UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA RURAL
CURSO DE BACHARELADO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

LEONARDO CESAR DA SILVA

Producao de biogas através do bagaco de cana-de-acucar utilizando pré-tratamento

enzimatico

RECIFE, 2024



“o®g

Ll

3= 72

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA RURAL
CURSO DE BACHARELADO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

LEONARDO CESAR DA SILVA

Producio de biogas através do bagaco de cana-de-acgticar utilizando pré-tratamento

enzimatico

Trabalho de Conclusdo de Curso
apresentado ao curso de Bacharelado em
Engenharia Ambiental da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como pré-
requisito para obtencdo do titulo de

Bacharel em Engenharia Ambiental.

Orientador: Professor Dr. André Felipe de
Melo Sales Santos
Coorientadora: Professora Dra. Tatiana

Souza Porto



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacao
Sistema Integrado de Bibliotecas da UFRPE
Bibliotecario(a): Suely Manzi — CRB-4 809

S586p Silva, Leonardo César da.

Producgdo de biogds através do bagaco de cana-
de-acucar utilizando pré-tratamento enzimatico /
Leonardo César da Silva. - Recife, 2024.

72 f.;il.

Orientador(a): André Felipe de Melo Sales
Santos.
Co-orientador(a): Tatiana Souza Porto.

Trabalho de Conclusao de Curso (Graduacgao) —
Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Bacharelado em Engenharia Ambiental, Recife, BR-
PE, 2024.

Inclui referéncias, apéndice(s) e anexo(s).

1. Bagago de cana - Industria. 2. Residuos como
combustivel. 3. Biocombustiveis. 4. Hidroélise 5.
Reducdo de gases do efeito estufa. I. Santos, André
Felipe de Melo Sales, orient. II. Porto, Tatiana
Souza, coorient. III. Titulo

CDD 628




LEONARDO CESAR DA SILVA

Producao de biogas através do bagaco de cana-de-acucar utilizando pré-tratamento

enzimatico

Trabalho de Conclusio de Curso
apresentado ao Curso de Bacharelado em
Engenharia Ambiental da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como pré-
requisito para obtencao do titulo de

Bacharel em Engenharia Ambiental.

COMISSAO AVALIADORA

Prof. Dr. André¢ Felipe de Melo Sales Santos (Orientador/Presidente da Comissao)

Departamento de Tecnologia Rural - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Prof. Dr. Jorge Vinicius Fernandes Lima Cavalcanti (Membro Titular 01)

Departamento de Engenharia Quimica - Universidade Federal de Pernambuco

Profa. Dra. Leocadia Terezinha Cordeiro Beltrame (Membro Titular 02)

Departamento de Tecnologia Rural — Universidade Federal Rural de Pernambuco



{@)

Engenharia
UFRPE Ambiental

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA RURAL
CURSO DE BACHARELADO EM ENGENHARIA AMBIENTAL

FOLHA DE APROVACAO DE PROJETO FINAL DE CURSO

Trabalho defendido por Leonardo César da Silva as 08h30 do dia 09 de
Agosto de 2024, em defesa oral presencial, nas dependéncias da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, como requisito para
conclusdo do curso de Bacharelado em Engenharia Ambiental da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, intitulado “Produgdo de
biogas através de bagaco de cana-de- agucar utilizando pré-tratamento
enzimatico”, orientado por Prof. André Felipe de Melo Sales Santos
(UFRPE/DTR) e Coorientado pela Profa. Tatiana Souza Porto
(UFRPE/DMFA) e aprovado pela seguinte banca examinadora.

Prof. Jorge Vinicius Fernandes Lima Cavalcanti

UFPE/DEQ

Profa. Leocadia Terezinha Cordeiro Beltrame

UFRPE/DTR



Dedico este trabalho aos meus amados
pais, Silvana e Aureliano, por todo apoio,
dedicagdo e amor incondicional ao longo
da minha jornada. Sem vocés, esta

conquista ndo seria possivel.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, gostaria de agradecer aos meus pais, Silvana Regina e Aureliano
Franscisco, pelo amor, apoio constante e pela incansavel dedicagdo em me proporcionar um
ensino de qualidade desde a minha infancia. Sou eternamente grato por tudo que fizeram por
mim ao longo dos anos. As minhas irmis, Maria Alice e Giovanna Leticia, por todo amor,
carinho e fraternidade.

Agradeco ao meu orientador, Prof. André Felipe de Melo Sales Santos pelas orientacdes
deste trabalho e pela primeira oportunidade no Programa de Iniciagdo em Desenvolvimento
Tecnologico e Inovagdo (PIBITI). Deixo também meus sinceros agradecimentos a minha
coorientadora, Profa. Tatiana Souza Porto, pelo aprendizado enriquecedor ao longo dos tltimos
trés anos no Laboratério de Bioprocessos e Bioprodutos (LBB) do Nucleo de Biotecnologia
(NUBIOTEC). Agradeco também a Liliana Andréa dos Santos por toda contribui¢do e ajuda
nos testes de potencial bioquimico de metano (BMP) e a Guilherme Gomes de Sousa Magalhaes
pela ajuda durante os ensaios BMP.

A Universidade Federal de Pernambuco pelas analises cromatograficas e analises dos
dados através da colaboracdo do Prof. Jorge Vinicius Fernandes Cavalcanti. Ademais, agradego
também aos técnicos do Laboratorio de Nutrigdo Animal (LNA) do Departamento de Zootecnia
da Universidade Federal Rural de Pernambuco pelo suporte nas analises de fibras.

Agradego também amigos do LBB, Joyce Gueiros Wanderley Siqueira, Camila
Fernanda de Aquino Luna, Eduardo Bonora Viana e Maria Eduarda de Sousa Silva Donato,
pelo apoio, conversas e risadas, sempre acompanhadas de muito café, que tornaram as manhas
e tardes mais leves e agradaveis.

A Universidade Federal Rural de Pernambuco e aos docentes do curso de Bacharelado
em Engenharia Ambiental por todo aprendizado durante minha trajetéria académica.

As minhas amigas do curso de Engenharia Ambiental, Vitoria e Estela, que estiveram
comigo nessa caminhada ardua desde o primeiro semestre. Obrigado, amigas!

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), pela
concessao da bolsa de PIBITI. Aos 6rgdos de fomento que financiaram as pesquisas no
laboratorio: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) e
Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE).

Por fim, agradeco a todos que contribuiram, direta ou indiretamente, para a minha

jornada de graduacao.



RESUMO

O desenvolvimento continuo e a crescente demanda dos produtos derivados das atividades
sucroalcooleiras tém gerado desafios ambientais significativos, como a geracdo de residuos
agroindustriais € o consumo demasiado de combustiveis nao renovaveis, aumentando as
emissoes de gases do efeito estufa. O bagaco de cana-de-agucar (BC) ¢ um dos principais
residuos gerados neste setor agroindustrial, o qual pode ser aproveitado como fonte sustentavel
para produ¢do de biocombustiveis como o biogés através da digestdo anaerdbia. O BC ¢ uma
matéria-prima renovavel composta pelos polimeros naturais de celulose, hemicelulose e
lignina, que conferem ao mesmo, devido sua estrutura tridimensional complexa, uma baixa
biodegradabilidade. Desse modo, devido a natureza recalcitrante do BC, ¢ necessario a
aplicagdo de pré-tratamento para modificar a estrutura lignoceluldsica densa visando a facilitar
a exposi¢do dos polissacarideos e agucares fermentaveis. Os processos biologicos despontam
como uma alternativa de baixo custo por meio de microrganismos e enzimas como celulases e
xilanases, que modificam a estrutura lignoceluldsica através de reagdes bioquimicas. Sendo
assim, este trabalho avaliou o pré-tratamento hidrolitico do bagaco de cana-de-agucar utilizando
o fungo filamentoso Aspergillus japonicus URMS5242 com o objetivo de melhorar a produgao
de biogas através do teste de potencial bioquimico de metano (BMP). Os bioprocessos aplicados
para hidrolise enzimatica (celulases e xilanases) do BC foram os processos fermentativos em
estado solido (HFES), submerso (HFSm) e sequencial (HFSeq). O teste BMP ocorreu em
biorreatores (batch) de 250 mL utilizando lodo anaerébio granular como in6culo durante um
periodo de 35 dias, sob agitacdo de 60 rpm em condig¢des mesofilicas (37+2°C). Os resultados
experimentais da geracdo de metano (CH4) do BC sem pré-tratamento e dos hidrolisados nas
fermentagdes foram comparados aos modelos cinéticos de primeira ordem e Gompertz
modificado para comprovar a compatibilidade dos dados experimentais da produgdo de metano.
Os resultados experimentais mostraram que a hidrdlise do BC por HFSm apresentou maior
produgio de CHs (104,88 NmL.g'SV), seguido dos hidrolisados por HFES e HFSeq e o BC
sem pré-tratamento, que apresentaram produgdes de 69,13 NmL.g'ISV, 45,16 NmL.g'1 e 15,51
NmL.g 'SV, respectivamente. O biogas produzido pelos BCs pré-hidrolisados apresentou
composicao média de metano de 63,21%, 60,45% e 53,43% para os bioprocessos por HFSeq,
HFSm e HFES, respectivamente, enquanto o BC sem pré-tratamento apresentou 14,81%.
Portanto, este estudo constatou a eficiéncia dos diferentes processos biologicos utilizando o
fungo filamentoso Aspergillus japonicus URMS242 para o pré-tratamento enzimatico do
bagaco de cana-de-actcar, visando melhorar a produg¢do de biogds e sua concentragdo de
metano.

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-acucar; Pré-tratamento; Aspergillus japonicus; Hidrolise

Enzimatica; Potencial Bioquimico de Metano.



