industriais, conforme ocorre nos aterros (BORSCHIVER e SILVA, 2014). Porém, as iniciati-
vas para sua producdo ainda sdo incipientes, especialmente se comparado com o panorama
internacional.

Segundo Kunz & Oliveira (2006), o interesse pelo biogas, no Brasil, intensificou-
se nas décadas de 70 e 80, especialmente entre os suinocultores. Programas oficiais estimula-
ram a implanta¢do de muitos biodigestores focados, principalmente, na geracao de energia e
na produgdo biofertilizante e diminui¢do do impacto ambiental. Segundo os autores o princi-
pal objetivo dos programas governamentais era reduzir a dependéncia das pequenas proprie-
dades rurais na aquisi¢ao de adubos quimicos e de energia térmica para os diversos usos (co-
zimento, aquecimento, iluminagdo e refrigeracdo), bem como reduzir a polui¢cdo causada pe-
los dejetos animais e aumentar a renda dos criadores. Infelizmente, os resultados ndo foram os
esperados e a maioria dos sistemas implantados acabaram sendo desativados.

Porém recentemente esse quadro comegou a ser revertido. Em 2012, a ANEEL
(Agéncia Nacional de Energia Elétrica), através da chamada de Projeto de P&D Estratégico n°
014/2012: “Arranjos Técnicos e Comerciais para Inser¢do da Geragdo de Energia Elétrica a
partir do Biogas oriundo de Residuos e Efluentes Liquidos na Matriz Energética Brasileira”,
recebeu ao todo 23 propostas, com investimento na ordem de R$ 476 milhdes. Os projetos
previam a instalacao de 33,7 MW em usinas de geragdo a partir do biogas de residuos e eflu-
entes liquidos (ANEEL, 2012).

Zanette (2009) defende que o Brasil apresenta grande potencial para a produgdo
de biogés, a partir das diferentes fontes de matéria organica, em torno de mais de 50 milhdes
de m® de metano por dia, superior a produgio nacional de gas natural disponibilizada para o
consumo de cerca de 35 milhdes de m® /dia. Infelizmente, esse setor da geragdo de energia
ainda ndo esta sendo totalmente aproveitado, estando aquém do seu potencial.

Segundo Silveira (2016), a biomassa tem sido apontada como uma das principais

alternativas para a diversificacdo da matriz energética e na diminui¢ao do uso de combustiveis
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fosseis. Essa fonte energética tem despertado interesse, principalmente, em funcdo do elevado
potencial de crescimento da demanda por energia nos proximos anos.

No Brasil, merece destaque as iniciativas de produgdo de biogas nos estados do
Rio Grande do Sul, Parana e Minas Gerais, que ja contam com estudos de potencial de produ-
cdo de biogas a partir de residuos solidos urbanos e agroindustriais. O Rio Grande do Sul ¢
apontado como um dos estados pioneiros na producdo e fomento para geragdo de biometano e
biogéas. Em 11 de maio de 2016 entrou em vigor a Lei 14.864/2016, que incentiva a fabricagao
de biometano no Estado, por meio do Programa Gaucho de Incentivo a Geragao e Utilizagao
de Biometano - RS Gas. A lei incentiva a produ¢do descentralizada, visto que a Sulgés garan-
tird a compra do biometano no longo prazo. A legislacdo possibilita a criagdo de linhas de
crédito especial, inclusive com subsidios, para a geracdo de biometano e concede tratamento

tributario diferenciado (GUERI et al., 2016).

2.4. Importancia do biogas para o Centro-Oeste Brasileiro

O Brasil ¢ um dos lideres em producgdo de energias a partir de biomassa. No en-
tanto, essa lideranga esta relacionada diretamente a producao de etanol e biodiesel. Quando se
leva em considera¢do o aproveitamento de biomassas e residuos agroindustriais, o potencial
de producao de biogas no pais ¢ muito grande. Porém, isso ainda ndo ¢ uma realidade. Nesse
sentido, vale ressaltar que o poder publico tem se esforcado para fortalecer politicas publicas
de apoio a produgao de biogéds. Com esse intuito, foi criado o programa Probiogas (Projeto de
Cooperagao Técnica entre os Governos do Brasil e da Alemanha, coordenado e executado
pela Secretaria Nacional de Saneamento Ambiental do Ministério das Cidades e pela Agéncia
Alema de Cooperagao Internacional GIZ), cujo encerramento estd previsto para o final do ano
de 2017. Seu objetivo ¢ ampliar o aproveitamento energético do biogads no Brasil em sanea-
mento basico e iniciativas agropecuadrias, trabalhando em duas areas tematicas — dgua residu-
ais e residuos solidos (BRASIL, 2015).

Entretanto, Karlsson ef al. (2014) entendem que as iniciativas para geracao de bi-
ogas no Brasil ainda andam a passos lentos em comparag¢ao ao panorama internacional. Con-
tudo, sabe-se que o investimento nessa area pode resultar em reflexos significativos na matriz
energética do pais. O Brasil, mesmo sendo um dos lideres em produ¢do de energias a partir de
biomassa, enfrenta problemas para inserir o biogds como fonte renovavel de energia no qua-
dro nacional, pois os subsidios por parte do governo e o investimento das politicas publicas

sdo pouco estimulados.
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No Brasil, dentre os incentivos federais que promovem o uso de energias limpas,
destaca-se o recente Programa de Desenvolvimento de Geracao Distribuida de Energia Elétri-
ca — PROGD, instituido pela Portaria n° 538 de 2015 do Ministério de Minas e Energia
(MME), que pretende investir R$ 100 bilhdes de reais até o ano de 2030 para alcangar cerca
de 23.500 MW em geracao distribuida de energia limpa e renovavel (BRASIL, 2015). Da
mesma forma, o Programa de Incentivo as Fontes Renovaveis de Energia Elétrica — PROIN-
FA, regulamentado pelo Decreto n°® 5.025 de 2004 tem sido fundamental para o surgimento de
novos empreendimentos com base em fontes renovaveis, diversificando a matriz energética
brasileira e valorizando as caracteristicas e potencialidades regionais e locais, abordando di-
versos conceitos correlatos. (BRASIL, 2004).

As fontes renovaveis que mais se desenvolveram com os recursos do PROINFA
foram as fontes: eolica, com atuais 6,17 % de participacao na matriz elétrica; e a biomassa,
representando 8,97 % de toda a energia elétrica do pais (ANEEL, 2017). Todavia, a biomassa
para fins energéticos esta entre as fontes renovaveis com maiores possibilidades, devido prin-
cipalmente a sua grande quantidade e diversidade de material disponivel que compreende toda
a matéria vegetal, os dejetos de animais e a matéria organica contida nos rejeitos industriais e
urbanos. Porém esses programas ainda caminham a passos lentos.

Em relacdo ao uso energético do biogds e do biometano, as politicas sdo ainda
mais recentes. A Resolugdo da Agéncia Nacional de Petroleo (ANP) n°® 8 de 30/01/2015, esta-
belece a especificacdo do biometano a ser comercializado em territério brasileiro. Portanto,
1sso demonstra a tendéncia do crescimento desta tecnologia no setor energético, uma vez que
tem mostrado ser bastante promissora quando analisados os projetos pioneiros instalados em
paises desenvolvidos.

Zanette (2009) defende que a expressiva produgdo agropecuaria e agroindustrial
brasileira resulta em um expressivo potencial de producdo de biogas a partir de residuos agro-
pecudrios e efluentes agroindustriais. Enquanto os residuos agropecudrios resultam em um
potencial de producdo de metano de 66,3 milhdes de m® /dia, os efluentes industriais represen-
tam um potencial de 12,7 milhdes de m? /dia.

O Brasil ¢ um pais que ainda ndo aproveita totalmente os residuos organicos para
geracdo de bioenergia. O maior mercado para o biogas ¢ no setor sucroalcooleiro, ao usar os
rejeitos da cana para gerar energia. A industria da celulose e de alimentos também poderia
aproveitar melhor os rejeitos, gerando energia ou biocombustivel.

A regido Centro Oeste ¢ um dos potenciais brasileiros para a area de bionegdcios

com a producdo de biomassa e seus derivados. Essa regido brasileira apresenta um importante
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potencial energético para o pais e tem como recursos de biomassa disponiveis: a cana-de-
acucar, os Oleos vegetais, residuos agricolas e residuos florestais (BARRETO et al., 2016).

O Centro Oeste continua a ocupar a posi¢cdo de principal produtor de graos do
Brasil, tais como cereais, leguminosas e oleaginosas. Somente o estado do Mato Grosso pro-
duz 20 milhdes de toneladas de soja por ano, o que o torna o quarto maior produtor do mundo.
(GERBELLI, 2012).

Segundo Barreto et al. (2012), esse potencial viabiliza a regido centro oeste a
crescer em bionegdcios voltados para a producdo de energia de fontes renovaveis. Levando
em consideracdo os aspectos econdmicos, a regido Centro Oeste tem grande potencial para
criacdo de um eco-sistema que alimente continuamente todos os setores que estejam ligados
diretamente a area de bioenergia, desde a sua cultura, colheita e entrega dessa matéria-prima
para as industrias que geram impostos € movimentam o setor produtivo, o que alavanca for-

temente a area de bionegdcios de toda a regido.

2.5. Obtencao do biogas

Jardim (2013) afirma que existem diversos tipos de residuos, resultantes da atividade
humana/industrial ou residuos florestais, que sdo passiveis de serem utilizados como recurso
para producdo de biogds. Estes residuos, denominados de biorresiduos, podem ser quaisquer
materiais passiveis de decomposicao por ag¢ao bioldgica. Estes biorresiduos sofrem a agao de
bactérias metanogénicas (produtoras de metano), produzindo biogds em maior ou menor
quantidade, em virtude das diversas varidveis do processo. Desta forma, a produgdo pode ser
realizada em diferentes ambientes, como aterros, estagdes de tratamento de aguas residuais ou
outros digestores de residuos organicos, através da digestdo anaerobia da matéria organica.

O biogas ¢ composto principalmente por metano e didxido de carbono, e tragco de ou-
tros gases (Hz2S, NH3, H2O, NO, O, etc.), quando o percentual de metano ¢ maior que 45% ¢
considerado inflamavel (SILVA, 2016).

A digestao anaerdbia ¢ um processo conhecido ha muito tempo e seu emprego para a
producao de biogas para a conversdao em energia de cozimento, iluminagdo e como biofertili-
zante é muito popular nos paises asiaticos, a exemplo da China e India (KUNZ & OLIVEIRA,
20006). Ela consiste de um processo bioldgico em que algumas espécies de bactérias anaerobi-
cas produzem enzimas para atacar a estrutura de materiais organicos complexos para produzir

compostos simples: metano, didoxido de carbono, deixando na solugdo aquosa subprodutos
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como amonia, sulfetos e fosfatos extraindo, em simultaneo, a energia e os compostos necessa-
rios para seu proprio crescimento (COSTA, 2006).

O processo de fermentacdo anaerodbia € um processo sensivel, podendo ser dividido
em quatro fases (RIZZONI et al., 2012; BRITO, 2011; BRONDANI, 2010; KUNZ & OLI-
VEIRA, 2006):

* Fase hidrolitica: nesta fase as enzimas hidroliticas extracelulares produzidas pelas
bactérias hidrolisam moléculas complexas dos substratos soluveis em pequenas moléculas que
sdo transportadas para dentro das células dos microrganismos ¢ metabolizadas. Nessa fase
ocorre a transformacgdo de proteinas em aminoacidos, de carboidratos em agucares soluveis e
de lipideos em 4cidos graxos de cadeia longa e glicerina;

» Fase de fermentagdo acida (acidogénese): os produtos gerados na primeira fase vao
ser transformados em 4cidos organicos (acético, propidnico, butirico, isobutirico, féormico,
hidrogénio (H>) e didxido de carbono (COy) pelas bactérias fermentativas.

* Fase de acetogénese: as bactérias acetogénicas, denominadas como produtoras de hi-
drogénio convertem os produtos gerados da acidogénese em didxido de carbono (CO»), hidro-
génio (H2), acetato e acidos organicos de cadeia curta;

» Fase metanogénica: as bactérias metanogénicas convertem os acidos organicos de
cadeia curta, o diéxido de carbono (CO2) e o hidrogénio (H2) em metano (CHs) e didxido de
carbono (CO»)

O mecanismo de decomposicao anaerdbica se desenvolve pela agdo de um consorcio
de microrganismos, envolvendo grupos fisiologicos distintos: bactérias fermentativas, meta-
nogénicas, hidroliticas e redutoras de sulfato. Nesse processo, um dos produtos finais da de-
gradacdo ¢ o metano (BRITO, 2011). O biogés, produto da degradacao anaerobica, ¢ compos-
to majoritariamente por metano (50%-70%) e COx.

O processo como um todo pode ser resumido conforme a Figura 4.
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Figura 4. Desenho esquematico das rotas metabdlicas envolvidas no processo de
digestao anaerdbia.

Fonte: Chernicharo (2007) apud Brito (2011).

De acordo com Brondani (2010), ha varios fatores que influenciam a digestdo anaero-
bia, destacando-se:
o Temperatura: As bactérias sdo bastante sensiveis as variagdes bruscas de temperatura.
As reagdes quimicas e bioquimicas sofrem influéncia direta da temperatura, afetando o pro-
cesso de digestao anaerdbia, contudo variagdes bruscas de temperatura podem levar o proces-
so de digestdao ao desequilibrio e morte das bactérias digestoras. O processo de fermentagao
ocorre entre 15° a 65° C, dividido em trés faixas térmicas: psicrofilica (abaixo de 20° C), me-

sofilica (30° a 40° C) e a termofilica (50° a 65° C). O processo de biodigestao se faz mais efe-
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tivo na faixa mesofilica em que a temperatura ideal esteja em torno de 37° C (RIZZONI et al.,
2012).
o Tempo de retengdo: Periodo em que o material organico permanece no biodigestor, até
que ocorra sua completa degradacdo. Quanto maior o volume de carregamento didrio, menor ¢
o tempo de reten¢do, contudo o tempo de retengdo reduzido pode tornar a digestao incomple-
ta, desencadeando um desequilibrio no processo.
. pH: Deve ser controlado, ndo pode ser muito acido, caso contrario ocorrera o desapa-
recimento das bactérias metanogénicas (que transformam os acidos organicos em biogas).
Para o desenvolvimento das atividades dos microrganismos se faz necessario um pH neutro
ou ligeiramente alcalino. O valor médio do pH deve estar entre 6,5 a 7,2. Além disso, a sobre-
carga do biodigestor pode fazer com que ocorra uma acidificagdo do meio, ocasionada pelas
bactérias responsaveis pela degradagao dos grandes polimeros, por possuirem uma atividade
com maior formagao de 4cidos organicos (RIZZONI et al., 2012).
. Quantidade de agua: O biodigestor funciona por carga hidraulica e, portanto, necessita
de certa quantidade de 4gua para funcionar. Por isso, matérias organicas com baixa umidade
necessitam de um acréscimo de agua (de acordo com o tipo da matéria) para que atinja uma
relacdo propicia. Em geral a quantidade de agua no biorreator deve oscilar entre 60% e 90%
da massa do contetido total, tanto o excesso, quanto a falta de dgua sdo prejudiciais ao rendi-
mento (COSTA, 2006).
. Quantidade de matéria seca (MS): Para que a produ¢do de metano ocorra de forma
satisfatoria € necessario que a concentracdo de matéria seca seja de 7 a 9%, isto ¢, a cada
100,0 litros de biomassa deve haver uma média de 8,0 kg de MS, para digestores continuos
(OLIVEIRA, 2009).
. Concentragdo de nutrientes: A presenca de alguns macroelementos como o carbono,
nitrogénio, potassio, fosforo e enxofre, alguns micronutrientes minerais, vitaminas € aminoa-
cidos sdo indispensaveis para o desenvolvimento das arqueas metanogénicas, sendo assim, o
conhecimento da composi¢do quimica e o tipo de biomassa utilizada sdo importantes (OLI-
VEIRA, 2009).

A presenca excessiva de alguns elementos pode ainda acarretar em uma toxicidade do
meio, inviabilizando o processo. Com relagdo aos compostos que conferem toxicidade ao
meio, inibindo ou eliminando o crescimento e atividade microbiana, podem ser citados ca-

tions de sais inorganicos dissolvidos (Na", NH4", K, dentre outros), amonia, sulfeto, metais
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pesados, outras toxinas inorganicas (cianeto) e organicas (detergentes e pesticidas) (BRITO,
2011).

A metanogénese ¢ a fase mais critica e mais lenta da biodigestdo, ¢ extremamente in-
fluenciada pelas condigdes de operagdo, como temperatura, composi¢ao do substrato, taxa de
alimentagdo, tempo de reten¢do, pH, concentragdo de amdnia entre outros. Esta etapa ¢ reali-
zada por bactérias estritamente anaerdbias obrigatorias, conhecidas com Archaea methano-
gens. Elas desempenham um papel de fundamental importancia na produgdo de biogas. Todas
as metanogénicas conhecidas produzem a enzima metil coenzima M redutase (MCR) que ca-
talisa o passo final na produ¢do de metano durante a fermentagdo anaerdbica da biomassa
(RODRIGUES, 2012).

A quantidade de biogas produzida depende, entre outros fatores, da tecnologia empre-
gada na digestdo e do substrato (TOLMASQUIM, 2016). Bochmann e Montgomery (2013)
afirmam que quando a composicdo do substrato e a tecnologia de pré-tratamento sdo adequa-
das, a biodisponibilidade do substrato aumenta. Isso pode levar a uma melhor performance de
reatores de biogas em termos de rendimento de gas e taxa de degradagdao durante a digestao
anaerobia.

Sambusiti (2013) defende que a digestdo anaerdbica de materiais lignocelulésicos €
limitada pelo passo de hidrdlise biologica, bem como pela acessibilidade de compostos bio-
degradaveis (celulose e hemiceluloses). De acordo com a autora, varias caracteristicas de
composi¢ao e estrutura podem afetar a hidrolise e a acessibilidade da celulose. Entre esses
parametros, ha o grau de polimerizagao e cristalinidade da celulose, a estrutura das hemicelu-
loses, o teor e composicao da lignina, o teor de pectinas, a area superficial acessivel e o volu-
me dos poros. Todos esses pardmetros devem ser considerados ao se propor uma planta de
biodigestdo. Assim, para obter altos rendimentos anaerébicos de biodegradacao, os substratos
lignocelulosicos devem primeiro ser pré-tratados.

Diversos pré-tratamentos podem ser utilizados para aumentar a biodegradabilidade dos
materiais lignoceluldsicos (moagem, pirdlise, hidrélise acida e/ou alcalina, explosdo a vapor,
hidrdlise enzimatica, dentre outras). Cada pré-tratamento deve ter seus parametros operacio-
nais estudados (tempo de reacdo, temperatura, pressao e concentragao do catalizador) para
maximizar a producio de aglicares, aumento de acessibilidade ou remocdo de lignina, e mini-
mizacdo da producdo de compostos recalcitrantes ou toxicos (Vazquez et al., 2007, Petersen
et al., 2009).

O biogas pode ser consumido diretamente, situacdo em que apresenta poder calorifico

entre 4.500 e 6.000 kcal/m?, ou tratado para separagdo e aproveitamento do metano, cujo po-



35

der calorifico ¢ semelhante ao do gas natural. Porém, de acordo com Brondani (2010), esse
poder calorifico do biogés, que depende da porcentagem de metano, pode ser muito maior.
Segundo ele, o biogés altamente purificado pode alcangar 12000 kcal/m®. Um metro cubico de
biogas equivale a:

- 0,613 litro de gasolina

- 0,579 litro de querosene

- 0,553 litro de Diesel

- 0,454 litro de gas de cozinha

- 1, 536 quilograma de lenha

- 0,790 litro de alcool hidratado

- 1,428 KW de eletricidade.

2.6. Tratamento enzimatico para substrato na producio de biogas

Enzimas sao compostos proteicos que atuam como catalisadores de reagdes qui-
micas. Kipper (2013) explica que as enzimas sdo componentes organicos fundamentais dos
seres vivos tais como plantas, animais e microrganismos. Além de atuarem como catalisado-
res biologicos, elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua extraordinaria es-
pecificidade e poder catalitico, que sdo muito superiores aos dos catalisadores produzidos pelo
homem, e por isso sdao exploradas comercialmente nos mais diversos segmentos da industria.

Cysneiros et al. (2013), no entanto, advertem que ainda que as enzimas sejam ca-
talisadores eficientes em sistemas biologicos, sua atividade ¢ influenciada por uma série de
fatores, tais como o pré-tratamento do substrato, pH, temperatura, além de sofrerem influéncia
de substancias que podem atuar ativando ou inibindo sua atividade. A essas substancias de-
nominam-se ativadores e inibidores enzimaticos, respectivamente. Os inibidores enzimaticos
sdo substancias que diminuem a atividade da enzima, de maneira reversivel ou irreversivel,
por mecanismos que ndo envolvem a desnaturagdo da mesma.

Kipper (2013) argumenta que a eficiéncia das enzimas ¢ medida em termos da sua
atividade. A atividade enzimatica ¢ definida como a quantidade de enzima que converte em
produtos uma determinada quantidade de substrato por unidade de tempo. Esse parametro ¢é
muito importante quando se pretende implantar um processo com a utilizagdo de enzimas.

As enzimas sdo sintetizadas por células vivas e atuam em quase todas as reagdes
quimicas do metabolismo dos organismos vivos. Como sdo catalisadoras, as enzimas nao sao

consumidas na reagdo e ndo alteram seu equilibrio quimico.
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Para isso, vale lembrar que a na constitui¢do das fibras da cana energia estdo pre-
sentes principalmente a celulose, hemicelulose e lignina. Conforme Pereira (2013), o principal
componente da biomassa vegetal ¢ a lignocelulose, constituida pela celulose, hemicelulose e
lignina, presentes na parede das células vegetais; compreendendo mais da metade do peso
seco das plantas. De acordo com o autor, somente uma pequena porcentagem destes polime-
ros, gerados como subprodutos da atividade agricola é aproveitada. Muitos microrganismos
produzem um complexo de enzimas extracelulares que degradam a fragao de celulose e hemi-
celulose da lignocelulose possibilitando o aproveitamento da fracdo de celulose e de hemice-
lulose como fonte de carbono e energia.

Romano et al. (2009) analisaram o efeito de adicdo de enzimas na digestao anae-
robica de um tipo de graminea (Agropyron elongatum). A adi¢ao de enzima mostrou um im-
pacto positivo na solubilizacdo do substrato. Resultados semelhantes foram encontrados por
Frigon et al., (2012) utilizou uma graminea em seu estudo; Badshah et al., (2012) bagaco de
cana de agucar e Sambusiti (2013) utilizou sorgo e palha de trigo, utilizando enzimas varia-
das.

Outros autores, entretanto, ndo encontraram vantagem no pré-tratamento enzima-
tico. Citam-se Ellenrieder ef al. (2010) e Parawira (2012). Porém ambos sugerem que as pes-
quisas nessa area t€ém que continuar, a fim de confirmar ou ndo a aplicabilidade desse pré-
tratamento.

Conforme Dodd e Cann (2009), uma das principais limitagdes para a conversao
eficiente de biomassa vegetal em biocombustiveis ¢ a natureza recalcitrante da parede celular
da planta, composta principalmente de materiais lignoceluldsicos. Romper essa barreira natu-
ral de fibras da parede celular € o primeiro passo na produ¢do do biogés.

Pereira (2013), Bortolazzo (2011) e Melo (2010) sintetizaram as principais carac-

teristicas dessas trés fracoes da biomassa. Segue-se entdo suas principais peculiaridades.