ABSTRACT

The continuous development and the growing demand for sugarcane derivatives have unleashed
significative environmental challenges, with the generation of agro-industrial wastes and the
exacerbating consumption of fossil fuels, increasing the greenhouse gas emissions. Sugarcane
bagasse (SB) is one of the main residues generated in this industry, and it can be used as a
sustainable source for biofuel production, such as biogas, through anaerobic digestion. SB is a
renewable feedstock composed by cellulose, hemicellulose and lignin, which due to its complex
three-dimensional structure, confers low biodegradability. Thus, due to the recalcitrant nature
of SB, it is necessary to pretreat it to modify the lignocellulosic structure and expose the
polysaccharides and fermentable sugars. The biological processes emerge as a low-cost
alternative for pretreatment, using microorganisms and enzymes such as cellulases and
xylanases, which modify the lignocellulosic structure through biochemical reactions.
Therefore, this study evaluated the hydrolytic pretreatment of sugarcane bagasse using the
filamentous fungi Aspergillus japonicus URMS5242 aiming to improve biogas production
through the biochemical methane potential (BMP) test. The bioprocesses applied for SB
enzymatic hydrolysis (cellulases and xylanases) were solid-state fermentation (HSSF),
submerged fermentation (HSmF), and sequential fermentation (HSeqF). The BMP tests were
carried out in 250 mL bioreactors in a batch process using granular anaerobic sludge as
inoculum for 35 days, under agitation of 60 rpm in mesophilic conditions (37+2°C). The
experimental results of methane (CH4) generation from untreated and hydrolyzed SB were
compared to first-order and modified Gompertz kinetic models to ensure the compatibility of
the experimental data. The SB hydrolysis through HSmF led to a higher production of CH4
(104,88 NmL.g'SV), followed by HSSF and HSeqF and untreated SB, which produced 69,13
NmL.g 'SV, 45,16 NmL.g"!' e 15,51 NmL.g 'SV of methane, respectively. The biogas produced
using the hydrolyzed SB had a medium composition of 63.21%, 60.45%, and 53.43% for the
bioprocesses of HSeqF, HSmF, and HSSF, respectively, while the untreated SB had 14.81%.
Therefore, this study confirmed the efficiency of those biological processes using the
filamentous fungi Aspergillus japonicus URMS5242 for the enzymatic pretreatment of sugarcane
bagasse, aiming to improve biogas production and its methane concentration.

Keywords: Sugarcane bagasse; Pretreatment; Aspergillus japonicus; Enzymatic Hydrolysis;

Biochemical Potential Methane.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, a busca por matérias-primas renovaveis para produ¢ao de biocombustiveis
tornou-se uma estratégia central para industria energética em cenario nacional e mundial. A
biomassa lignoceluldsica ¢ considerada um dos recursos mais abundantes e renovaveis do
mundo, desponta como uma alternativa sustentavel para produgao de biocombustiveis (Gomes
et al., 2022). Essa biomassa possui em sua composi¢ao celulose, hemicelulose e lignina,
componentes que garantem uma estrutura tridimensional e resistente (Sharma ef al., 2022).

No Brasil, as atividades agricolas possuem papel fundamental para a economia nacional
correspondendo a cerca de um terco do Produto Interno Bruto (PIB), o que contribui
diretamente com a gera¢do de emprego e renda, fatores importantes para o desenvolvimento
socioecondmico. Segundo a Companhia Nacional de Abastecimento Nacional (CONAB), a
produgdo de cana-de-agucar para a safra de 2023/24 seja de aproximadamente 677,6 milhdes
de toneladas, representando um crescimento de 11% comparada a safra anterior. Alinhado a este
potencial brasileiro, encontram-se consequente geracao de residuos lignoceluldsicos derivados
da industria sucroalcooleira, com destaque para o bagago de cana-de-actcar (BC).

O bagaco de cana-de-agucar ¢ um subproduto da industria de etanol de primeira geracao
(1G) e agucar que apresenta potencial para producdo de calor e vapor (combustdo direta),
biocombustiveis como etanol de segunda geracao (etanol 2G) e biogas. No entanto, o grande
entrave encontra-se na propria estrutura tridimensional lignocelulosica, recalcitrante e que
necessita do uso de pré-tratamentos com o objetivo de modificar a estrutura quimica e aumentar
o grau de biodegradabilidade desse residuo e, consequentemente, melhorar a producdo de
biocombustiveis (Zheng et al., 2014).

Os pré-tratamentos sdo processos unitdrios ou combinados que utilizam métodos
quimicos, fisicos ou bioldgicos para melhorar o rendimento e a produ¢do de biocombustiveis.
Entre os métodos aplicados como pré-tratamento da biomassa lignocelulosica, os processos
bioldgicos tém despertado interesse por apresentarem baixo custo, baixa toxicidade e a auséncia
de necessidade (geralmente) de adi¢do de produtos quimicos (Atelge et al., 2020a). Apds o pré-
tratamento, a estrutura lignocelulosica ¢ modificada, tornando os polissacarideos e
monossacarideos da estrutura mais suscetiveis a bioconversdo. Esses agucares podem ser
aproveitados por tecnologias como a digestdo anaerdbia para a producdo de biogéas (Da Silva,

2023).
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A digestdo anaerdbia ¢ uma rota tecnologica oportuna para produzir biogas através de
residuos organicos de maneira limpa e sustentavel (Millati et al, 2023). Neste processo, a
matéria organica ¢ digerida através de reagdes bioquimicas por microrganismos anaerobios,
onde ocorrem as etapas de hidrdlise, acidogénese, acetogénese € metanogénese (Ali Shah et al.,
2014). O biogés ¢ um biocombustivel composto majoritariamente por gas metano (50 — 70%),
que possui alto poder calorifico, seguido de outros componentes como dioxido de carbono (25
—40%) e tracos de outros gases (Camargo et al., 2023).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes condig¢des hidroliticas
aplicadas ao bagaco de cana-de-agucar (BC) por meio dos processos de fermentagdo em estado
solido (HFES), fermentacao submersa (HFSm) e fermentacdo sequencial (HFSeq), com o
objetivo de melhorar a gera¢do de metano (CH4) na etapa de digestdo anaerdbia avaliada através

do teste de potencial bioquimico de metano (BMP).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Residuos lignoceluldsicos

Os residuos lignocelulosicos sdao compostos organicos mais abundantes no meio
ambiente. A biomassa lignoceluldsica possui em sua composi¢ao os polimeros de celulose,
hemicelulose e lignina, componentes que garantem uma estrutura resistente a esses residuos
(Sharma et al., 2022). Estes residuos possuem alta densidade energética, neutralidade em
carbono e sdo considerados matéria prima renovavel para producdo de biocombustiveis e
bioprodutos (Ashokkumar et al., 2024).

A celulose ¢ o principal constituinte da biomassa e ¢ formada por dissacarideos de
glicose que estdo conectados por ligagdes -1,4 glicosidicas garantindo estabilidade a estrutura
molecular (Abraham et al., 2020). As microfibras formadas pelas cadeias celuldsicas estdao
associadas a elevada quantidade de hidroxilas na estrutura molecular levando a formagao de
ligagdes de hidrogénio neste polimero natural, que sdo fortes interagdes intermoleculares
(Zheng et al., 2014). A celulose também possui altos niveis de cristalinidade, apesar de possuir
regidoes amorfas (Kobayashi et al., 2016).

A hemicelulose ¢ o segundo constituinte mais abundante da biomassa lignocelulosica.
E um polissacarideo heterogéneo formado por pentoses como xilose e arabinose, hexoses como
glicose e manose e acidos como glucuronico e galacturénico, por exemplo (Camargo et al.,
2023). E uma estrutura de baixa cristalinidade, tornando-a mais suscetivel a ataques quimicos,

fisicos ou biologicos (Abraham et al., 2020).
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A lignina ¢ um complexo aromatico que preenche os espacos entre a celulose e
hemicelulose, formando uma estrutura tridimensional na estrutura lignocelulésica. E formada
por unidades de fenilpropano e possui caracteristica hidrofobica e heterogénea, que garante
rigidez a estrutura protegendo a celulose e a hemicelulose de ataques microbianos e enzimaticos
(Dos Santos et al., 2019).

O bagago de cana-de-agucar ¢ um exemplo tipico de residuo lignocelulésico e o mais
abundantemente gerado na agroindustria brasileira. Possui em sua composicao lignocelulésica
cerca de 45% de celulose, 29% de hemicelulose e 23% de lignina, caracterizando uma estrutura

rigida de baixa biodegradabilidade (Tye et al., 2016).

2.2 Bagaco de cana-de-agucar

O bagaco de cana-de-agucar ¢ um residuo gerado ap6s processamento da cana-de-agticar
na industria sucroalcooleira para produgdo de agtlicar e etanol de primeira geracao (1G). Este
residuo, se descartado de maneira incorreta, pode causar desequilibrios ambientais devido a sua
baixa biodegradabilidade. A Politica Nacional de Residuos Solidos (PNRS) dispde diretrizes
sobre o manejo e descarte ambientalmente adequado de residuos solidos, evitando que estes
causem impactos ambientais se depositados incorretamente no meio ambiente (Brasil, 2010).
O destino tradicional direcionado a este residuo € a queima em caldeiras para geragdo de calor,
vapor e energia, no entanto, ndo € uma rota eficiente devido ao teor de umidade do bagago que
afeta diretamente no aproveitamento energético (Bolado-Rodriguez et al., 2016).

Assim, uma rota alternativa para este residuo € o reaproveitamento como matéria-prima
renovavel e de baixo custo para produgdo biocombustiveis como etanol de segunda geragao
(2G) e biogas, por exemplo. O aproveitamento e a conversdo da biomassa de atividades
agricolas em bioprodutos tem sido chamada de biorrefinaria lignoceluldsica, também conhecida
como biorrefinarias de segunda geragdo (Yadav et al., 2023). Este conceito tem se destacado
devido a capacidade de reaproveitar e valorizar energeticamente os residuos lignocelulosicos
derivados da agroindustria (Calabro et al., 2016; Su et al., 2016).

O desenvolvimento da biorrefinaria 2G pode contribuir para o avango da bioeconomia
circular, assegurando um ciclo de vida fechado e sustentavel para esses residuos, ao mesmo
tempo em que gera produtos renovaveis de valor agregado (Jaroenkietkajorn et al., 2024;
Tramontina et al.,, 2023). As biorrefinarias empregam uma variedade de tecnologias de pré-

tratamento e processamento da biomassa lignocelulosica, por meio de processos fisicos,
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quimicos e bioldgicos, que serdo descritos detalhadamente no item a seguir (Cambero ef al.,

2016).

2.3 Tipos de pré-tratamento aplicados a biomassa lignoceluldsica

Os materiais lignoceluldsicos sdao caracterizados pela estrutura rigida e de baixa
biodegradabilidade. Sendo assim, devido as propriedades recalcitrantes, existe a necessidade
de pré-tratamentos, que podem ser individuais ou combinados, através de métodos quimicos,
fisicos ou bioldgicos de acordo com a Figura 1 e Tabela 1. Conforme a Figura 2, esses processos
visam modificar as propriedades quimicas e estruturais da biomassa lignoceluldsica com o
intuito de aumentar a area de contato e a disponibilidade de actcares fermentaveis (Zheng et

al,, 2014).