2.6.1. Componentes da parede celular vegetal

De acordo com Martinez et al. (2009), lignocelulose ¢ o nome dado ao material pre-
sente na parede celular da maioria das plantas terrestres, constituidos de celulose embebido
numa matriz amorfa de hemicelulose e lignina. Estes trés tipos de polimeros se apresentam
fortemente ligados um ao outro e representam mais de 90% do peso seco da célula vegetal.
Varios fatores influenciam a quantidade desses polimeros, como a espécie, época de colheita

e, também, ao longo de diferentes partes da mesma planta. Rosseto (2012) elucida a composi-
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¢do da parede celular vegetal (Figura 5). Segundo o autor, para que a biomassa lignoceluldsi-
ca possa ser utilizada em processos de fermentagdo e/ou biodigestdo, a celulose (insoluvel)
deve ser decomposta em unidades menores de agucar (soluvel). Nesse esquema ¢ possivel
verificar que celulose esta envolvida por uma rede de protecdo formada pela hemicelulose e
lignina. Sendo assim, para que ela seja acessada, ¢ necessario romper essa rede de prote¢ao
que a envolve.

Ferreira et al. (2009) afirmam que as hemiceluloses estdo intimamente associadas a
celulose, definindo as propriedades estruturais na parede celular além de desempenhar fun-
¢oes na regulagdo do crescimento e desenvolvimento das plantas. A Figura 6 mostra as estru-

turas parciais dos componentes lignocelulésicos.

Célulaveqgetal

Parede da
Celulawvegetal

Microfibras
de Celulose

Molaculas
de Agicar

Glicose

Figura 5. Representacdo esquematica da composicdo e arranjo da celulose, hemicelulose e

lignina na parede celular dos vegetais (ROSSETO, 2011).
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Figura 6: Estrutura dos componentes lignocelulésicos da parede celular dos vegetais.

Fonte Ferreira et al., 2009 (Figura adaptada).
2.6.1.1. Celulose

A celulose (CsHi10Os)n € o principal constituinte estrutural das células vegetais,
representando 35 a 50% do peso seco das mesmas. Seu papel ¢ exclusivamente estrutural,
conferindo a célula protecao osmotica e resisténcia mecanica (PEREIRA, 2013).

Haé estimativas de que cerca de 50 bilhdes de toneladas deste composto quimico
sdo produzidas por ano. Ela estd presente também em bactérias e algas, mas em pequenas
proporgdes, estando localizada principalmente na parede secundéaria das células vegetais
(MELO, 2010). Ela ¢ composta de cadeias lineares de D-glicose, unidas por ligacdes B-1,4
com alto grau de polimerizacdo e elevada massa molar, principalmente, em sua forma cristali-
na que confere a alta resisténcia ao rompimento de suas ligacdes por substancias quimicas
(BORTOLAZZO, 2011).

Aproximadamente cem unidades de glicose formam microfibrilas que se empaco-
tam ou se conectam por ligagdes de hidrogénio intra e intermoleculares e por forcas de Van

der Walls, formando fibras rigidas e insoluveis. As microfibrilas apresentam regides onde as

OMe
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fibras se encontram ordenadas, apresentando alto grau de cristalinidade, denominada regido
cristalina e regides onde as fibras estdo mais distantes entre si, apresentando-se menos com-
pactas, denominada de regido amorfa (MELO, 2010). Além das regides amorfas, as fibras de
celulose apresentam irregularidades, falhas e microporos que aumentam a superficie de conta-

to da celulose com outras moléculas como a d4gua e enzimas.

2.6.1.2. Hemicelulose

A hemicelulose ¢ uma mistura de polimeros polissacarideos de baixa massa mole-
cular, onde estdo associadas com a celulose nos tecidos das plantas (PEREIRA, 2013). Encon-
tra-se em associa¢do com a celulose na parede das células vegetais. E formada por heteropo-
lissacarideos, contendo diferentes residuos de carboidratos: D-xilose, D-manose, D-glicose,
L-arabinose, D-galactose, L-raminose acido D-galacturénico e acido D-glicurdnico, sendo,
normalmente, formada por 2 a 6 agucares diferentes, unidos na maioria por ligacdes do tipo -
1,4 (MELO, 2010). Por esse motivo, o termo hemicelulose ndo designa um composto quimico
definido, mas sim uma classe de componentes poliméricos com propriedades peculiares.

Algumas unidades de agucares possuem cinco carbonos e outras seis, denomina-
das respectivamente de pentose e hexose que, quando condensadas, recebem o nome de pen-
tosana e hexosana, com férmula geral (CsHgO4)n € (CsH100s5)n respectivamente, onde n € o
grau de polimerizacdo (PEREIRA, 2013).

Estruturalmente, as hemiceluloses sdo mais parecidas com a celulose do que com
a lignina e sdo depositadas na parede celular em um estdgio anterior a lignificagdo. Sua estru-
tura apresenta ramificacdes e cadeias laterais que interagem facilmente com a celulose, pro-
porcionando flexibilidade e estabilidade ao conjunto (RAMOS, 2003). Comparada as celulo-
ses, as hemiceluloses apresentam maior susceptibilidade a hidrolise acida, pois oferecem uma
maior acessibilidade aos acidos.

As hemiceluloses sdo classificadas de acordo com a identidade dos principais
aglcares presentes, como glicanas, xilanas, mananas, galactanas e galacturanas (MELO,
2010). A xilana ¢ a principal hemicelulose presente na parede celular das plantas, sendo, apds
a celulose, o polissacarideo mais abundante encontrado na natureza. Em plantas, situa-se entre
a lignina e as fibras de celulose, formando liga¢des covalentes com a lignina e ligagdes de
hidrogénio com as fibras de celulose (MELO, 2010).

Ainda de acordo com Melo (2010), a xilana ¢ a principal classe de hemicelulose, e

por ser heterogénea e complexa, para que seja eficientemente hidrolisada, requer uma ampla
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variedade de enzimas, que devem agir em conjunto, para converté-la em unidades de xilose.
Conforme Pereira (2013), a cadeia principal da xilana ¢ formada por unidades de 1,4 B-D-
xilanopiranosil que podem ser substituidas em varios graus por 4-O-metil-D-
glucuronopiranosil, a-L-arabinofuranose e grupamento acetil. Terrasan (2007) acrescenta que
a xilana, na natureza, devido a sua heterogeneidade estrutural, ¢ completamente hidrolisada
pela acdo sinergistica de diferentes enzimas, incluindo xilanases e B-xilosidases, responsaveis
pela degradacdo da sua cadeia principal e outras enzimas chamadas auxiliares ou desramifi-
cantes, importantes para remocao dos grupos laterais. E entre essas enzimas auxiliares desta-
cam-se as o-L-arabinofuranosidases, responsaveis pela remo¢do de residuos L-
arabinofuranosil do polimero.

Segundo Dodd e Cann (2009), a hidrélise completa dos dois principais componen-
tes, celulose e xilano, de gramineas perenes (como a cana energia), libera glicose, xilose e
arabinose, que podem entdo ser fermentados ou bioconvertidos para biocombustiveis. O ter-
ceiro componente principal, a lignina, ¢ um polimero fendlico que se associa aos polissacari-

deos das paredes celulares da planta, principalmente por meio de acidos fertlico e cumarico.

2.6.1.3. Lignina

De acordo com Melo (2010), a lignina ¢ uma substancia quimica que confere rigi-
dez a parede da célula, gerando uma estrutura resistente a impacto, compressao ¢ dobra. A
lignina também contribui para impedir a penetragao de enzimas destruidoras da parede celular
e resistem ao ataque de micro-organismos.

Ela ¢ um polimero, cuja estrutura tridimensional ndo uniforme, ¢ composta basi-
camente de unidades de fenil propano (PEREIRA, 2013). De acordo com Bortolazzo (2011),
ela ¢ geralmente mais resistente a decomposicao bioldgica que os outros biopolimeros princi-
pais encontrados em residuos de planta, por causa de sua estrutura quimica. A taxa de decom-
posicdo da lignina ¢ lenta comparada com a celulose e hemiceluloses. Mesmo presente em
quantidades menores em relacdo a fracao celulosica, a lignina confere limitacdao suficiente
para retardar, ou mesmo impedir completamente, a atuacdo microbiana sobre o material.

Conforme Sanchez (2009), a lignina encontra-se ligada a celulose e hemicelulose
formando um lacre fisico, constituindo dessa forma, uma barreira impenetravel na parede ce-
lular da planta, servindo de suporte estrutural, conferindo impermeabilidade e resisténcia con-
tra o ataque microbiano e estresse oxidativo. Ela consiste de um heteropolimero amorfo, nao

solivel em agua, e possui na sua estrutura 9 4tomos de carbono derivados de alcool cinamil
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substituido, que sdo cumaril, coniferil e 4lcool siringil. As ligninas sdo altamente ramificadas,
ndo cristalinas, com estrutura e composi¢do quimica variando de acordo com a fonte de ori-
gem.

A lignina provém da polimerizagdo desidrogenativa dos seguintes alcoois: alcool
trans-coniferilico; alcool trans-sinapilico e alcool trans-paracumarico. Também podem possuir
em sua estrutura, acidos carboxilicos aromaticos na forma de éster (MELO, 2010).

De acordo com Ogata (2013) durante o desenvolvimento das plantas, a lignina ¢
incorporada como o ultimo componente da parede celular, interpenetrando as fibrilas, acarre-
tando no fortalecimento da parede. Tem como principais fungdes o transporte de 4gua, nutri-
entes e metabdlitos, a resisténcia mecanica dos vegetais e protecdo dos tecidos contra o ataque
de patdgenos e/ou pragas.

Segundo Barreto e Menezes (2015), existem quatro principais grupos de enzimas
que auxiliam no processo de degradacdo da lignina, e que sdo produzidas pelos fungos degra-
dadores da madeira: lignina peroxidase (LiP), manganés peroxidase (MnP), peroxidase versa-
til (PV) e lacase (Lac). Neste trabalho sera utilizada apenas a enzima lacase como degradado-

ra de lignina.

2.6.1.4. Pectina

Pectinas ou poliuronideos sdo geralmente considerados polissacarideos ricos em acido
galacturénico que ocorrem na lamela média e em outras membranas da parede celular. De um
modo geral, sdo constituidas por polimeros lineares de liga¢des a-(1—4) de acido galacturo-
nico (aproximadamente 65% da cadeia- dominio homogalacturonana) e residuos de ramnoga-
lacturonanas I e II, que consistem de unidades de acido galacturonico alternadas com unida-
des especificas de ramnose [—4)-a-D-GalA-(1—2)-a-L-Rha-(—]. Nesta regido ocorre perda
da linearidade, devido a leves dobraduras da cadeia principal. Ainda os residuos de ramnose
carregam outros agucares como D-galactose, D-arabinose, D-fucose, 2-O-metilfulcose, D-
apiose e outros que variam em proporc¢des dependendo da sua fonte (PAIVA et al., 2009).

Os polissacarideos pécticos parecem ser importantes no controle da porosidade da pa-
rede, na adesdo de células subjacentes e no controle do ambiente idnico da parede celular.
Analises de mutagdes que alteram a estrutura de uma das cadeias de pectina, a ramnogalactu-
ronana II, indicam que alguns tipos de ligagdes pécticas tem importancia também sobre o re-
forco da parede, a aderéncia intercelular e o crescimento normal em plantas vasculares

(CANTERI et al., 2012). Outra fun¢do esté ligada aos mecanismos de defesa vegetal. O acido
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galacturonico, unidade basica da pectina, ¢ um componente essencial de elicitores ativos da
parede celular, substancias que provocam o acumulo de fitoalexinas com propriedades anti-

bioticas nos locais de infec¢do vegetal.

2.6.2. Enzimas degradadoras da parede celular

Enzimas sdo proteinas que tém a propriedade de catalisar transformagdes de mo-
léculas organicas em condi¢des brandas de reacdo. A enzima, uma vez sintetizada, podera
atuar independentemente da célula que a produziu, desde que o pH, a temperatura e o substra-
to, entre outros fatores, sejam adequados. As enzimas apresentam caracteristicas peculiares
que favorecem seu emprego em processos biotecnologicos, sendo relevantes as vantagens de
conversdes enzimaticas nos processos industriais (BISTRATINI, 2016).