Figura 1. Métodos de pré-tratamentos aplicados a biomassa lignoceluldsica.

Métodos de pré-tratamentos
Processos Processos Processos
Fisicos Quimicos Biologicos
Fragmentacdo Acidos Microrganismos
Micro-ondas Alcalinos Enzimas
Explosioa Solventes
vapor organicos

Fonte: Autor (2024)

Figura 2. Pré-tratamento da biomassa lignoceluldsica.
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Os processos fisicos aplicados como pré-tratamento da biomassa lignocelulosica
geralmente consistem em operagdes unitarias que empregam técnicas mecanicas €
termodindmicas como variagdes de temperatura, calor e pressao. Os processos mais comuns
sao fragmentagao (De La Rubia et al., 2011), explosao a vapor (Jacquet et al., 2011), processos
de irradiacdo como micro-ondas (Jackowiak et al., 2011) e pirdlise (Arregi et al., 2016). Apesar
de apresentar rendimentos favoraveis, os custos associados aos processos fisicos sdo relevantes
para avaliar a viabilidade desses pré-tratamentos (Wang et al., 2023a).

Os pré-tratamentos quimicos envolvem a utilizagdo de reagentes acidos ou alcalinos,
solventes orgénicos e tratamentos oxidativos (Camargo et al., 2019; Chandra et al., 2012). A
utilizagao de acidos inorganicos ¢ eficiente na hidrolise da biomassa lignocelulésica, no entanto,
induz a formagao de componentes inibidores para as etapas subsequentes como 2-furfuraldeido
(FF) e 5-hidroxi-metil-2-furfuraldeido (HMF) (Gomes ef al., 2022). Além disso, existem alguns
entraves para aplicacdo deste pré-tratamento como o custo dos reagentes, perda de
monossacarideos durante as reagdes oxidativas e a geragdo de residuos acidos/alcalinos que
necessitam ser neutralizados devido as suas caracteristicas corrosivas e toxicas (Camargo et al.,
2023).

Os pré-tratamentos bioldgicos envolvem o uso de microrganismos em culturas puras ou
consorciadas, enzimas como celulases e xilanases produzidas por fungos filamentosos, por
exemplo (Atelge ef al., 2020a). Esses agentes bioldgicos sao capazes de converter e modificar
bioquimicamente a estrutura da biomassa lignoceluldsica (Sharmila ef al., 2024). Os processos
biologicos tém despertado crescente interesse devido a baixa toxicidade e, sobretudo, aos
aspectos econdmicos quando comparados com os processos fisicos e quimicos (Wang et al.,
2023a).

As enzimas podem ser utilizadas diretamente utilizando-se dos processos fermentativos
de pré-tratamentos ou obtidas comercialmente purificadas e concentradas. As enzimas
comerciais geralmente apresentam custos impeditivos € que muitas vezes inviabilizam esses
pré-tratamentos em escala. Estudar processos biologicos de pré-tratamento mais
economicamente viaveis pode favorecer a quebra desse paradigma e viabilizar sua utilizagdo

em escala.
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2.4 Processos biologicos fermentativos e enzimaticos

A utilizacao de residuos agroindustriais lignoceluldsicos como substrato para processos
fermentativos oferece condigdes favordveis para o crescimento de fungos filamentosos e a
producdo de enzimas durante o bioprocesso (Leite et al., 2021).

Os processos fermentativos tradicionais para producao de enzimas ocorrem através da
fermentagao submersa (FSm) e a fermentagao em estado solido (FES) (Boondaeng et al., 2024).

A fermentacdo submersa ¢ o método mais comum para producao de enzimas em escala
industrial devido a sua facilidade operacional em relagdo a pardmetros importantes do processo
como temperatura e pH, por exemplo (Catalan & Sanchez, 2020). Este processo apresenta
facilidade de scale-up e possui metodologias bem estabelecidas para o controle operacional
(Cunha et al., 2012; Santos et al., 2022).

Por sua vez, a fermentacdo em estado solido ocorre na auséncia quase total de liquido
no meio, isto ¢, um processo em base solida que atua como suporte fisico para o crescimento
dos fungos filamentosos (Alegre et al, 2009; Pandey, 1992). Esta tecnologia apresenta
vantagens quando comparada ao processo submerso por apresentar simplicidade operacional,
baixa necessidade de energia e menor uso de agua e, consequentemente, reduzindo os custos
operacionais (Boondaeng et al., 2024; Krishania et al., 2018). Além disso, apresenta maior
rendimento de producdo e maior taxa de recuperacdo de produtos (Leite et al., 2021).

Além dos processos fermentativos mencionados anteriormente, hd também uma
metodologia que consiste em empregar a combinacdo da fermentacdo em estado solido e
fermentagdo submersa, conhecida como fermentacado sequencial (FSeq) (Alves et al., 2020). De
acordo com Cunha et al. (2012), este processo tem demonstrado um alto potencial para
producdo de enzimas como celulases e xilanases.

As enzimas sdo moléculas de proteinas que possuem capacidade de catalisar reagdes
quimicas acelerando o tempo de reagdo sem serem consumidas. Essas biomoléculas possuem
alta complexidade e podem ser sintetizadas através de microrganismos como fungos
filamentosos. Estes biocatalisadores possuem ampla variedade de aplicagdes e possuem
vantagens comparadas as catalises quimicas que geram subprodutos indesejaveis (Rigo et al.,
2021).

Entre as enzimas mais utilizadas no meio industrial destacam-se as proteases ¢ lipases,
entretanto, as celulases vém se destacando e ganhando espago no setor industrial na ultima

década (Kapoor et al., 2016).
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O crescimento das celulases pode ser explicado pela ampla aplicabilidade industrial
oferecida por esta enzima, que pode atuar na industria de alimentos, biocombustiveis e celulose
(Tantayotai et al., 2017).

As celulases sdao enzimas hidroliticas que atuam na hidrolise do polimero celulose. O
complexo celulolitico ¢ formado por trés grupos que atuam sinergicamente sendo as
endoglucanases, exoglucanases e B-glucosidases (Sharma et al., 2022).

As endoglucanases atuam na quebra das ligacdes glicosidicas nas regides de baixa
cristalinidade da celulose (Siqueira ef al., 2020). As exoglucanases hidrolisam as extremidades
redutoras ou ndo redutoras da cadeia celuldsica, gerando como produto intermedidrio a
celobiose e as B-glucosidases degradam a celobiose em glicose (Hasunuma et al., 2013; Juturu
etal., 2014).

As xilanases sdo enzimas que hidrolisam a xilana, que ¢ um polissacarideo e principal
componente da hemicelulose em pentoses mais simples como a xilose e arabinose (Guler et al.,
2023). Em termos de atividade catalitica, as xilanases sdo enzimas versateis e sdo capazes de
hidrolisar até mesmo algumas liga¢des na estrutura da celulose através da acdo das endo-1,4-B-
xilanases e endo-1,3-B-xilanases (Wang et al., 2019).

A producdo de celulases e xilanases ¢ amplamente relatada em estudos e produzida
comercialmente através da utilizacdo de microrganismos como fungos e bactérias.

Os fungos se destacam na producdo desses biocatalizadores quando comparadas as
bactérias devido as suas enzimas apresentarem vantagens em alguns parametros como
estabilidade térmica e pH, maior atividade enzimatica e facil recuperagao (Saroj ef al., 2022).
A Tabela 1 apresenta o uso de diferentes processos fermentativos para hidrolise de residuos
lignocelulodsicos através da producgdo de celulases e xilanases fingicas.

Dentre os fungos sintetizadores do complexo hemicelulolitico, destacam-se os fungos
filamentosos do género Aspergillus como o Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger e
Aspergillus japonicus, por exemplo (Sales et al., 2011). Dessa maneira, o pré-tratamento da
biomassa lignoceluldsica através de processos fermentativos e enzimaticos € uma alternativa

para melhorar a producdo de biogas por meio da digestdo anaerobia.
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Tabela 1. Uso de processos fermentativos para producgao de hidrolases a partir de residuos
lignocelulodsicos.

Processo Microrganismo Substrato Hidrolase Resultados Referéncia
fermentativo lignocelulésico
Submerso* e Aspergillus japonicus Bagaco de CMCase 0,066 U/ml*; Alves et al.
sequencial** URMS5520 cana-de-agucar 0,540U/ml** (2020)
Submerso Aspergillus flavus Bagaco de CMCase 1,04 U/ml Namnuch et al.
KUB2 cana-de-agucar (2020)
Sequencial Aspergillus niger Folhas de CMCase* 413,49 U/1*; Santos et al.
arvore FPase** 230,68 U/1** (2022)
Cultivo liquido  Aspergillus japonicus Bagaco de Xilanase 3,14 U/ml Ferreira et al.
saito cana-de-agucar (2020)
Submerso Aspergillus niger A12 Bagaco de CMCase* e 432 U/l1*; 714 Cunha et al.
cana-de-agucar  Xilanase** U/1** (2012)
Estado solido  Aspergillus tubingensis Farelo de Xilanase 509 U/g*; Pandya e Gupte
JP-1 arroz*; Palha 1,478 U/g** (2012)
de trigo**
Submerso Trichoderma reesei* ¢~ Palha de arroz FPase 27,04 U/mg*; Nabher et al.
Aspergillus awamori** pré-tratada 15,19 U/mg** (2021)
(NaOH)
Estado solido* Aspergillus Palha de arroz CMCase 125 1U/g*; 94 Singh et al.
e submerso** heteromorphus 1U/g** (2021)

Legenda: CMCase: atividade de endoglucanase; FPase: atividade de celulase total; *: Condigdo respectiva.

2.5 Digestao anaerdbia

A digestdo anaerobia (DA) ¢ um processo que envolve a oxidagdo da matéria organica
em ambientes anaerobios, ou seja, ambientes ausentes de gas oxigénio (O2), onde ocorrem os
processos metabolicos de fermentagdo e respiragao (Chernicharo, 1997), conforme a Equagao
global 1. Este processo pode ser direcionado para o tratamento de aguas residuarias, residuos
organicos convencionais € ndo convencionais como os lignoceluldsicos, por exemplo (Millati

et al., 2020).

Matéria organica - CH,+ CO,+ H,0 + NH; + H,S + novas células (1)

A digestdo anaerobia ¢ um processo complexo subdividido em quatro etapas
bioquimicas sequenciais: hidrélise, acidogénese, acetogénese e metanogénese conforme a

Figura 3.
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Inicialmente, a etapa de hidrélise € responsavel pela conversao de substratos complexos
como carboidratos, lipidios e proteinas em compostos mais simples como agucares,
aminoacidos e dacidos graxos longos (Ali Shah et al, 2014). Na segunda etapa, os
microrganismos acidogénicos convertem os produtos derivados da hidrolise em acetato e

compostos intermedidrios como alcool, acidos graxos de cadeia curta (Li ef al., 2019).

Figura 3. Fluxograma das etapas da digestdo anaerobia.

1° Etapa: Hidrélise 2° Etapa: Acidogénese 3° Etapa: Acetogénese _
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Fonte: Adaptado Lettinga ef al. (1996)

Na etapa de acetogénese, as bactérias sintroficas acetogénicas oxidam os acidos graxos
volateis como propidnico e butirico, além de alcoois, transformando-os em acetato, didoxido de
carbono e hidrogénio. Posteriormente, esses produtos sdo utilizados como substrato na etapa
metanogénica (Millati ef al., 2023). O acetato pode ser produzido tanto na etapa acidogénica
quanto na acetogénica, seguindo duas rotas distintas que dependem diretamente das condic¢des
ambientais. A metanogénese ¢ etapa em que ocorre a formagao de metano através das arqueas
metanogénicas. Esta etapa ¢ subdividida por duas rotas sendo a via acetoclastica e a via
hidrogenotrofica.

As metanogénicas acetoclasticas sdo responsaveis por cerca de 70% da produgdo de
metano. Os principais microrganismos que atuam nesta rota sao do género Methanosarcina e
Methanosaeta (Chernicharo, 1997). A via acetoclastica ¢ caracterizada por utilizar o acetato

como fonte de carbono e energia gerando como produtos o CH4 e CO> conforme a Equacao 2.
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Esta rota ¢ preferivel quando as concentragdes de hidrogénio sdo baixas (<40 Pa) (Demirel e
Scherer, 2008).
CH;COOH — CH4+ CO, (2)

Em elevadas pressdes parciais de hidrogénio (>500 Pa), a metanogénese
hidrogenotrofica ¢ favorecida (Equagdo 3). O hidrogénio atua como aceptor final de elétrons
para formar metano através do grupo microbiano metanogénicas hidrogenotroficas (Demirel e
Scherer, 2008). Os principais géneros sdo Methanobacterium, Methanospirillum,

Methanobrevibacter, Methanoculleus (Chernicharo, 1997).

CO,+ H, » CH, + H,0 3)

O biogas formado pela digestdo anaerobia possui em sua composi¢do majoritariamente
o metano (50 — 70%), didxido de carbono (25 — 45%) e tragos de outros gases como sulfidrico
(H2S), por exemplo (Atelge et al., 2020b, Kyawt ef al., 2024). Trata-se de um gas incolor e
inflamavel, apresenta uma chama azul ao entrar em combustdo. Este biogds pode ser
aproveitado devido ao seu alto poder calorifico (4580 a 5495 kcal/m?) em turbinas a gés para
producdo de energia elétrica ou para outras finalidades energéticas (Camargo ef al., 2023; Wang
et al., 2023Db).

A producao biogés através da biomassa lignocelulosica € uma alternativa sustentavel,
uma vez que este biocombustivel possui neutralidade em carbono e capacidade de reduzir as
emissoes do efeito de gases do efeito estufa (Mohanty et al., 2022; Sharmila et al., 2024). Para
mais, este biocombustivel ¢ capaz de ser uma alternativa diante das incertezas dos recursos
fosseis, bem como estar alinhado a Agenda 2030 para alcance dos Objetivos do
Desenvolvimento Sustentavel (ODS), especificamente o Objetivo 7, que trata de energia limpa

e sustentavel (ONU, 2030).

2.6 Potencial Bioquimico de Metano (teste BMP)

Um método consolidado para avaliar o potencial de biogas da biomassa lignoceluldsica
¢ através do teste de Potencial Bioquimico de Metano ou Biochemical Methane Potential
(BMP). O ensaio BMP permite avaliar através de ensaios em batelada (batch reactor) a

degradacao anaerdbia de substratos organicos (Filer et al., 2019). Este teste ¢ capaz de fornecer
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informacdes sobre a producdo de biogas e a biodegradabilidade do substrato, avaliagdes

cinéticas de producdo e efeitos inibitdrios do processo. A Tabela 2 apresenta o potencial de

biogas e metano de diferentes substratos lignocelulosicos.

Tabela 2. Potencial de biogas e metano de diferentes substratos lignoceluldsicos através do

teste BMP.
Substrato Pré-tratamento Condicoes Resultado Referéncia
Casca de - Mesofilicas, 60 dias, 348,00 NmL/gSV*  Santos et al.(2020)
laranja lodo industrial
Casca de Hidrélise enzimatica  Mesofilicas, 60 dias, 118,90 NmL* Da Silva et al. (2023)
maracuja por fermentagdo em lodo flocular
estado solido
Bagaco de Hidrotérmico + Lodo granular, 37°C 323,30 Ahmad et al. (2020)
cana peroxido de NmL/gSV**
hidrogénio
Casca de Hidrélise enzimatica 37°C, 60 rpm, 30 97,02 NmL* Silva et al. (2019)
laranja por fermentagdo dias
submersa
Capim Alcalino + Biologico 30°C, 70 dias, 218,80 cm’/gSV**  Intasit et al. (2022)
Elefante esterco bovino
Bagago de Hidroélise enzimatica 37°C, 120 rpm; 240,9 NmL/gSV**  Pérez Barragan et al.
cana (Celluclast®, (2024)
Viscozyme®).

Legenda: NmL: volume de normalizado; SV: s6lidos volateis; rpm: rotagdo por minuto; *Biogas; **Metano
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3. OBJETIVOS

Geral
Produzir biogés utilizando bagaco de cana-de-agucar pré-hidrolisado enzimaticamente

por diferentes processos fermentativos.

Especificos

» Realizar caracterizacdo fisico-quimica do bagaco de cana-de-acucar e do indculo
anaerdbico;

* Produzir e quantificar hidrolases flngicas por fermentacdo em estado solido,
fermentagdo submersa e fermentagdo sequencial utilizando bagaco de cana-de-agucar
utilizando Aspergillus japonicus URMS5242;

= Avaliar o potencial bioquimico de metano do bagaco de cana-de-agtcar pré-hidrolisado
utilizando diferentes processos fermentativos € comparar com o processo sem pré-
tratamento;

= (Caracterizar o biogas produzido;

= Avaliar o comportamento cinético da produ¢do de biogas;

= (Caracterizar o subproduto gerado pela digestao anaerdbia final.
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Resumo

A utilizagdo da hidrolise enziméatica como pre-tratamento da biomassa lignocelulésica é uma
alternativa promissora e sustentavel para melhorar producdo de biocombustiveis a partir dessa
fonte renovavel. Sendo assim, este estudo avaliou diferentes condic¢des bioldgicas de hidrolise
do bagaco de cana-de-agucar (BC) por meio dos processos de fermentacdo em estado solido
(FES), fermentacdo submersa (FSm) e fermentacdo sequencial (FSeq), utilizando o fungo
filamentoso Aspergillus japonicus URM5242, com o objetivo de melhorar a geragdo de metano
(CHa). A producdo de metano foi avaliada atraves do teste de potencial bioquimico de metano
(BMP), utilizando lodo granular como indculo anaerébio para as configurac@es hidrolisadas
(HFES, HFSm, HFSeq) e ndo hidrolisada (BC), durante um periodo de 35 dias. Para a modelar
a producdo experimental de CHa, foram utilizados os modelos cinéticos de primeira ordem e
Gompertz modificado. Os resultados experimentais mostraram que a maior producédo de metano
foi obtida com o BC hidrolisado por HFSm (104,88 NmL.g*SV), seguido das configuragtes
hidrolisadas por HFES, HFSeq e BC sem pré-tratamento, que apresentaram producdes de 69,13
NmL.gSV, 45,16 NmL.g'SV e 15,51 NmL.g!SV, respectivamente. O modelo cinético de
Gompertz modificado demonstrou um desempenho superior comparado ao modelo de primeira
ordem em termos de coeficiente de determinacio (R?) variando entre 0,98 e 0, 99, além de
quadrados residuais minimizados (RSS). O biogas produzido pelas configuracbes pré-
hidrolisadas e sem pré-tratamento apresentaram teores médios de metano de 63,21%, 60,45%,
53,43% e 14, 81% para as configuragdes HFSeq, HFSm, HFES e BC, respectivamente. De
modo geral, este estudo constatou a eficiéncia dos diferentes bioprocessos como pré-tratamento
hidrolitico-enzimatico do bagaco de cana-de-agucar para incrementar a produgdo de metano.
Os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de novos estudos para producéo de
biogds, com o objetivo de alcancar metas na producdo descentralizada de energia, na
diversificacdo da matriz energética, na bioeconomia circular e transigdo energética e no alcance
de 21 metas de alcance de Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS).

Palavras-chave: Bagaco de cana-de-agucar; Aspergillus japonicus URMS5242; Hidrolise

Enzimatica; Potencial Bioquimico de Metano; Biogas.
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Abstract

The use of enzymatic hydrolysis as pretreatment of lignocellulosic biomass is a promising and
sustainable alternative to improve the biofuel production using this renewable source.
Therefore, this study evaluated several biological conditions to hydrolyze sugarcane bagasse
(SB) through solid state fermentation (SSF), submerged fermentation (SmF) and sequential
fermentation (SeqF) using Aspergillus japonicus URMS5242, aiming to improve the methane
generation (CHs). The methane production was evaluated through biochemical methane
potential (BMP), using granular sludge as anaerobic inoculum for the hydrolyzed biomass
(HSSF, HSmF, HSeqF) and non-hydrolyzed biomass, for 35 days. To model the experimental
production of CHys, the first order and modified Gompertz kinetic models were used. The
experimental results showed that the higher methane production was achieved with sugarcane
bagasse hydrolyzed through HSmF (104,88 NmL.g*SV), followed by HSSF, HSeqF and
untreated SB, which achieved productions of 69,13 NmL.g'SV, 45,16 NmL.g'SV e 15,51
NmL.g SV, respectively. The Gompertz modified kinetic model represented better the biogas
production than the first order model, which was demonstrated by the determination coefficient
(R?) varying between 0.98 and 0.99, as well as minimized residual squares (RSS). The biogas
produced using the hydrolyzed and non-hydrolyzed SB had average methane contents of
63.21%, 60.45%, 53.43% and 14.81% for HSeqF, HSmF and SB, respectively. Overall, this
study confirmed the efficiency of the several bioprocesses as enzymatic treatment of sugarcane
bagasse to increase methane production. The achieved results contribute to the development of
new studies for biogas production, aiming to reach goals in decentralized energy production,
energy matrix diversification, circular bioeconomy and energy transition, and Sustainable
Development Goals (SDGS).