Existem varios tipos de enzimas que degradam a parede celular. No presente tra-

balho o enfoque serdo apenas as celulases, hemicelulases e as lacases.

2.6.2.1. Celulases

Celulases sao enzimas responsaveis pela degradacdo da celulose. No caso das ce-
lulases, trés enzimas fazem parte desse grupo: as endoglucanases, exoglucanases e beta-
glicosidases (CASTRO e PEREIRA, 2010). As endoglucanases agem na regido interna da
fibra de celulose e liberam oligossacarideos. As exoglucanases agem nas extremidades das
fibras de celulose e liberam unidades de glicose (livres) ou celobiose, que sdo compostos me-
nores, formados por duas unidades de glicose. As beta-glicosidases quebram a ligacdo quimi-
ca existente entre as duas unidades de glicose que formam a celobiose, liberando unidades de
glicose (livres) (RODRIGUES, 2014). No entanto, para o presente trabalho, ndo se utilizou
enzimas do tipo celulase. Isso por que a inten¢do do pré-tratamento enzimatico ndo era solubi-
lizar completamente a celulose, mas apenas desestruturar a parede celular, para verificar se o

procedimento afetaria positivamente a producao de biogas no biodigestor.

2.6.2.2. Hemicelulases

Passarinho (2014) afirma que varios microrganismos sao ativamente envolvidos

na degradacao da hemicelulose e as enzimas que a hidrolisam sao referidas como hemicelula-

ses. De acordo com a autora, sua defini¢do e classificagdo estdo de acordo com o substrato em
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que agem e sdo enzimas do tipo glicosil hidrolases (GHs). Devido a heterogeneidade e com-
plexidade da xilana, a sua completa hidrolise requer uma ampla variedade de enzimas agindo
cooperativamente para converté-la em unidades de xilose. Assim, bactérias e fungos que de-
gradam xilana desenvolveram diversas maquinas enzimaticas para a hidrélise do xilana, e a
evidéncia ¢ facilmente obtida das sequéncias do genoma de tais organismos (Dodd e Cann,
2009).

Rodrigues (2014) afirma que a caracteristica heteropolissacaridica das hemicelu-
loses torna complexo o mecanismo de ataque enzimatico. Das enzimas conhecidas, as endoxi-
lanases sdo as mais estudadas. Para degradac¢do da xilana sdo necessarias basicamente seis
enzimas diferentes. As endo-1,4-B-D-xilanases hidrolisam aleatoriamente o esqueleto de xila-
na, enquanto as [-D-xilosidases produzem os mondmeros de xilose a partir da hidrolise das
extremidades ndo redutoras de xilo-oligossacarideos e da xilobiose. Além delas, Falkoski et
al. (2012) citam as a-L-arabinofuranosidases, que atuam no processo de despolimerizacdo da
hemicelulose. A fun¢do destas enzimas ¢ hidrolisar e remover os fragmentos hemicelulose
que revestem as fibras de celulose, aumentando assim a acessibilidade a celulose e conse-
quentemente estimulando a acao de celulases.

As a-L-arabinofuranosidases, também chamadas de ABFases (SOUZA, 2012),
podem ser produzidas por micro-organismos, como bactérias e fungos, sendo essencialmente
enzimas extracelulares. Sua producdo ¢ influenciada pela fonte de carbono e composicao do
meio de cultura. A acdo dessas enzimas acelera a hidrélise de ligagdes glicosidicas em mais
de 1017 vezes, constituindo um dos catalisadores conhecidos mais eficientes.

A funcdo de ABFases na desconstru¢cdo da xilana ¢ remover cadeias laterais de
arabinose do esqueleto de xilose de arabinoglucuronoxilano. Estas enzimas sdo agrupadas em
quatro familias diferentes (GH 43, 51, 54 e 62) e podem hidrolisar ligacdes glicosidicas com
inversao liquida (GH 43) ou reteng¢ao (GH 51, 54) de configuragdo estereoquimica no carbono
anomérico. (DODD E CANN, 2009).

Uma das atividades enzimaticas de importancia critica necessarias para a despo-
limerizagdo da xilana ¢ a atividade das endoxilanases (Figura 7). Essas enzimas clivam a liga-
cdo glicosidica f -1,4 entre os residuos de xilose na espinha dorsal dos xilanos (DODD E
CANN, 2009). Assim a remocgdo da xilana, por endoxilanases ¢ ABFases abrem a malha de

fibras da lignocelulose e aumentam o acesso da celulose.
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Figura 7 - Fluxograma esquematico representando a coordenagdo das enzimas xilanoliticas na
desconstru¢do da hemicelulose visando a producido de biocombustiveis. (a) Xilanases, acetil-
xilana-esterases e feruloil-esterases atuam em conjunto para produzir xilo-oligossacarideos
substituidos com a concomitante liberagdao de acido fertlico e acido acético. (b) Arabinofura-
nosidases e glucuronidases, em seguida, liberam arabinose e 4cido glucuronico destes xilo-
oligossacarideos. (c) As xilosidases convertem o xilo-oligossacarideos em seus aglicares cons-
tituintes, xilose. (d) Microrganismos fermentativos selecionados podem finalmente utilizar os

agucares xilose e arabinose para produgdo de etanol (Fonte: FARINAS, 2011).
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Lucena Neto & Ferreira Filho (2004) mostraram que xilanase de H. grisea foi
mais ativa em intervalos de pH de 4,5-6,5. Resultado encontrado também por Cysneiros et al.
(2013). Ja a temperatura Otima para a acao das xilanases ¢ de 50 °C (CYSNEIROS et al.,
2013). As ABFases no entanto agem bem em temperaturas ainda mais elevadas (até¢ 70 °C)
(SOUZA, 2012).

A principal hemicelulose do bagaco da cana de agucar ¢ a arabinoxilana, constitu-
ida de uma cadeia central de xilose com ramificagdes de arabinofuranose. Segundo Crivelari
(2012), a arabinoxilana representa entre 25% a 33% da parede celular de cana-de-actcar. Al-
guns tipos de ramificagdes, além de monossacarideos, podem estar ligadas as arabinoxilanas,
entre elas radicais metila, acido ferulico e acido paracumarico. Acetilagdo pode ocorrer dire-
tamente na cadeia principal, enquanto os compostos fenolicos se ligam a arabinose. Pode ha-
ver nas ramificagdes com acido fertlico, a formacgao de diferulatos, que ligam duas cadeias de
arabinoxilanas covalentemente. Os 4cidos fertlicos sdo considerados como os iniciadores da

formacao da lignina na parede celular (BUANAFINA, 2009).

2.6.2.3. Lacases

A lacase foi inicialmente estudada no Japao na seiva da arvore da laca japonesa
Rhus vernicifera e foi descrita pela primeira vez em 1883 (ALVES, 2011). A lacase ¢ uma
polifenoloxidase de natureza glicoproteica, que catalisa a oxidacdo de compostos ndo fenoli-
cos, polifenois e outros compostos. Ela ¢ produzida por alguns fungos da podriddo branca tais
como Lycoperdon sp., Coriolus versicolor, Phellinus ignarius (CONCEICAO, 2010). Além
desses destacam-se os pertencententes aos géneros Pleurotus sp. € Pycnosporus sp., muito
utilizados em pesquisas com indu¢do de lacases (GARCIA, 2006; MENEZES et al., 2009;
GOLVEIA, 2016). Isso esta de acordo com Aguiar Filho (2008), que explica que as lacases
sdo produzidas por fungos e também por plantas. Sdo produzidas pela maioria dos Basidiomi-
cetos e catalisam oxidacgdes por extracdo de um elétron de substratos fenolicos (mono-, di- e
polifendis, aminofendis e metoxifendis) gerando radicais fenoxilas, e com concomitante redu-
¢do de oxigénio para agua.

A maioria das diferentes lacases conhecidas apresentam: I) massa molecular
(MM) na faixa de 60-100 kDa. II) apresentam-se na forma de 2 ou 3 isoenzimas, em geral
denominadas La (ou lcc) L, II e III. III) possuem estrutura de glicoproteina, com 15-20% de
conteudo relativo de carboidratos IV). Todas as lacases conhecidas contém cobre, os quais

apresentam um numero de oxidag¢do 2" (SILVA, 2006). Tais atomos de cobre estdo diferen-
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temente coordenados, podendo assim ser distinguidos trés tipos ou estados de coordenacao
denominados tipo T1, T2 e T3, sendo que este ultimo ¢ constituido por um par de atomos de
cobre, de acordo com suas diferentes propriedades e caracteristicas especificas (FARIA,

2010). A Figura 8 mostra o modelo da lacase com centro ativo contendo o cobre.

Ligacdo peptidica

\ 0 \OH \CH CH, s o

Tipo 3 Ligacdo peptidica

Figura 8: Enzima lacase, com destaque para o seu sitio ativo com cobre (Cu).

O ciclo catalitico desta enzima envolve portanto sucessivas transferéncias de um
elétron entre os atomos de cobre, podendo ser distinguidas duas etapas, uma anaerdbia
(redutora) e outra aerdbia (oxidante). O mecanismo de oxidacao do substrato € via retirada de
um elétron com a formacdo inicial de fenoxi-radical e cation radical, os quais
subseqlientemente podem reagir através de mecanismos ndo enzimadticos (Figura 9). Neste
caso, sdo freqiientes as reagdes de acoplamento radical-radical, desproporcionamento, retirada

de proton e ataque nucleofilico a H»O.



47

Radical fenaxida

R R
HEOH HGOH
0; 2HPO
N A
HCO OCH, HE
OH 0
=0 /
Cuo formagao de Radical carbonila
CH3O CHq
OH

: CHO | OCH,

0

P-Quinona

N

Polimerizagdo e formagdo de quinona

Figura 9: Mecanismo de agdo da lacase

Algumas caracteristicas de lacases como, massa molecular, pH 6timo de atividade

e substrato especifico sdo extremamente diversos (SILVA, 2006). Entre a diversidade de

compostos oxidados pela lacase, a oxidacdo da seringaldazina na auséncia de H,O ¢ tipica

para identificacdo de lacase, sendo portanto utilizada na determinagao da atividade enzimati-

ca. A seringaldazina ¢ um substrato fenolico dimetoxilado apresentando em sua estrutura dois

atomos de nitrogénio ligados por uma dupla ligacao (Figura 10). A reacdo com a seringalda-

zina gera inicialmente um radical livre. Em seguida, ocorre a liberacdo do segundo elétron

através de reacdo enzimatica, formando uma quinona de coloragdo plrpura intensa e que apa-

rentemente nao ¢ propensa a polimerizacao.
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Figura 10: Reacdo de oxidag¢do da seringaldazina até a formagdo de quinona. Fonte

Silva (2006)
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Garcia (2006) afirma que a lacase tem um potencial redox mais baixo que lignina
peroxidase e manganés peroxidase e por isso oxida somente fragmentos fenolicos de lignina.
Apesar disso, uma inclusdo de substancias oxidativas de baixa massa molar, conhecidas como
mediadores, expande a atividade oxidativa desta enzima (ARANTES e MILAGRES, 2009).
Um mediador ¢ uma molécula de baixa massa que atua como um carregador de elétrons,
compostos que podem ser oxidados por lacases, formando intermedidrios capazes de interagir
com outros substratos que possuem potencial redox mais alto. Dessa forma, este processo
pode levar um mecanismo de oxidacao que ndo ¢ possivel para uma enzima sozinha, esten-
dendo, assim, uma faixa de substratos oxidaveis.