Keywords: Sugarcane bagasse; Aspergillus japonicus; Enzymatic Hydrolysis; Biochemical

Potential Methane; Biogas.
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1 Introdugéo

O crescimento da populagdo e o desenvolvimento agroindustrial resultam em uma série de
impactos para 0 meio ambiente, tais como a geracdo e acumulo de residuos solidos, emissdes
de gases do efeito estufa (GEE) e a intensificagdo da exploragéo dos recursos naturais. Entre os
residuos solidos gerados neste setor, destacam-se os residuos lignocelulésicos (Camargo et al.,
2023). As emissbes de GEE derivados dessas atividades sd@o provenientes da queima de
combustiveis fosseis e estdo estreitamente ligadas a deterioracdo da qualidade do ar, afetando
diretamente a salde humana e o equilibrio ambiental (Prasad et al., 2024).

A busca por alternativas sustentaveis para substituir os combustiveis fosseis tem destaque
no setor energético global devido as crescentes preocupaces com 0s impactos das mudancas
climaticas (Ambaye et al., 2021). Os biocombustiveis surgem como uma alternativa
sustentavel, pois possuem neutralidade em carbono e a capacidade de reduzir as emissdes de
GEE (Mohanty et al., 2022; Ranjithkumar et al., 2022; Sharmila et al., 2024). Além disso, sao
capazes de garantir eficiéncia e seguranca energética global (Ambaye et al., 2021),
especialmente diante das incertezas associadas aos recursos fosseis.

Os biocombustiveis podem ser produzidos de diversas fontes, tais como biomassa
lignocelulésica (Dussan et al., 2019), residuos agricolas (Shahi et al., 2020), residuos de
desperdicio de alimentos (Deena et al., 2022) e residuos de gordura animal ou vegetal (He et
al., 2020). O aproveitamento e a conversao da biomassa derivada de atividades agricolas em
bioprodutos e biocombustiveis tem sido chamada de biorrefinaria lignocelulésica (Yadav et al.,
2023). As biorrefinarias operam com uma variedade de tecnologias que abrangem processos
fisicos, quimicos, bioquimicos e termoquimicos (Cambero et al., 2016).

Dessa maneira, o0 conceito de biorrefinaria de segunda geracgéo tem se destacado devido a

capacidade de reaproveitar e valorizar energeticamente os residuos lignocelulésicos gerados na
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agroindustria como o bagaco de cana-de-agucar, por exemplo (Calabro et al., 2016; Su et al.,
2016), que geralmente ndo tem destinacdo ambientalmente adequada e legislagdo especifica
para aproveitamento energético (Camargo et al., 2023).

Nesse contexto, 0 Brasil € um pais que se destaca no cendrio agroindustrial, sendo um dos
principais produtores e exportadores de commodities agricolas como café, soja, milho e,
principalmente, cana-de-acucar (Tramontina et al., 2023). De acordo com a Companhia
Nacional de Abastecimento (CONAB), a producdo de cana-de-aglcar deve crescer
aproximadamente 11% para a safra de 2023/24 e atingir 677,6 milhGes de toneladas. Durante o
processamento da cana-de-agucar na inddstria sucroalcooleira, uma quantidade significativa de
residuo sélido é gerada na forma de bagaco, totalizando aproximadamente 280 kg por tonelada
de matéria-prima processada (Cavalcante et al., 2018). O bagaco de cana-de-aclcar € uma
matéria-prima renovavel composta pelos polimeros de celulose, hemicelulose e lignina que
garantem uma estrutura tridimensional rigida e de baixa biodegradabilidade (Sharma et al.,
2022).

Assim, devido as propriedades recalcitrantes do bagaco de cana-de-acUcar, existe a
necessidade de processos de pré-tratamentos que visam modificar as propriedades quimicas e
estruturais da biomassa lignocelulésica, com o intuito de aumentar a biodisponibilidade de
acucares fermentaveis. Estes tratamentos podem ser individuais ou combinados, através de
métodos quimicos, fisicos ou bioldgicos (Zheng et al., 2014; Camargo et al., 2019). Os pré-
tratamentos biologicos envolvem o uso de micro-organismos em culturas puras ou
consorciadas, enzimas como celulases, xilanases e lacases produzidas por fungos filamentosos
(Atelge et al., 2020a). Esses agentes bioldgicos sdo capazes de converter e modificar
bioquimicamente a estrutura da biomassa lignocelulésica (Sharmila et al., 2024).

Os processos bioldgicos tém despertado crescente interesse devido a baixa toxicidade e,

sobretudo, aos aspectos econdmicos quando comparados com 0s processos fisicos e quimicos
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(Wang et al., 2023). Processos biologicos com o objetivo da hidrolisar enzimaticamente e
sacarificar a biomassa em uma Unica etapa geram um produto hidrolisado que pode ser utilizado
para producdo de biocombustiveis como biogas, por exemplo, através da digestdo anaerdbia
(Silva et al., 2019; Da Silva et al., 2023).

A digestdo anaerdbia é uma rota tecnoldgica consolidada para producdo de biogas (Millati
et al., 2020). E um processo biogquimico complexo dividido em quatro etapas: hidrolise,
acidogénese, acetogénese e metanogénese (Hosseini Koupaie et al.,2019). O biogas gerado por
este processo é formado por metano (CHa) (50 — 70%), didxido de carbono (COz) (25 — 40%)
e tracos de outros gases (Atelge et al., 2020b; Kyawt et al., 2024). O biogéas pode ser aproveitado
devido ao seu alto poder calorifico em turbinas a géas para producédo de energia elétrica e outros
fins energéticos de maneira limpa e sustentavel (Camargo et al., 2023).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes processos biolégicos como
pré-tratamento utilizando bagaco de cana-de-aglicar como substrato para hidrolise enzimatica,
sacarificacdo da biomassa lignoceluldsica e estimar o potencial bioguimico de metano da

biomassa pré-hidrolisada.

2 Materiais e métodos

A Figura 1 apresenta o fluxograma das etapas metodoldgicas sequenciais de obtencéo e
padronizacdo do substrato, pré-tratamento biolégico da biomassa lignocelulésica, ensaio de
Potencial Bioguimico de Metano (BMP), analise dos dados experimentais e modelos cinéticos

aplicados para producdo de biogas.
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Etapa 1: obtencgéo e padronizacéo do substrato

Padronizagdo: Caracterizagéo
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Legenda: HFES: hidrélise por fermentacdo em estado s6lido; HFSm: hidrolise por fermentagdo submersg;
HFSeq: hidrélise por Fermentacéo sequencial; STF: solidos totais fixos; STV: sdlidos totais volateis. Fonte:
Autores (2024).

Figura 1. Fluxograma das etapas sequenciais da metodologia.

2.1 Etapa 1: Obtencéo e padronizacéo do substrato



O bagaco de cana-de-acucar (BC) foi obtido de uma industria sucroalcooleira localizada
no municipio de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco, Brasil. O BC foi seco em estufa de
secagem a 65°C, por 48 horas. Apo6s secagem, o bagaco foi moido em um moinho de facas do
tipo Willye (TE-650/1) e, posteriormente, padronizado em peneiras granulométricas entre 0,5
e 2,0 mm.

O BC sem pré-tratamento foi caracterizado em relacdo aos parametros de potencial
hidrogeniénico (pH) conforme NBR 10.006 (ABNT, 2004), condutividade elétrica (CE),
umidade, sélidos volateis e sélidos (SV) e solidos fixos (SF) de acordo com Who (1978). Além
disso foi analisado o teor de fibras para determinacdo de celulose, hemicelulose e lignina

conforme descrito por Senger et al. (2008).

2.2 Etapa 2: pré-tratamento bioldgico
2.2.1 Fungo filamentoso

O fungo utilizado foi o Aspergillus japonicus URM5242 oriundo da colecéo de culturas da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). O meio de cultura utilizado para esporulacéo do
fungo filamentoso foi Czapek-agar conforme (Klich, 2002). O meio de cultura foi esterilizado
em autoclave a 121°C, 1 atm de pressdo durante 20 minutos. As amostras foram incubadas a
30°C, por 7 dias. Ap6s esporulacdo completa, os esporos foram coletados com a adicdo de 10
mL de solugéo de NaCl (0,9% p/v) e Tween 80 (0,01% v/v) previamente esterilizados. O fungo
foi selecionado devido a sua comprovada atividade celulolitica em substratos lignocelulésicos
(Silvaetal., 2019; Da Silva et al., 2023).
2.2.2 Hidrolise por Fermentacdo em Estado Solido (HFES)

Foram utilizados 3 gramas do BC padronizado (0,5 — 2 mm) em Erlenmeyer de 125 mL,
previamente esterilizados em autoclave. A solucdo nutritiva utilizada foi descrita por Stenberg

e Mendels (1980) e foi suplementada com 30 g/L de glicose. Para determinar o volume de
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esporos foi necessario realizar a contagem de esporos utilizando cdmara de Neubauer em
microscopio optico. Foi determinado uma concentragdo de 107 esporos para garantir um
crescimento eficiente do microrganismo sobre o substrato sélido. O processo bioldgico foi
conduzido por 72 horas a 30°C em incubadora bacterioldgica.

O extrato enzimaético foi obtido através da adi¢do de 7,5 mL de tampé&o acetato (0,05M; pH
5,0) por grama de substrato. Apos adicao, as amostras foram levadas a incubadora orbital sob
rotacdo de 100 rpm a 30°C durante 90 minutos. O fermentado foi filtrado em bomba a véacuo
para obtencéo da fragdo sélida e liquida. A fracdo solida foi denominada biomassa hidrolisada
por HSSF e a fracdo liquida de extrato enzimatico. O extrato enzimatico foi centrifugado por 5
minutos a 4000 rpm e ambas as fragdes foram armazenadas sob congelamento (-20°C).

2.2.3 Hidrolise por Fermentagdo Submersa (HFSm)

A HFSm foi conduzida em frascos Erlemeyer de 250 mL utilizando 3 gramas de bagaco
de cana-de-agucar com granulometria inferior a 0,5 mm. O volume de esporos foi obtido através
da contagem em camara de Neubauer para uma concentracio de 10°. A concentragéo de esporos
da HFSm foi inferior comparada a HFES devido a maior disponibilidade de nutrientes no meio
liquido que sdo mais acessiveis e distribuidos uniformemente. A solucdo nutritiva descrita por
Stenberg e Mendels (1980) foi suplementada com 10 g/L de glicose. Foram utilizados 40 mL
de solucdo nutritiva por grama de substrato. A HFSm ocorreu em 72 horas em incubadora
orbital sob agitacdo de 100 rpm a 30°C. O fermentado foi filtrado a vicuo para separar biomassa
solida hidrolisada e a fracdo liquida da fermentacdo. Em seguida, a fragdo liquida foi submetida
a centrifugacdo por 5 minutos a 4000 rpm. Posteriormente, ambas as fracGes foram
armazenadas sob congelamento (-20 °C).

2.2.4 Hidrolise por Fermentacgdo Sequencial (HFSeq)
A HFSeq foi realizada em frascos Erlenmeyer de 250 mL utilizando 3 gramas de substrato

padronizado. Inicialmente, o processo bioldgico foi conduzido sob cultivo em HFES e,
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posteriormente, o processo foi convertido em HFSm apos adicdo de solugédo nutritiva ao cultivo
com o substrato sélido. O processo em HFES teve umidade ajustada para 70% e foi mantido
durante 24 horas em estufa bacteriologica. Apos este periodo, foram adicionados 40 mL de
solucdo nutritiva por grama de substrato solido para transformar o processo em HFSm. O
processo submerso foi conduzido por 72 horas em incubadora orbital sob agitacdo de 100 rpm
a 30°C. A fracdo sdlida e liquida foram obtidas de acordo com os métodos descritos
anteriormente na HFSm.

2.2.5 Quantificacdo de hidrolases (celulases e xilanases)

A atividade celulolitica foi determinada segundo Ghose (1987), sendo divididas em duas
atividades sendo: atividade de celulase total em papel (FPase) e endoglucanase (CMCase). Para
determinacéo da atividade de FPase, foi utilizado como substrato o papel de filtro (Whatman
n°1), cortado em tiras de 1 x 6 cm (50 mg). O substrato foi colocado em tubos de ensaio e foram
adicionados 0,5 mL de tampdo citrato (0,05M, pH 4,8) e 0,5 mL do extrato enzimatico. A reacao
enzimatica ocorreu a 50°C durante 60 minutos. Em seguida, a quantidade de glicose liberada
foi determinada pela reacdo com &cido dinitrosalicilico (DNS), conforme Miller (1959).

A atividade de endoglucanase (CMCase) foi realizada utilizando como substrato a
carboximetilcelulose de sddio a 1% em tampao citrato 0,05 M (pH 4,8). Foram adicionados 0,5
mL de e 0,5 mL de extrato enzimatico substrato em tubos de ensaio. A reacdo enzimatica
ocorreu a 50°C durante 30 minutos. Em seguida, a quantidade de glicose foi dosada pela reagéo
com DNS. Em ambas as atividades foram utilizados controles da reacdo colorimétrica (branco
do extrato enzimatico) e do substrato (branco da reacdo). As absorbancias foram convertidas
em glicose, mediante reta padréo estabelecida. Uma unidade (U) foi considerada equivalente a
1 umol de glicose liberada por minuto.

A atividade hemicelulolitica foi realizada através da xilanase de acordo com a metodologia

descrita por Bailey (1992), utilizando xilana 1% em tampéo citrato 0,05M (pH 5,3) como
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substrato para reacdo enzimatica. Foram adicionados 0,450 mL de substrato e 0,050 mL de
extrato enzimatico sob reacdo a 50°C durante 5 minutos. A reagdo foi controlada através do
branco do substrato e extrato enziméatico como descrito anteriormente. As absorbancias foram
convertidas em concentracdo de xilose utilizando uma curva de calibragcdo para este mesmo
acucar. A quantidade de xilose liberada pela reacdo foi quantificada pela reagdo com DNS. Uma

unidade (U) foi considerada equivalente a 1 umol de xilose liberada por minuto.

2.3 Etapa 3: Teste de Potencial Bioquimico de Metano (BMP)

O indculo anaerobio utilizado para o teste BMP foi lodo granular industrial (LG) derivado
de um reator Upflow Anaerobic Sludge Blanket (UASB) de 1000 m? aplicado para o tratamento
de vinhaga bruta da mesma inddstria sucroalcooleira. O lodo coletado foi armazenado em
bombonas de polipropileno e refrigerados a 8°C antes dos ensaios de BMP.

Inicialmente, o BC hidrolisado obtido do pré-tratamento biolégico e o indculo anaerdbio
foram caraterizados através das analises de potencial hidrogenidnico (pH) conforme NBR
10.006 (ABNT, 2004), condutividade elétrica (CE), umidade, s6lidos volateis e solidos (SV) e
solidos fixos (SF) de acordo com Who (1978).

O teste BMP seguiu a metodologia adaptada por Hansen et al (2004) e Angelidaki (2009).
Os biorreatores utilizados no teste BMP funcionam em regime batelada e consistem em frascos
de borossilicato de 250 mL, dotados de tampa de nylon rosquedvel com anéis de vedacdo. A
tampa do frasco contém trés valvulas agulhas acopladas, sendo uma para insercdo de gas de
nitrogénio para expulsar o gas oxigénio antes do ensaio.

A segunda valvula tem como intuito para aliviar a pressdo interna do biorreator e coletar
amostra do gas gerado no sistema. A terceira valvula possui um manémetro de 200 kPa, que

tem como intuito monitorar a pressdo do biogas.
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Foram utilizados 3 gramas de substrato e 50 mL de indculo anaerébio com adi¢édo de 1 g
bicarbonato de sdédio para assegurar a manutencdo das condi¢fes de pH no meio na faixa da
neutralidade (6,5 — 7,5) (Chernicharo, 1997). A Tabela 1 mostra as configuracGes testadas e as
condigdes experimentais. Os experimentos foram realizados em triplicatas, considerando um
branco onde foram adicionados agua destilada, inéculo e bicarbonato de sédio (NaHCO3). A
montagem ocorreu diretamente no frasco do biorreator seguindo as etapas: (1) adicdo do
indculo; (2) adicdo de 1 g de bicarbonato de sodio; (3) mistura manual do meio reacional, (4)
fechamento do biorreator e valvulas e (5) envolvimento do frasco com papel aluminio para
evitar interferéncia da luz externa.

Tabela 1. CondicOes experimentais das configuracGes para o ensaio BMP.

] Substrato ] Agua
Tratamento Configuracao In6culo (g) NaHCOs (g)
seco (g) (mL)

BC sem tratamento com
) BC+LG 3,00 50,00 146,00 1,00
adicdo do lodo granular
BC hidrolisado por
fermentagdo submersa
) HFSm+LG 3,00 50,00 146,00 1,00
com adicdo do lodo
granular
BC hidrolisado por
fermentagdo sequencial
) HFSeg+LG 3,00 50,00 146,00 1,00
com adicdo do lodo
granular
BC hidrolisado por
fermentagdo em estado
. ) HFES+LG 3,00 50,00 146,00 1,00
solido com adicéo do
lodo granular

Lodo granular LG - 50,00 149,00 1,00

Legenda: BC: Bagago de cana de agUcar sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentacdo
submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentacdo sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentacdo
em estado sélido; LG: lodo granular.

Finalizado a etapa anterior, as valvulas de insercdo e de alivio foram abertas para

recirculacdo de gas nitrogénio por 2 minutos com o objetivo de retirar 0 oxigénio existente no



interior do biorreator para proporcionar condi¢bes de anaerobiose para biodegradacdo do
substrato. Os biorreatores foram conduzidos para uma incubadora com controle de temperatura

e agitacdo orbital sob temperatura de 37°C e 60 rpm durante 35 dias.

2. 4 Andlise dos resultados do teste BMP
2.4.1 Producdo e caracteriza¢do do biogés

O volume de biogas acumulado foi analisado indiretamente através da medicdo da pressao
acumulada de biogas obtida no monitoramento diario conforme a metodologia descrita de
Ivanova et al. (2008). O monitoramento da presséo dos biorreatores ocorreu durante 35 dias. A
composic¢do do biogas (CHa, CO») foi realizada a partir do 7° dia de experimento, mantendo o
headspace dos biorreatores nos ultimos dias, antes da medicdo, sem descarte para aumentar o
volume de biogas disponivel para injecdo no cromatégrafo a gés.

Para avaliar a composi¢do do biogas (CH4, COy) foi utilizado um cromatografo a gas (HP
5890) com detector de condutibilidade térmica (TCD) com uma coluna Poparak “N”, que utiliza
0 N2 como gas de arraste a uma temperatura do forno de 88°C. Foi utilizado o gas padréo de
composicdo (69,73 de CH4 e 30,06 de CO) para construir a curva analitica.

A fracdo liquida foi utilizada para avaliacdo das concentracdes de acidos graxos volateis
(AGVs) nos contetidos reacionais finais do teste BMP, utilizou-se um cromatégrafo a gas (HP
5890) com detector de ionizacdo de chama, sob temperatura de 135°C e que utiliza gas
hidrogénio como gés de arraste, a uma vazdo de 2 mL/min com separagdo analitica em uma
coluna capilar J&W carbowax 60 mm, 0,25 mm (didmetro interno) e 0,25 mm de espessura de
fase estacionaria. Os padrdes utilizados como referéncia para os AGVs foram os acidos acético,
propidnico e butirico, cada um em uma concentracdo de 20 mM. O contetdo liquido foi
caracterizado em relacdo a pH, condutividade elétrica e alcalinidade total conforme

metodologias citadas no item anterior.
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Os dados cromatogréficos referentes ao biogas e acidos graxos volateis foram analisados
através do software N2000 Chromatostation.
2.4.2 Andlise do potencial de biogas e modelos cinéticos aplicados a producéo de biogas

O potencial de biogés foi determinado utilizando a Equacdo 1, onde Bm representa o
potencial de metano (NmL/gSV), VAs é o volume acumulado de metano do substrato (NmL),
VA é 0 volume acumulado do in6culo (NmL.), VSq concentracdo inicial de substrato sélidos
volateis (gSV).