As lacases s3o muito utilizadas na degradacdo da lignina, juntamente com outras
enzimas. Pacheco e Soares (2014) afirmam que as lacases vém sendo estudadas para varias
aplicagdes biotecnologicas, tais como a biotransformacao de xenobidticos e efluentes indus-
triais, a descolora¢do de corantes, a biorremedia¢do de solos contaminados, a producdo de
bioetanol, a clarificagdo de vinhos e chés e a produgdo de biossensores. De acordo com Gol-
veia (2016), do ponto de vista fisioldgico, as lacases fungicas estdo envolvidas em processos
de morfogénese, patogénese, detoxificacao, formac¢ao de pigmentos e degradacao de lignina.

O pH e temperatura ideais de a¢do da lacase variam conforme o substrato a ser
analisado. De um modo geral, O pH 6timo das lacases depende da diferenca do potencial re-
dox entre o substrato de reducdo e o cobre tipo 1 da lacase, este cobre se correlaciona com a
taxa de transferéncia de elétrons sendo favorecido por um substrato fendlico com pH mais
acido (LACERDA, 2015).

A temperatura pode influenciar na cinética da reagdo enzimatica por meio do au-
mento da velocidade da reag¢do ou da desnaturagdo da enzima. Também de um modo geral, a

temperatura 6tima para a acao das lacases varia entre 20 e 50 °C (LACERDA, 2015).

2.6.3. Producio de enzimas

Fungos sdao considerados os mais importantes microrganismos utilizados pela in-
dustria na produgdo de enzimas. Os principais fungos celuloliticos produtores de celulases e
xilanase incluem: Trichoderma reesei (também denominado Trichoderma viride), Trichoder-
ma koningii, Trichoderma lignorum, Sporotrichum pulverulentum (também denominado
Chrysosporum lignorum), Penicillium funiculosum, Penicillium iriensis, Aspergillus sp, Schi-

zophyllumm sp, Chaetomium sp € Humicola sp (BORTOLAZZO, 2011).
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J& para a producdo de lacases, os principais fungos utilizados sdo, de acordo com
Baptista et al. (2012), Phanerochaete chrysosporium, Penicillium spp., Paecilomyces spp.,
Cunninghamela elegans, Candida spp., Torulopsis sp., Rhodotorula sp., Aspergillus sclero-
tium e Mucor racemosus. Além desses pode-se citar ainda os pertencentes ao género Pycno-
porus sp. (Golveia, 2016) e Pleurotus spp. (ALEXANDRINO et al., 2007).

O objetivo do pré-tratamento enzimatico na biomassa da cana energia ¢ melhorar
o processo de obtencao de biogés, facilitando assim a a¢ao das bactérias anaerdbias. Para isso,
optou-se, a partir da analise da estrutura da lignocelulose da cana energia testar a acdo ¢ a
sinergia de duas classes de enzimas: as hemicelulases, especificamente xilanase e arabinofu-
ranosidade (ABFase), responsaveis pela degradagdo de parte da hemicelulose presente nas
biomassas vegetais; € a lacase, responsavel pela degradacao de lignina.

Vérias sdo as metodologias descritas para a produg¢do de enzimas derivadas da
acdo de fungos. Para o presente estudo optou-se por seguir protocolos adotados por Golveia

(2016) e Faria (2011).
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3 CAPITULO II - DESENVOLVIMENTO DA PESQUISA

3.1 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratério de Enzimologia e Biocatalise
Ambiental da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Goias, no Laboratério de
Biotecnologia de Fungos do Instituto de Ciéncia Bioldgicas, também da Universidade Federal

de Goias e nos laboratérios de Quimica do Instituto Federal de Goias.

3.1.1. Caracterizacio da cana energia

A cana energia utilizada no experimento foi cedida pela empresa Vignis Bioener-
gia Ltda, que participa do projeto “Biogds redutor de cana energia para redugdo de minérios
lateriticos”’, em parceria com o Instituto Federal de Goias (IFG). Trata-se de uma variedade
de cana energia desenvolvida pela empresa, que foi entregue ja triturada, com a identificagdo
#26. Este material foi mantido sob refrigeracdo, a - 8°C, conforme protocolo do grupo de pes-
quisa em biogds, até seu uso.

Para que ela fosse caracterizada, optou-se pelo envio da mesma para analise dos
teores de celulose, hemicelulose e lignina. O laboratorio escolhido foi o CBO Analises Labo-
ratoriais, com sede em Valinhos, Estado de Sdo Paulo. A cana energia foi seca em estufa com
circulagdo for¢ada de ar, a 40 °C, por seis dias. Apos a secagem o material foi embalado e
encaminhado para o laboratorio citado, que realizou as andlises, de acordo com os procedi-

mentos de Nogueira (2005). Os resultados encontram-se nos anexos deste trabalho.

3.1.2. Producio de lacase

Para a producao de lacase, optou-se por seguir o protocolo adotado por Golveia
(2016). Utilizou-se o fungo Pycnosporus sanguineus como produtor de lacase. Esse fungo ¢
classificado como fungo causador da podriddo branca da madeira, por eficientemente degra-
dar a lignina. Isso se deve ao fato de produzirem diversas enzimas lignoceluloliticas, princi-

palmente lacases e manganés peroxidase. Por isso optou-se pela utilizagdo deste fungo.
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Os equipamentos utilizados para a producdao da lacase foram: estufa (TE-391,
Tecnal), Shaker ou incubadora refrigerada com agitacao (TE-421, Tecnal), Espectrofotdmetro
(SP-2000 UV meter, Spectrum).

Os materiais utilizados na sele¢ao foram: Meio de cultivo s6lido Batata Dextrose
Agar, Meio de cultivo liquido Caldo de Batata artesanal, 2,5- xilidina (2,5-dimetilanilina
99%, Sigma Aldrich), Seringaldazina (Syringaldazin 99%, Sigma Aldrich).

Como indutor da produgdo de lacase utilizou-se o fruto de cacau (Theobroma ca-
cao L. Sterculiaceae), que passou por secagem em estufa de ar forgado, a 40 °C, por 6 dias. O
processamento foi feito triturando-se o residuo. Os residuos secos e triturados foram armaze-

nados em dessecadores até a sua utilizagao.

3.1.2.1. Origem e manutenc¢ao do fungo

A linhagem de P. sanguineus CCT 4518 foi obtida junto a Fundag¢dao André Tosello
em Campinas-SP. O fungo foi mantido em meio BDA (Batata Dextrose Agar), no escuro, a tem-

peratura ambiente, armazenados a 4° C e repicados mensalmente para a manutengao das culturas.

3.1.2.2. Condigoes de cultivo para producio de lacase

O cacau foi utilizado na concentracdo de 1% (p/v.). Os residuos foram acrescen-
tadas em erlenmeyers de 250 mL contendo 60 mL do meio de cultura CBD (Caldo de Batata
Dextrose 0,5%/ Extrato de Malte 1%). O material foi autoclavado a 1 atm, a 120°C, por 20 mi-
nutos. Foram inoculados 5 discos de 6 mm, retirados do fungo crescido em meio so6lido, sendo
mantidos incubados a temperatura de 28 °C. Os erlenmeyers foram mantidos sob agitacao de

150 rpm, por 7 dias.

3.1.2.3. Ensaio enzimatico para atividade de lacase

Para acompanhar a atividade enzimatica da lacase foi feito um acompanhamento,
a partir da inoculagdo do fungo e a cada 24 horas. Para isso utilizou-se seringaldazina (Sigma
Chemical Company) como substrato (SZKLARZ et al., 1989).

Para o ensaio enzimatico foram utilizados 10 pL de extrato bruto, 890 pL de tam-

pdo acetato de s6dio 50 mmol.L! (pH 5,0) e 100 pL de seringaldazina 1,0 mmol.L™! preparada



52

em etanol. Inicialmente adicionou-se a seringaldazina, sendo feito o acompanhamento por 5
minutos a 525 nm em espectrofotdmetro, a temperatura ambiente.

Para o branco foi misturado 10 puL do extrato bruto e 990 puL do tampao acetato de
s6dio 50 mmol.L™! pH 5,0. A atividade enzimatica foi determinada em triplicata. Para deter-
minag¢do do calculo de atividade enzimatica foi utilizada a Equacao 1, descrita por Leonowicz
e Grzywnowicz (1981) com modificacdes.

10° x Abs

exRxt Equacao 1

Onde:

Abs = Absorbancia no comprimento de onda especifico (nm);

e = Coeficiente de extingiio molar para cada substrato (L.mol.".cm™);

R = Quantidade de extrato bruto (mL);

t = Tempo de reagao (min).

Uma unidade U foi definida como a quantidade de enzima necessaria para oxidar
1 umol.L! de substrato por minuto. O resultado ¢ expresso em U.mL!. A seringaldazina
apresenta coeficiente de extingdo molar € = 525 nm = 65000 L.mol."\.cm'.

Apos a producdo, a enzima foi acondicionada em recipiente de vidro e guardada a

0 °C, para posterior utilizacao nos ensaios de hidrélise.
3.1.3. Producio de hemicelulases

Para a producao de hemicelulases optou-se por seguir o protocolo adotado por Fa-
ria (2011). A linhagem do fungo termofilico Humicola grisea var thermoidea utilizada no
presente trabalho foi isolada de compostagem na Universidade Federal de Vigosa (MG) por
Chaves (1982). Optou-se por esse fungo devido ao mesmo produzir um eficiente complexo de
enzimas celuloliticas (endoglicanases, celobiohidrolases e B-glicosidases) e xilanoliticas (en-
doxilanases e B-xilosidase) com alta termoestabilidade quando cultivado em diferentes subs-
tratos lignocelulosicos (FARIA, 2011).

O fungo H. grisea foi mantido em meio Agar Aveia (AA). Para a producio do
meio AA utilizou-se farinha de aveia infantil (Quaker) 4,0 % (p/v) e Agar 1,5 % (p/v). O fun-
go foi entdo semeado para a producdo de esporos, incubado por 4 dias no escuro, a 42°C, e
por mais 3 dias, na presenca de luz, foi deixado a temperatura ambiente. Os esporos foram

ressuspensos em solucdo salina 0,15 mol.L™!' e contados em cAmara de Neubauer.
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Para a inoculacdo dos esporos do fungo o material lignoceluldsico utilizado como
substrato foi o farelo de trigo. Para o seu preparo, o farelo de trigo foi lavado em agua corren-
te por 5 min, mantido submerso na dgua por 24 h. Ele foi entdo mantido a 50 °C por 3 h e
posteriormente a 30 °C por 2 dias, para sua secagem. Apds a secagem o substrato foi moido
em moinho de facas e peneirado em peneira de 20 mesh.

Além disso, foi preparado o meio de cultura conhecido como Meio Minimo (MM)
(PONTECORVO et al., 1953). Para isso, fez-se uso dos seguintes reagentes: NaNOs a 0,6 %
(p/v); KCl a 0,05 % (p/v); KH2PO4 a 0,15 % (p/v); ZnSO4 a 0,001 % (p/v) e FeSO4 a 0,001 %
(p/v). O pH foi ajustado para 6,8.

Para a producio de enzimas foi utilizado 3,5 x 10° de esporos /mL, inoculados em
100 mL de Meio Minimo, acrescido de farelo de trigo a 3%, em enlenmeyers de 500 mL, a
cultura foi mantida a 42 °C, sob agitacdo de 120 rpm por 24 h, para a producao da enzima
ABFase e por 144 h para producao de xilanase. Apos o periodo de agitagdo, o meio de cultura
foi submetido a centrifugacdo por 20 min, a 4500 rpm e o sobrenadante de cultura coletado foi
analisado quanto a atividade e xilanolitica pela metodologia de quantificagdo de acucares re-
dutores liberados pelo método DNS (MILLER, 1959). Para isso adicionou-se a 10 pL do so-
brenadante enziméatico a quantidade de 150 pL de DNS. As amostras foram entao fervidas por
5 min e realizada a leitura espectrofotométrica a 540 nm.