_ VAs-VAi

Bm 5o (1)

A cinética da producédo de metano foi modelada por meio do modelo cinético de Gompertz
modificado (Equacdo 2) e do modelo de primeira ordem (Equacéo 3) (Ibrahim, Abu-Reesh,
2014; Edwiges et al., 2018; Morais et al., 2021). A cinética foi determinada utilizando o
software OriginPro8.0, a partir da curva exponencial e regressao nao linear, ajustando cada
configuracdo experimental realizada.

Nas Equacdes (2) e (3), Bt representa o potencial de CH4 ao longo do tempo, Bm a potencial
méaximo de metano, k a constante de hidrolise, p a taxa maxima de producao de CHas, A tempo
minimo para producdo de metano, e o nimero de Euller (2,718252) e t o tempo.

B(t) =Bm-(1— eF0) (2)

B(t) = Bm-exp {—exp [ﬁ A-t)+ 1]} (3)
2.4.3 Analise estatistica dos dados experimentais

O desempenho dos modelos cinéticos de primeira ordem e Gompertz modificado foi
comparado com resultados experimentais e previsto. Diante disso, foram calculados a soma
residual dos quadrados (RSS) (Equacéo 4) e o fator de determinacdo (R?) (Equacao 5), onde Zsi

€ 0 valor previsto e Zoi é 0 valor observado.
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RZ — Z(Zfi_m)(zoi_m) (4)
(2750 501~ ZoD)?
RSS = YN _1(Zsi — Zoi)? (5)

Os resultados obtidos no teste BMP foram avaliados por meio de analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey com nivel de confianga de 95% (p < 0,05) utilizando o programa

OriginPro 2021.

3 Resultados e discussao
3.1 Caracterizacgdo do BC, hidrolisados e indculos

Os resultados obtidos da caracterizacéo fisico-quimica do BC sem pré-tratamento, e BCs
pré-hidrolisados e do lodo granular estdo apresentados na Tabela 2.

O substrato BC sem tratamento e os hidrolisados por tratamentos biolégicos apresentaram
pH é&cido variando de 2,76 a 4,87. O pH é&cido é prejudicial para digestdo anaerdbia, pois
favorece o acumulo de &cidos organicos intermediarios (AOI). O inéculo anaerébio LG
apresentou pH préximo a neutralidade, que séo caracteristicas tipicas de lodos derivados de
biorreatores anaerdbios (Carvalho et al. 2019). Vérios autores reportam valor similar de pH
(7,49 e 7,7) para lodos granulares anaerébios (Dos Santos Filho., 2018; Valenca et al., 2021;
Santos et al., 2022). Os microrganismos anaerébios que atuam neste processo sao sensiveis a
mudangas ambientais no biorreator, como temperatura, pH e o0 acimulo de AGVs, que afetam

a atividade microbiana (Singh et al. 2024).
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Tabela 2. Caracterizacéo fisico-quimica do baga¢o de cana de aglcar (BC), BC hidrolisados e

indculo anaerodbio (LG).

Parametro BC HFES HFSm HFSeq LG
pH 3.85 4,87 4,61 2,76 7,80
Umidade (%) 35,79 £1,05 79,72 £0,32 83,83 +0,29 88,88+ 0,60  85,08+0,22
Condutividade Elétrica 8923 4,70 5,85 4,84 7,44
(mS/cm25°C)
Soélidos Fixos (%) 2,08 +0,40 2,95+0,13 9,49 +0,18 3,83+0,21 35,76 £ 0,35
Solidos Volateis (%) 9791+0,412 97,04+0,013" 90,50+0,18¢ 96,16+0,21° 64,23 +0,35
Celulose (C) (%) 4581 £2,16*  46,03+£0,42* 41,66+0,942* 4220+2,08° -
Hemicelulose (H) (%) 21,01 £0,97* 20,71 +0,182 16,18+0,19°  20,32+0,54° -
Lignina (L) (%) 20,53 +£1,87* 22,89 +£0,67* 19,03+0,43°* 21,44+1,67°* -
Grau de 3,292 2,92% 3,042 2,94% -

biodegradabilidade (GB)

Legenda: BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentacdo submersa; HFSeq: BC
hidrolisado por fermentag&o sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentacéo em estado sélido; LG:
lodo granular; GB=(C+H)/L. Valores marcados com as mesmas letras na mesma linha ndo sdo
significativamente diferentes (p < 0,05).

O substrato BC apresentou teor de umidade de 35,79%, situando-se dentro da faixa ideal
(35 e 65%) para a digestao anaerdbia (Alkaabi et al. 2009; Patil et al., 2017; Aromolaran et al.,
2023). O teor de umidade da biomassa hidrolisada (HFES, HFSm, HFSeq) foi superior ao
substrato BC, variando de 79,72 a 88,88%. A umidade é essencial para digestdo anaerdbia,
pois atua na dissolucéo e transporte de nutrientes para 0s micro-organismos assimilarem, além
de auxiliar na manutencdo do pH no sistema e atuar nas quatro etapas da digestdo anaerdbia
(Lay et al., 1997; Avinash e Mishra, 2023). Os substratos hidrolisados apresentaram umidade
superior ao recomendado pela literatura devido aos processos de hidrélise utilizados como pre-
tratamento, que aumentaram significativamente a umidade em relacdo ao BC. A condutividade
elétrica esta relacionada a quantidade de ions presentes no substrato. O excesso de ions pode
ser um fator de inibigcdo para os microrganismos anaerobios as etapas da digestdo anaerdbia e,

portanto, diminuindo a producéo de biogas.
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O BC e os hidrolisados apresentaram um percentual de sélidos volateis acima de 90%,
indicando que maior parte constituinte no substrato lignocelulésico é de natureza orgénica. A
quantidade de SV do substrato € uma estimativa de matéria orgénica que compde o substrato.
Singh et al. (2024), obtiveram um percentual de SV de 98,98% para o bagaco de cana-de-
acucar, enquanto Paranhos et al. (2020) relataram valor inferior de 81,00%. O in6culo anaerébio
obteve 64,23% em teor de SV, corroborando com os valores reportados por Dos Santos Filho
et al. (2018).

Em relagdo a composicdo de fibras do substrato, o0 BC apresentou 45,81% em teor de
celulose, 21,01% em hemicelulose e 20,53% em lignina, indicando ser um substrato
lignocelulosico de dificil degradacédo pela elevada composicéo de lignina. Quanto a composi¢do
fibrosa do BC, resultados similares foram relatados por Paranhos et al. (2020) e Yamakawa et
al. (2023) para celulose (38,5%-44,2%), hemicelulose (23,6%-25,10%) e lignina (25,8%-
28,3%), respectivamente.

A composicdo de fibras dos substratos hidrolisados (HFES, HFSm e HFSeq) ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa em termos de celulose e lignina quando
comparada com o substrato sem pré-tratamento (BC). Isso pode ser explicado pela elevada
composicdo da lignina, componente que atua como barreira fisica protegendo a cadeia
celulosica de ataques microbianos e enzimaticos, dificultando a conversdo deste polimero em
acucares mais simples (Huang et al., 2022). Apenas a fracdo hemicelul6sica do bagaco
hidrolisado por HFSm apresentou diferenca significativa comparada ao BC, ou seja, as
xilanases fungicas produzidas durante o processo fermentativo submerso apresentaram maior
atividade sobre a hemicelulose, reduzindo significativamente o teor de hemicelulose do
substrato (16,18%), representando uma redugéo de 22,98%.

O BC sem pré-tratamento e os hidrolisados obtiveram baixo grau de biodegradabilidade,

indicando ser um substrato recalcitrante mesmo ap6s processo fermentativo de hidrélise
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enzimatica, devido a sua composicdo de fibras, principalmente a lignina. O grau GB indica se
o residuo é mais facilmente ou dificilmente degradavel (Bareither et al., 2012). E importante
enfatizar que a composicgéo de fibras do bagaco varia de acordo com o processo ao qual a cana-
de-acucar foi submetida na industria sucroalcooleira, além de ser influenciada por fatores como

sazonalidade, condigdes climéticas e fertilidade do solo durante o plantio da monocultura.

3.2 Presenca de hidrolases no pré-tratamento biol6gico

A Tabela 3 mostra a presenca de hidrolases quantificadas através das atividades de
endoglucanase (CMCase) e celulase total (FPase), e xilanases sob os diferentes pré-tratamentos
bioldgicos (HFES, HFSm e HFSeq) por Aspergillus japonicus URM5242 utilizando bagaco de

cana-de-agucar como substrato.

Tabela 3. Quantificacdo de celulases e xilanases por diferentes processos de pré-tratamento

bioldgico.
Tratamentos bioldgicos CMCase (U/ml) FPase (U/ml) Xilanase (U/ml)
HFES 0,392 £0,013% 0,189 +0,010% 13,133 £0,303 °
HFSm 0,129 0,008 © 0,020 + 0,004 ® 16,765 £ 0,015 2
HFSeq 0,209 + 0,022 ® 0,034 £ 0,022 5,231 £ 0,106 ©

Legenda: HFES: hidroélise por fermentacdo em estado sélido; HFSm: hidrélise por fermentacdo submersa; HFSeq:
hidrélise por Fermentacdo sequencial. Valores marcados com as mesmas letras na mesma coluna ndo sdo
significativamente diferentes (p < 0,05).

O tratamento bioldgico por HFES apresentou as maiores atividades enzimaticas em termos
de atividade celulolitica, com valores de 0,392 U/mL para CMCase0,189 U/mL para FPase. Em
comparacgéo, os tratamentos por HFSeq e HFSm mostraram diferenca significativa apenas na
atividade de CMCase, apresentando 0,209 U/mL e 0,129 U/mL, respectivamente. 1sso significa
que os microrganismos filamentosos utilizaram o BC como principal fonte de carbono durante
0s processos bioldgicos, resultando na maior secrecdo de enzimas extracelulares como as
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CMCase, que atuam na hidrolise das ligagdes B-1,4 glicosidicas internas da celulose de forma
aleatoria, possibilitando a degradacdo da biomassa lignocelul6sica (Siqueira et al., 2020).
Utilizando bagago de cana-de-aglicar como substrato e Aspergillus japonicus URM 5520 em
processos fermentativos, Alves et al (2020) relataram atividade de CMCase de 0,066 U/mL e
0,540 U/mL para fermentagdo submersa e sequencial sob 72 horas de processo,
respectivamente. Em relacdo a atividade de FPase, os mesmos autores identificaram uma
atividade inferior em comparagdo com a CMCase, com valores de 0,003 U/mL para 0 processo
fermentativo submerso e 0,190 U/mL na fermentacdo sequencial. Em cultivo submerso,
utilizando BC e Aspergillus flavus KUB2, Namnuch et al. (2021) relataram atividade de 1,04
U/mL para CMCase e 0,21 U/mL para FPase. Geralmente, a quantificacdo da atividade de
celulase total (FPase) ¢ inferior quando comparada a CMCase devido a maior complexidade do
substrato (papel filtro) utilizado na reacdo enzimatica. O papel de filtro é um substrato
semelhante ao polimero de celulose, apresentando caracteristicas de alta cristalinidade,
exigindo maior sinergia das enzimas do complexo celulolitico.