A atividades da a-L-arabinofuranosidase foi determinada utilizando como substra-
to p-nitrofenil-L-arabinopiranosidio (pNPA, Sigma N3641) e o p-nitrofenil-D-xilopiranosideo
(pNPX, Sigma N2132), respectivamente, na concentracdo de 5 mM. Os ensaios foram reali-
zados em tampao citrato de s6dio 50 mM, em pH 4,8. A mistura de reacdo, contendo 10 puL de
sobrenadante de cultura, 100 pL de tampao e 40 puL. de uma solugdo 5 mmol/L de pNPA ou
pNPX, foi incubada por 5 min a 40 °C, a reagdo foi encerrada pelo resfriamento em banho de
gelo e pela adi¢ao de 100 pL. de uma solucao de NaCOs3 0,5 M, interrompendo a reacao por
deslocar o pH para o meio bésico, onde as enzimas ndo apresentam mais atividade e por ser o
pH onde o p-nitrofenol exibe coloragdo amarela.

Uma unidade (U) de atividade foi definida como a quantidade de enzima capaz de
liberar 1 pmol de 4-nitrophenol/min, medida pela absorbancia a 405 nm. A quantidade de p-
nitrofenol (pNP) liberada foi determinada por leitura realizada por leitor automatico de mi-
croplacas.

Apos a determinagdo da atividade enzimatica, as enzimas produzidas foram arma-

zenadas para utilizagdo nos ensaios de hidrolise.
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3.1.4. Reacoes de hidrolise com cana energia (variedade #26)

A cana energia utilizada no experimento foi cedida pela empresa Vignis Bioener-
gia Ltda. Trata-se de uma variedade de cana energia desenvolvida pela empresa, que foi en-
tregue ja triturada, com a identificagdo #26. Mesmo assim, a cana passou por nova trituracao
em liquidificador doméstico, para diminuir o tamanho do substrato a ser hidrolisado.

Para que a cana energia fosse testada como substrato para a acdo de lacase e he-
micelulases, foi feito inicialmente um ensaio em duplicata. Para isso, foram propostos os se-
guintes tratamentos:

1 — Controle, sem a utilizagdo de enzimas;

2 — Lacase;

3 — Hemicelulases (xilanase e ABFase);

4 — Lacase + Hemicelulases;

5 — Lacase e ap6s um periodo de 24 h a adicdo de hemicelulases;

6 — Hemicelulases e apos um periodo de 24 h a adi¢ao de lacase, conforme Tabela 1.

Para isso optou-se por utilizar 0,5 g de cana energia triturada, em um volume reaci-
onal de 5 mL, em uma propor¢ao de 10 % de substrato de cana energia. Nas pesquisas com
hidrolise de cana de agucar geralmente trabalha-se com uma propor¢ao de 3 % de substrato
(como em FARIA, 2011). Porém, como o objetivo do trabalho ¢ usar a cana energia, que tem
um maior teor de lignocelulose, optou-se por elevar a concentragdo do substrato. O material a
ser hidrolisado foi acondicionado em tubos falcon com tampa, com capacidade de 50 mL.

O volume de enzimas na reacao foi determinado a partir da atividade enzimatica
de cada uma das enzimas. Além disso, foi utilizada como solu¢do tampao o citrato de sddio
(pH 4,8) a 50 mmol.L ! e 4gua destilada, para completar o volume da reagio.

Esta mistura foi colocada em shaker refrigerado para agita¢ao a 120 rpm, a 36 °C,
por 48 h. Porém, ao completar 24 h, a agitag@o foi cessada para a adicdo das enzimas lacase e
hemicelulase, nos tratamentos em que foi proposto sua adi¢do apds o periodo de 24 h. Apos

adicionar as enzimas restantes, a agitagdo foi retomada sob as mesmas condigdes.
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Tabela 1. Formulagdes enzimaticas utilizadas na hidrélise da cana energia

Ensaio Substrato Enzima  Enzima Enzima Tampio Agua(mL—  Total
(cana lacase  xilanase ABFase (citrato para com- (volu-
energia (U/gde (U/gde (U/gde  de sodio) pletar o me
#26) (g) substra- substra-  substrato) (%) volume da  reacio-
to) to) reacgao) nal
(mL)
1 — Controle 0,5 0 0 0 10 4,5 5,0
2 — Lacase 0,5 200 0 0 10 4,382 5,0
3 — Hemicelu- 0,5 0 200 0,16 10 0,121 5,0
lases
4 - Lacase + 0,5 200 200 0,16 10 0,003 5,0
Hemicelulases
5 - Lacase (e 0,5 200 200 0,16 10 0,003 5,0

ap6s 24 h adi-
¢do de hemice-
lulases)

6 - Hemicelu- 0,5 200 200 0,16 10 0,003 5,0
lases (e apos

24 h adigao de

lacase)

Terminado o periodo total de reacdo (48 h), os tubos falcon foram centrifugados a
4400 rpm, por 15 minutos. O sobrenadante foi entdo analisado a partir das seguintes metodo-
logias: DNS (Acutcares Redutores) e Teste de Glicose.

Para fazer a dosagem do teor de agucares redutores totais (ART), foi feito ensaio
pelo método DNS, incubando-se 50 uL. da amostra, 450 uL de tampao citrato de sodio (pH
4,8, a 50 mmol.L'") e 750 uL de DNS a 100 °C por 5 min e realizada a leitura espectrofotomé-
trica a 540 nm. Para a determinagdo do teor de ART, primeiro foi produzida uma curva pa-
drao de xilose nas concentragdes de 0,3 a 4,2 mg/mL e de acordo com esta as absorbancias
foram convertidas em mg/mL de ART liberados.

Ja o teor de glicose nas amostras foi determinado utilizando o kit de glicose oxi-
dase (DOLES Reagentes ®) seguindo as orientacdes do fabricante. Para isso, as amostras,
juntamente com as solucdes padrdes do kit de glicose foram incubadas por 5 minutos, a 36 °C,

e posteriormente feita a leitura espectrofotométrica a 510 nm. Para o célculo da quantidade de
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glicose no sobrenadante da hidrdlise enzimatica da cana energia, utilizou-se a seguinte formu-
la:

Quantidade de glicose (mg.dL™!) = (Absorbancia da amostra / média do padrio) x 100

Os resultados foram expressos em unidades enzimaticas, definidas como a quan-
tidade de enzima capaz de liberar 1 umol de a¢tcar redutor por minuto sobre as condi¢des do

experimento.

3.1.5. Reacio de hidrdlise em escala laboratorial

Para que o pré-tratamento enzimatico fosse testado quanto ao potencial de produ-
cdo de biogas, fez-se necessario repetir a hidrolise da cana energia, porém utilizando uma
quantidade de substrato bem maior que a utilizada até entdo. Para isso, buscou-se apenas ajus-
tar os volumes, obedecendo o padrao utilizado no primeiro experimento. Para isso, a hidrolise
foi testada apenas na situacdo mais favoravel, que consiste da adicdo da lacase e apds 24 h
adicionando-se as hemicelulases.

A quantidade de cana energia necessaria para a proxima etapa experimental ¢ de
15 g. o experimento entdo foi feito em triplicata, tomando por base essa quantidade de cana
energia, mantendo-se as propor¢des fixadas. Assim, para 15 g de cana energia, considerando-
se uma propor¢do de 10 % de substrato, o volume reacional foi alterado para 150 mL. Para
18s0 as reagdes se processaram em erlenmeyers de 2 L. Além disso, foi acrescentado na reagao
o antibidtico ampicilina, para impedir a contaminacdo do material por bactérias. O antibidtico
foi escolhido por apresentar rapida degradacdo, e desta forma ndo iria interferir na etapa sub-
sequente da pesquisa. De acordo com Santos Junior (2015), a ampicilina ¢ moderadamente
soluvel em agua, dissolve-se em solucoes diluidas de 4cidos e de hidroxidos de metais alcali-
nos.

A reagdo ocorreu nas mesmas condi¢des da anterior: apds a mistura, os erlenme-
yers foram colocados em shaker refrigerado para agitagdo a 120 rpm, a 36 °C, por 48 horas.
Porém, ao completar 24 horas, a agitacdo foi cessada para a adi¢do das hemicelulases. Apds
adicionar as enzimas restantes, a agitagao foi retomada sob as mesmas condi¢des. Terminado
o periodo de reacdo, o material foi colocado em tubos falcon, para que se fizesse a centrifuga-
¢do e separagdo da fracdo solida e sobrenadante. Os tubos falcon foram centrifugados a 4400
rpm, por 15 minutos. O sobrenadante foi entdo analisado a partir da metodologia de DNS

(Agucares Redutores).
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A fracdo soélida foi separada para utilizagdo no experimento que mede o potencial

de produgdo de metano.

3.1.6. Experimento com AMPTS I1

Foi realizado, nas dependéncias do IFG, o teste do potencial da produ¢do de me-
tano, utilizando o equipamento AMPTS 1II - Automatic Methane Potential Test System, utili-

zando como substrato para a produgao de biogés a cana energia que sofreu hidrolise, nas con-

dicdes ja descritas anteriormente (Figura 11).

. Boprocess

Figura 11: AMPTS II: Automatic Methane Potential Test System. Fonte: AMPTS 11, 2014.

O AMPTS 1II é um equipamento desenvolvido para medi¢des on-line da produgado
de biogas e biometano a partir da digestdo anaerdbia de qualquer substrato bioldgico degrada-
vel (tanto na forma liquida ou s6lida) em escala de laboratorio, sendo capaz de registrar bai-
xos fluxos de metano. O equipamento ¢ composto por trés unidades principais (AMPTS 11,
2014).

A unidade A (unidade de incubagdo de amostra) ¢ formada por uma caixa suporte
para 15 frascos (com capacidade de até 400 mL, cada frasco) para amostras incubadas a tem-
peratura controlada: 35° C (banho-maria). Cada frasco pode ter seu contetido misturado por
um agitador de rotacao lenta, ou ndo. O biogas produzido ¢ medido de forma continua em
cada frasco. A unidade B (unidade de fixacdo de CO,) ¢ composta por frascos contendo uma

solugdo alcalina (NaOH), de coloracdo azul. Conforme o biogas ¢ produzido, ele passa pela
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unidade A individualmente e ao passar pela unidade B sdo retidos os gases acidos, Oz e HoS,
permitindo a passagem somente de CHa.

A medi¢ao do volume de gas metano ocorre na unidade C, na qual o gas liberado
pela unidade B ¢ mensurado através de um dispositivo que verifica o fluxo de gas imido atra-
vés de um arranjo de células de fluxo (15 células). Um pulso digital ¢ gerado quando um de-
terminado volume de gas flui através do equipamento e, um sistema de aquisi¢do de dados
integrado ¢ usado para gravar, exibir e analisar os resultados. (AMPTS 11, 2014).

Cada frasco da unidade A ¢ conectado a um frasco da unidade B que por sua vez ¢
conectado a uma célula da unidade C. Os dados sdo enviados para um computador que possui
um programa que manipula os dados.

As condigdes e os parametros especificos, referentes aos ensaios em batelada com
agitacdo semicontinua, foram controlados e monitorados de acordo com padrdes dispostos na
norma alema VDI 4630 (2006). Segundo a norma VDI 4630, se considera estabilizada a pro-
ducdo de biogas, final do ensaio, no momento que a producao diaria de gas torna-se igual ou
inferior a 1% do volume total produzido. Como controle positivo para o inoculo foi utilizado
Celulose monocristalina de alta pureza (Sigma-Aldrich).

Tanto o indculo quanto as amostras de cana energia hidrolisada e de cana energia
sem hidrolise foram analisados quanto aos seus teores de sélidos totais (ST) e solidos totais
volateis (STV) seguindo-se a metodologia descrita no Standard Methods for the Examination
of Water and Wastewater (APHA, 2012), a fim de determinar as propor¢des necessarias de
substrato e indculo, em cada frasco reator. A montagem do teste foi realizada em triplicata,
usando frascos reatores com indculo (Lodo da Heinz - Nerdpolis) e substrato (cana energia
hidrolisada), totalizando o volume util de aproximadamente 400 mL. Além disso, foi montada
uma triplicata para controle contendo apenas o inoculo. Apds colocacao dos materiais nos
reatores, foi feita a medi¢do de pH. Finalmente foi feita aspersdo de nitrogénio gasoso para

garantir a remoc¢ao de oxigénio do meio.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1. Producio de enzimas

As enzimas lacase, xilanase e ABFase foram produzidas de acordo com as meto-

dologias propostas. Para avaliar se o processo ocorreu da forma que se esperava, procedeu-se
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a determinagdo de suas atividades enzimaticas. Os resultados de atividade enzimatica foram
expressos em U.mL!.Uma unidade U foi definida como a quantidade de enzima necessaria

para oxidar 1 pmol.L"! de substrato por minuto. Os valores obtidos encontram-se na tabela 2.

Tabela 2: Atividade enzimatica das enzimas lacase, xilanase e ABFase, em U.mL"

Enzima Atividade Enzimatica (1* Atividade Enzimatica (2*
producao)/U.mL producao)/U.mL

Lacase 850 441

Xilanase 26 51

Arabinofuranosidase 0,08 0,53

Os resultados sao semelhantes a outras produ¢des encontradas na literatura, o que

indica que os procedimentos de producdo foram realizados de forma satisfatoria.

3.2.2. Caracterizacao do substrato

O resultado da caracterizagdo da cana energia esta resumido na Tabela 2. Foram
realizados dois testes de caracterizagdo. Os valores encontrados diferem em comparagdo com
a cana de agucar comum, cujos resultados se encontram entre 22,7 a 25,8 % de hemicelulose,
19,01 a 31,4 % de lignina e 38,4 a 45,0 % de celulose (PITARELO, 2007; GOUVEIA et al.,
2009, CANILHA et al., 2011 e RABELO et al., 2011). No entanto Ogata (2013), ao comparar
esses teores em 207 gendtipos de cana de agticar com alto teor de fibra, obteve variacdes que
se enquadram nos resultados obtidos nesse experimento. Ela obteve os seguintes resultados:
hemicelulose - de 16,71 a 25,97 %; lignina —de 17,70 a 27,12 % e celulose — de 26,47 a 54,18
%.

Tabela 3: Composi¢ado lignoceluldsica da cana energia

Fracao 1° teste 2° teste
Hemicelulose 17,80 % 21,51 %
Lignina 48,15 % 23,65 %

Celulose 6,28 % 28,58 %
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3.2.3. Hidrolise enzimatica em pequena escala

Apos a realizagdo da hidrolise a partir do substrato cana energia (variedade #26),
nas condigOes descritas, executaram-se os testes de DNS (agucares redutores totais - ART) e
Glicose.

Para a determinacgdo do teor de ART, primeiramente foi realizada uma curva pa-
drao de xilose nas concentragdes de 0,3 a 4,2 mg/mL e de acordo com esta as absorbancias
foram convertidas em mg/mL de ART liberados. Os dados obtidos foram colocados em plani-
lha para que fosse feito o calculo de rendimento em fun¢do da producdo de agucares redutores
a partir de cada tratamento. A partir dos resultados obtidos, foi possivel estimar o rendimento
relativo dos tratamentos enzimaticos utilizados. Esse rendimento representa a quantidade de
acucares liberados apos a reagdo enzimatica, o que indica qual tratamento conseguiu promo-
ver maior quebra dos componentes da parede celular. A Tabela 4 apresenta o rendimento de

acucar solubilizado apos a hidrdlise da cana energia variedade #26.

Tabela 4: Rendimento de ART e glicose apds a hidrélise da cana energia variedade #26

Tratamento Rendimento em mg  Rendimento relativo Teor de glicose

de ART/gdecana  (em comparagdo com  em g/g de cana

energia os demais tratamentos) energia
1 — Controle (sem enzi- 0 0 0,0692
mas)
2 - Lacase 0 0 0,0418
3 — Hemicelulases (xila- 15,30 35,69 % 0,0350
nase ¢ ABFase)
4 — Lacase + Hemicelula- 14,10 32,85 % 0,0170
ses (xilanase e ABFase) —
reagao simultanea
5 — Lacase (e apos 24 h 42,90 100 % 0,1428
adi¢do de hemicelulases) —
reagdo sequencial
6 - Hemicelulases (e apods 14,10 32,85 % 0,0520

24 h adicdo de lacase) —

reacdo sequencial
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Utilizando-se a curva padrao de xilose (y = 0,492 X + 0,0012, onde y representa a
absorbancia e x a quantidade de ART liberados, foi possivel calcular quanto de hemicelulose
foi solubilizado em agtcar redutor, considerando o teor de hemicelulose da amostra de 21,51
%. O tratamento com maior quantidade de actcar solubilizado ao final da hidrolise foi o de
numero 5, conforme Tabela 4, o que de fato faz sentido, pois de acordo com a estrutura da
fibra vegetal, o que envolve as cadeias de celulose e hemicelulose ¢ exatamente a lignina (Fi-
gura 5) (ROSSETO, 2012; SANTOS et al. 2012). Assim, desestruturando-se a lignina, a agao
das hemicelulases foi otimizada. O segundo melhor tratamento foi o que utilizou apenas as

hemicelulases, sendo, porém, seu rendimento bem inferior ao do tratamento de nimero 5.

Rendimento Relativo
120 H Controle
100 - 2
B [acase
Eﬂ -
60 B Hemicelulzses (xilanase &
& ABFase)
40 1 .
B Lacase + Hemicelulases
20 -
Lacase (e apas 24 h -
o I I :
Hemice lulases)
-20 : :
e R B Hemicelulzses (e apos 24 h
lacase)

Figura 12: Rendimento relativo dos tratamentos

Ja o teste de glicose oxidase obteve resultados muito baixos, o que indica que nao
ocorreu a hidrolise das fibras de celulose, o que nao originou glicose livre no sobrenadante
(Tabela 4). No entanto, convém destacar que em relagdo aos demais tratamentos, o uso de

lacase (e apds 24 h as hemicelulases) resultou em uma quantidade maior de glicose.
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3.2.2. Hidrolise enzimatica em escala laboratorial

Apos verificar qual o pré-tratamento enzimatico obteve melhor rendimento em ART,
foi proposto que o mesmo fosse testado quanto ao potencial de producdo de metano. Para essa
etapa, necessitava-se de uma quantidade de cana energia hidrolisada equivalente a 15 g. Para
isso, foi realizada uma hidrélise em triplicata, nas mesmas propor¢des utilizadas no primeiro
teste de hidrolise enzimatica. Ao realizar o experimento, passado o periodo de 24 h, ocasiao
em que a reagdo deveria ser parada para a adi¢ao das hemicelulases, verificou-se que os er-
lenmeyers estavam contaminados por alguma espécie de fungos ndo identificada, como mos-

tra a Figura 13.

Figura 13: Erlenmeyers da hidrélise enzimatica contaminados por fungo nao identificado

A contaminagdo se deu apenas nos frascos cujo conteudo nao estava totalmente sub-
merso. Isso por que faltava ainda adicionar as hemicelulases, momento em que o volume
atingiria o valor proposto de 150 mL. O material foi entdo descartado, e procedeu-se nova
hidrolise, agora com um volume reacional final de 200 mL. Os erlenmeyers utilizados agora
foram o de capacidade de 1 L. Apo6s 24 h de reagdo, verificou-se que o material ndo estava
contaminado, prosseguindo-se entdo com o experimento.

Passadas as 48 h, o material foi retirado do shaker refrigerado, e seu conteudo foi dis-
tribuido em tubos falcon de 50 mL, para que fosse realizada a centrifugagdo para a separagao
da fragdo solida e do sobrenadante. A fragdo solida foi entdo utilizada para a proxima etapa

experimental: a avaliacdo do potencial de producao de metano.
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Foram realizados os testes de DNS (ART) e glicose. Os resultados estdo descritos na
tabela 5. O resultado para Agucares Redutores ficou bem abaixo do resultado encontrado na
primeira hidroélise feita. Isso pode estar relacionado @ mudancga na escala do experimento, de
modo que as enzimas nao tenham conseguido solubilizar toda a matéria organica disponivel.
No entanto, pode-se afirmar que a hidrélise ndo foi bem sucedida. Ja o teste de glicose (estava
bem abaixo até no controle) mostrou valores bem parecidos com os da primeira hidrdlise,

confirmando que a hidrélise nao liberou glicose no sobrenadante.

Tabela 5: Rendimento de ART e de glicose apds a hidrolise da cana energia variedade #26

Tratamento Rendimento em mg de ART/ Teor de glicose em g/g de
g de cana energia) cana energia
1 — Controle (sem enzimas) 0 0,0588236
2 — Frasco 1 - Hidrolise 1,22 0,319693
3 — Frasco 2 - Hidrolise 0,69 0,1150896
4 — Frasco 3 - Hidrolise 0,74 0,1329924

Outro fator a ser considerado ¢ que, de acordo com Kumar et al. (2009), as hemi-
celuloses também contém pequenas quantidades de ndo agucares, como os grupos acetil que
podem limitar a hidrolise enzimatica. Sambusiti (2013) relata ainda como fatores limitantes da
hidrodlise enzimatica a influéncia do contetido e da composi¢ao da lignina e da pectina. Todos
esses condicionantes podem ter de alguma forma influenciado a hidrdlise em grande escala.

A influéncia da lignina na biodegradabilidade anaerdbica de substratos lignocelu-
losicos ¢ documentada por muitos autores que mostraram que o teor de lignina desempenha
um papel importante na produg¢do de metano, limitando o acesso as holocelulose (celulose e
hemiceluloses). Buffiere et al. (2006) mostraram uma liga¢do entre o potencial de metano de
varios residuos lignocelulosicos e a soma de seus teores de celulose e lignina: quanto maior a
soma de celulose e lignina, menor o potencial de metano. Assim, para obter altos rendimentos
anaerobicos de biodegradacao, os substratos lignocelulésicos devem primeiro ser pré-tratados,
de modo a quebrar a ligacao entre polissacarideos e lignina para tornar a celulose e hemicelu-
loses mais acessiveis aos microrganismos anaerobicos. No entanto, isso ndo poderia explicar
0 que aconteceu no experimento de potencial de produgdo de biogas, uma vez que o controle
ndo passou por qualquer pré-tratamento, € mesmo assim produziu mais biogas do que a cana

energia hidrolisada.
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Sambusiti (2013) sugere que a lignina pode ser considerada o pardmetro mais im-
portante que afeta a producdo de metano de substratos lignoceluldsicos. Por isso, avaliar a
acdo somente da lacase pode ser um caminho na pesquisa sobre o pré-tratamento enzimatico.

No entanto, ha que se considerar a presenga de outras caracteristicas de composi-
¢do ou estruturais, como a presenca de pectinas (polimero de 4cidos urdnicos), a cristalinidade
da celulose, a area de superficie acessivel e os volumes de poros que podem afetar a producao
de metano de substratos lignocelulosicos. De fato, a celulose possui partes cristalinas e amor-
fas e a parte cristalina impede a penetragdao de células vegetais por micro-organismos ou en-
zimas extracelulares. Monlau et al. (2012) descobriram que a biodegradacdo anaerdbica de
materiais lignoceluldsicos em metano ndo esta apenas relacionada ao teor de lignina, mas a
celulose cristalina também teve um impacto negativo na producao de metano, mas em menor
grau do que a lignina. Zhu et al. (2010) mostraram que o teor de lignina e a cristalinidade da
celulose sdo os dois pardmetros dominantes que afetam negativamente a digestibilidade dos
substratos lignocelulésicos. Além disso, eles sugeriram que a cristalinidade da celulose pode-
ria ter uma maior influéncia sobre a hidrolise do tempo curto, enquanto que o teor de lignina
poderia ter um impacto maior na hidrdlise de longa duragao.

A lignina na sua forma so6lida bloqueia o acesso a celulose, enquanto estd em for-
ma soluvel pode causar adsor¢ao enzimdtica. Em qualquer das formas, ¢ um agente que impe-
de as enzimas de atingir suas alvos. Verificou-se que os substratos que contém pouca ou ne-
nhuma lignina apresentaram boa correlacdo entre as taxas iniciais de hidrolise, enquanto os
substratos com maior teor de lignina demonstraram uma correlagdo fraca.

Deve ser destacado o fato do experimento ndo ter sido conduzido com a mesma
cana energia utilizada na primeira hidrolise. Isso por que, mesmo sendo mantida sob refrige-
ragao (a —8°C), depois de 6 meses a cana energia ndo obtém o mesmo rendimento de produgao
de biogas. Por isso optou-se por utilizar um material mais recente de cana energia, porém da
mesma variedade (#26). Os resultados de glicose mostram que a estrutura da biomassa apre-
sentou diferencas, entre a hidrolise em pequena escala e a hidrdlise em escala laboratorial.

Outro fator a ser ressaltado ¢ que a quantidade de cana energia hidrolisada, ficou
abaixo da necessaria para a realizacao do experimento com o AMPTS II, o que gerou a neces-

sidade de ajustes nos célculos de potencial de produgao de metano.
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3.2.3. Experimento com AMPTS II

Apo6s a hidrdlise enzimatica, a fragdo solida foi separada do sobrenadante, e utilizada
no equipamento AMPTS II, que mede o potencial de producdo de metano, em um ambiente
anaerdbio. Apoés 42 dias de acompanhamento, o resultado obtido est4 relacionado na Figura
14. Na tabela 7 ¢ mostrada a produ¢do acumulada de biogés, por grama de matéria seca orga-
nica (MSO).

O pH das solugdes dos reatores foram medidos antes do inicio € apds o término do
experimento. Inicialmente o pH ficou em torno de 6,8, ndo sendo feita qualquer correcao des-
se valor. Apds o término do experimento, verificou-se que esse pH pouco variou, chegando a
7,1 na cana energia hidrolisada, e permanecendo em 6,8 na cana energia sem pré-tratamento
enzimatico.

Percebe-se, a partir dos resultados apresentados, que o pré-tratamento enzimatico nao
favoreceu a producdo de biogés, uma vez que os valores obtidos estdo abaixo da celulose cris-
talina e também da cana energia que nao passou por tratamento enzimatico. No entanto, a
recomendacao do equipamento ¢ que seja monitorada a produgdo de biogas até pelo menos o

30° dia de experimento.

Tabela 7: Producdo acumulada de biogas em NmL/g MSO

Dias Cana 26# hidrolisada Cana 26# nao hidrolisada Celulose

1 16,54 43,99 -0,81

2 17,41 55,95 37,34

3 17,61 66,96 86,86

4 21,67 73,67 121,50
5 30,42 78,00 154,71
6 37,07 81,38 195,35
7 41,62 85,09 230,63
8 45,23 89,98 251,11
9 47,74 96,01 265,60
10 50,19 102,94 278,67
11 51,90 109,92 289,56
12 53,61 116,93 298,82
13 55,18 123,67 307,37
14 56,29 129,69 315,13
15 56,96 135,37 321,66
16 57,47 140,18 326,48
17 57,67 144,37 330,00
18 57,95 148,18 332,34
19 58,20 151,69 334,04
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Dias Cana 26# hidrolisada Cana 26# nao hidrolisada Celulose
20 58,67 155,20 335,23
21 58,68 158,55 335,84
22 58,80 161,66 336,21
23 58,55 164,38 336,26
24 58,68 167,07 336,26
25 58,20 169,13 336,12
26 58,45 171,64 336,19
27 58,34 173,62 336,17
28 58,14 175,45 336,15
29 57,76 176,91 336,18
30 57,33 178,14 336,15
31 57,26 179,29 336,22
32 57,33 180,26 336,07
33 58,04 181,05 335,97
34 58,99 181,64 335,72
35 59,39 181,97 335,24
36 60,05 182,17 334,88
37 60,54 182,37 334,42
38 60,75 182,53 333,86
39 60,79 182,67 333,35
40 60,67 182,78 332,86
41 60,31 182,86 332,34
42 60,03 182,72 332,00

Diversos fatores podem ser responsaveis por interferir na produg¢ao de biogas. Algu-
mas substancias podem diminuir ou retardar a biodigestdo anaerdbia, tanto em baixas quanto
em elevadas concentragdes. Ao atingir a saturagdo do sistema com estes compostos, o nivel de
toxicidade pode ocasionar a interrup¢do do procedimento. Deve-se ainda evitar a sobrecarga
do biodigestor com o substrato, uma vez que este pode ser composto de solventes, antibioti-
cos, enzimas, herbicidas, sais, metais pesados e demais substancias capazes de influenciar no

metabolismo da biota microbiana (FRIEHE et al., 2010).
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Figura 14: Produ¢ao Acumulada de biogas, ap6s 35 dias de experimento

Na tabela 8 sdo apresentados alguns dos principais inibidores durante a digestdo anae-

robia e suas concentragdes limites de toxicidade.

Tabela 8: Inibidores e sua concentragdo toxica em processos de digestdo anaerobia. Fonte:

Adaptado de Friehe, 2010.

Inibidor

Oxigénio

Sulfeto de hidrogénio

Acidos organicos volateis

Nitrogénio amoniacal

Metais pesados

Desinfetantes e antibioticos

Concentracao de
inibicao

>0,1 mg/L

>50 mg/L H)S

>2.000 mg/L HAc
(pH=7.0)

>3.500 mg/L NHa+
(pH=7,0)

Cu>50 mg/L
Zn>150 mg/L
Cr>100 mg/L

N.E.

Observacio

Inibi¢ao das arqueas metano-
génicas anaerobias obrigato-
rias.

Quanto menor o pH, maior o
efeito inibitdrio.

Quanto menor o pH, maior o
efeito inibitorio. Alta adapta-
bilidade das bactérias.
Quanto maiores o pH ¢ a tem-
peratura, maior o efeito inibi-
torio. Alta adaptabilidade das
bactérias.

S6 metais dissolvidos apre-
sentam efeito inibidor. Des-
contaminagao pela precipita-
c¢ao de sulfeto.

Efeito inibitorio varia com o
composto.
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Analisando-se os dados da tabela, alguns desses itens podem ser eliminados neste ex-
perimento: o equipamento de AMPTS II estava livre de oxigénio, assegurado pela insercao de
nitrogénio gasoso, justamente para garantir um ambiente totalmente anaerdbio. A presenga de
sulfeto de hidrogénio, acidos organicos volateis, nitrogénio amoniacal e metais pesados tam-
bém ¢ pouco provavel. O Unico processo que nao pode ser garantido, ¢ a presenca de antibio-
ticos, uma vez que foi adicionado na hidrolise enzimatica o antibidtico ampicilina. Porém,
devido a sua rapida degradagdo, dificilmente ele iria interferir na produgao de biogas. No en-
tanto, ¢ um ponto a ser considerado.

Os antibidticos possuem caracteristicas quimicas diversas. Eles sdo compostos polares,
nao volateis, com estruturas quimicas e reacoes de alta complexidade. Possui, em suas estru-
turas quimicas, um grande ntimero de grupos funcionais, como o acido carboxilico, amida,
amina, alcool, cetona, enol, fenol, tiazol, nitro composto, derivados halogenados, sulfonamida
entre outros, caracterizando uma grande atividade quimica e bioldgica dessas substincias
(VASCONCELOS, 2011).

Ampicilina (acido 6-[2-amino-2-fenilacetamida]penicilanico) ¢ um antibiotico semi-
sintético muito estavel em meio 4cido, bem absorvido pelo organismo e efetivo a baixas con-
centragdes para uma grande variedade de organismos Gram-negativos e Gram-positivos
(FERREIRA, 2004). A importancia dos antibidticos semi-sintéticos, como a ampicilina, de-
corre de sua maior estabilidade, facilidade de absor¢do e do fato de originarem menos reagdes
secundarias. No entanto, o fato de ter sido adicionado na hidrolise enzimatica em escala labo-
ratorial pode ter influenciado a producao de biogas.

Outro ponto a ser considerado ¢ que o sobrenadante da hidrolise enzimatica ndo foi
adicionado no reator de biodigestdo. Aparentemente, a falta do produto da hidrélise enzimati-
ca parece ter influenciado negativamente a acdo das bactérias anaerdbias. Assim, faz-se ne-
cessario testar a producdo de biogéds com todo o produto da hidrélise enzimadtica, e ndo apenas
a parte solida.

Uma outra hipodtese a ser considerada ¢ a de que a adicao das hemicelulases pode ter
inibido a a¢do das bactérias metanogénicas. Isso por que a producao de biogés se da a partir
da necessidade das bactérias se alimentarem, degradando para isso a lignocelulose. Ao entrar
com um substrato parcialmente degradado no biodigestor, isso teria feito com que as bactérias
ndo precisassem secretar substancias para hidrolisar os carboidratos complexos. De alguma

forma isso parece ter interferido na produgdo de biogds, uma vez que ao se comparar com a
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cana hidrolisada e com a celulose cristalina, percebe-se que os processos ndo foram alterados,
produzindo biogas em quantidades compativeis com o esperado.

O fato da hidrolise em grande escala nao ter sido bem sucedida também pode ter influ-
enciado o resultado de potencial de producao de biogas. Nao ¢ possivel dizer que as condi¢des
da primeira hidrélise foram iguais as da hidrélise em grande escala. A propor¢do do volume
reacional ndo pode ser mantida e a cana energia utilizada nao foi a mesma do primeiro expe-
rimento. Aparentemente esses fatores contribuiram de forma negativa no processo de obten-

¢do de biogas.
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4 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo ainda nao pode concluir efetivamente que a utilizagdo de enzi-
mas pode favorecer a hidrdlise da cana energia. Apesar dos primeiros resultados terem indi-
cado que o pré-tratamento enzimatico poderia ser um diferencial positivo do processo de ob-
tengdo do biogés, o mesmo nao se confirmou até o presente momento.

Ha varias hipoteses a serem testadas, a fim de compreender se o pré-tratamento
enzimatico pode favorecer o processo de obtencao de biogas a partir da cana energia. O fato
do sobrenadante da hidrolise ndo ter ido para o teste de avaliacdo de potencial de biometano ¢
o primeiro desses fatores a serem considerados. Isso por que, aparentemente, a falta desse
conteudo parece ter influenciado negativamente a produgao de biogas, uma vez que a cana
energia que nao passou por hidrélise enzimatica produziu uma quantidade bem maior de bio-
gas que a cana energia pré-tratada.

Ha que se considerar ainda que a hidrdlise em grande escala ndo teve o mesmo
efeito da hidrolise em pequena escala, uma vez que a quantidade de ART foi significativa-
mente menor na segunda hidrolise.

Além disso, ha inumeros fatores que podem ser variados para nortear essa pesqui-
sa: pH, temperatura, tempo de hidrolise, volume de hidrélise, pré-tratamento quimico antece-
dendo o pré-tratamento enzimatico, tudo isso pode ser testado para avaliar a influéncia do uso
de enzimas na produg¢ao de biogas.

Em continuidade a pesquisa, sugere-se testar novamente a condi¢do de hidrolise
com a lacase e as hemicelulases, porém levando junto o contetido do sobrenadante. E interes-
sante ainda incluir uma hidrdlise apenas com lacase, e verificar como fica o potencial de pro-
dugdo de biogas nessa condi¢dao. Além disso, pode-se incluir no estudo enzimatico as pectina-
ses, degradadoras de pectinas. Isso por que, mesmo que o conteudo de pectina seja pequeno,
seu papel na estrutura da fibra pode influenciar o processo de obtenc¢ao do biogés, como afir-
ma Sambusiti (2013). Segundo a autora, o contetido de pectinas limita a acessibilidade enzi-
matica a celulose. Pakirinen et al. (2012) sugerem que o uso de enzimas pectinases pode au-
mentar a hidrolise da celulose.

Além disso, para avaliar de forma mais completa o pré-tratamento enzimatico, su-
gere-se ainda em continuidade da pesquisa analisar o sobrenadante da hidrélise enzimatica,

com relagdo aos oligossacarideos que sao formados durante a hidrélise.
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