Microrganismos do género Aspergillus sdo comumente utilizados em bioprocessos em
cultivos sélidos e submersos para producédo de enzimas hidroliticas como celulases e xilanases
em diferentes tipos de substratos lignocelulésicos (Cunha et al., 2012; Lin et al. 2017). Em
contraste com a atividade celulolitica, a HFSm apresentou os melhores rendimentos em
atividade de xilanase em comparagdo com a HFES e HFSeq, alcangando 16,765 U/mL. A
diferenca na atividade de xilanase foi significativa em todos os processos biolégicos, indicando
que parametros do cultivo submerso como tempo, aeracdo e granulometria do substrato
influenciou na maior atividade de enzimas hemiceluloliticas. As xilanases hidrolisam a xilana,
principal constituinte da hemicelulose, convertendo este polissacarideo em agucares C5 como
a xilose e arabinose (Guler et al., 2023). Devido a elevada composic¢ao de hemicelulose (20 —

30%), o bagaco de cana-de-agUcar € um substrato interessante para produgdo de enzimas
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hemiceluloliticas. Ferreira et al. (2018) obteve atividade de xilanase de 3,14 U/mL em cultivo
liquido usando Aspergillus japonicus Saito. Sob cultivo submerso com BC, Cunha et al (2012)
obteve 432 U/l (0,432 U/mL) e 714 U/l (0,714 U/mL) para atividade de endoglucanase e
xilanase, respectivamente, através da cepa de Aspergillus niger A12. Ressalta-se que o objetivo
do presente estudo foi a degradacdo do BC através de enzimas hidroliticas (celulases e
xilanases) secretadas pelo fungo filamentoso durante o pré-tratamento bioldgico, e ndo a

producéo de hidrolases, como nos estudos mencionados anteriormente.

3.3 Producdo de biogéas e metano

Em relacdo a producdo de biogas e metano € possivel observar na Figura 2 (a) que o BC
apresentou maior volume acumulado de biogas (377 NmL) entre todas as configuracdes pré-
tratadas, entretanto em termos de volume acumulado de CH4 (44,4 NmL) foi a que apresentou

pior resultado.
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Figura 2. Volume acumulado de biogas (a) e metano (b) durante o ensaio BMP. BC: BC sem
tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentagéo submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentacao
sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentacdo em estado sélido; LG: lodo granular.

A configuragdo HFSm+LG obteve o maior volume acumulado de CH4 (166 NmL), seguido
das configuragdes HFSeq+LG (154 NmL) e HFES+LG (138 NmL). O pré-tratamento biologico

do bagaco de cana através das hidrélises em estado sélido, submersa e sequencial aumentaram
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o0 volume de CH4 (Figura 2b) devido provavelmente a producdo de enzimas hidroliticas como
celulases e xilanases, que atuam na etapa de hidrolise da celulose e hemicelulose,
respectivamente, gerando acgucares simples C5 e C6 como xilose e glicose, por exemplo, que
sdo facilmente convertidos a metano durante a digestdo anaerdbia. Além disso, o pre-tratamento
bioldgico proporciona a modificacéo da estrutura quimica do substrato, aumentando atividade
microbiana devido a maior acessibilidade e biodegradabilidade do material (Da Silva et al.,

2023).

3.4 Potencial de geracdo e taxa diaria de geragdo de metano

Inicialmente, o processo de digestdo anaerdbia ocorre através da degradacdo de compostos
como carboidratos, proteinas e lipidios, assim, a taxa de producdo de biogds € maior nas
primeiras semanas de processo. Componentes de baixa biodegrabilidade como substratos
lignocelulosicos sdo as Ultimas preferéncias para 0s micro-organismos. Dessa maneira, para
degradacdo completa de compostos recalcitrantes é necessario maior tempo de biodegradacéo
(Atelge et al., 2020a). As Fig. 3a, 3b, 3c e 3d mostram as configura¢bes BC+LG, HFSm+LG,
HFES+LG e HFSm+LG, respectivamente, o potencial de geracdo e a taxa diaria de metano das
diferentes configuracdes do teste BMP.

Nos graficos da Figura 3 é possivel verificar de forma mais clara a forte influéncia dos pré-
tratamentos nas produgdes acumuladas de metano e nas taxas de geracdo diarias. O BC+LG
apresentou o menor potencial de geracdo de metano (15 NmL/gSv) e baixa taxa de producdo

diaria quando comparada aos BCs hidrolisados.
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Figura 3. Potencial de geracdo de metano x Taxa didria de metano. (a) BC+LG, (b) HFSeq+LG,
(¢) HFES+LG e (d) HFSm+LG. BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por
fermentacdo submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentacdo sequencial; HFES: BC
hidrolisado por fermentacdo em estado solido; LG: lodo granular.

Em termos de taxa diaria, é possivel observar na Figura 3 que as configuragdes hidrolisadas
exibiram comportamento semelhantes nos picos de producdo méaxima de CHa, com destaque
para HFSm, que apresentou 7,5 NmL/d no décimo dia de ensaio (Figura 3d).

A producéo de biogas através da digestdo anaerdbia de residuos lignoceluldésicos como o
bagaco de cana, por exemplo, é dificultada devido as caracteristicas recalcitrantes do substrato,
sendo a etapa de hidrdlise o fator limitante da digestdo anaerdbia e, consequentemente, afetando
diretamente ao potencial de geracdo de CH4 (Atelge et al. 2020b; Edwiges et al., 2018).
Resultados superiores de potencial geracdo de metano (32 NmL/ gSV) foram obtidos por
Sumardiono et al (2017) ao estudarem a digestédo de BC utilizando fluido ruminal bovino como
indculo durante um periodo de 80 dias em condigdes mesofilicas. Vats et al (2019) avaliaram a

digestdo do bagaco de cana com adicdo de residuos de lodo ativado (indculo) e obtiveram
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potencial de metano de 34,7 NmL/gSV durante um tempo de retengdo hidraulica de 30 dias.
Esses valores superiores mencionados anteriormente podem estar relacionados ao tipo de
indculo utilizado na digestdo anaerdbia, tempo de retengdo hidraulica, bem como as
caracteristicas fisico-quimica do bagaco de cana-de-agucar.

O aumento significativo de 586,66% no potencial de geragdo metano (103,09 NmL.gSV)
ao utilizar o hidrolisado de bagaco de cana por HFSm com adicdo de LG pode ser atribuido a
menor granulometria do substrato (<0,5 mm) utilizado no processo de hidrolise. A
granulometria reduzida facilita o acesso dos microrganismos com O substrato e a
homogeneizacdo do meio, otimizando a degradacdo e, consequentemente, aumentando a
producdo de metano. Além disso, a maior presenca de enzimas hemiceluloliticas neste processo
bioldgico potencializam o aumento da biodisponibilidade de pentoses derivadas da hidrolise de
polissacarideos que compdem a hemicelulose, facilitando sua conversdo na digestdo anaerobia.
As outras configuracOes testadas, que utilizaram o BC hidrolisado por HFES e HFSeq com
adicdo de indéculo (LG), aumentaram o potencial de metano em 353,33% e 206,66%,
respectivamente, em comparacao com a configura¢do BC sem pré-tratamento. Apesar da maior
atividade de CMCase (0,392 U/ml e 0,209 U/mL) e Fpase (0,189 U/mL e 0,034 U/mL) a partir
bagaco de cana hidrolisado por HFES e HFSeq, a granulometria maior do substrato pode ter
dificultado o contato dos microrganismos com o substrato, limitando a area de superficie
disponivel para a agcdo microbiana (Singh et al., 2024), resultando em menor potencial de
metano. Pérez-Barragan et al. (2024) também observaram um aumento de 106,07% no
potencial de geracdo de metano (240,9 NmL/gSV) utilizando BC hidrolisado por enzimas
comerciais (Celluclast®, Viscozyme®) em comparacdo ao BC sem tratamento (116,9
NmL/gSV), em testes BMP sob condic¢es mesofilicas.

Vaérios estudos utilizam o BC hidrolisado por meio de tratamento biolégico, como

processos semissolidos, cultivos submersos e sequenciais para producdo de enzimas como
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celulases, xilanases, pectinases e biocombustiveis como etanol 2G. No entanto, ndo existem
estudos que visem aumentar a producdo de metano do BC por meio da digestdo anaerobia
desses residuos hidrolisados provenientes de pré-tratamentos bioldgicos.

A Figura 4 mostra a porcentagem de metano no biogas para cada configuracdo avaliada
(BC+LG, HFES+LG, HFSm+LG, HFSeq+LG) ao longo de quatro medicdes distribuidas nos

35 dias de monitoramento.
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Figura 4. Porcentagem de metano no biogas e composicdo média de metano do ensaio de
potencial bioquimico de metano. BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentagéo
submersa; HFSeq: BC hidrolisado por fermentacdo sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentagao
em estado s6lido; LG: lodo granular. Valores marcados com as mesmas letras ndo sdo significativamente
diferentes (p < 0,05).

Em termos de composi¢do do biogés produzido pelo teste BMP, os substratos hidrolisados
por HFSeq, HFSm e HFES com adicéo do inoculo LG apresentaram 63,21%, 60,45% 53,43,
respectivamente, em relacdo a composicdo média de CH4, comprovando a eficiéncia dos
processos bioldgicos como pré-tratamento e sua influéncia na composi¢do do biogas quando
comparado com o BC que apresentou apenas 14,81% em metano (apesar da grande producéo

volumétrica de biogas).
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Durante a segunda semana do teste BMP, as configuracbes HFSm+LG e HFSeq+LG néo
tiveram efeito significativo (p < 0,05) na composi¢do de CHa4. O pico maximo de metano
ocorreu na terceira semana de ensaio com a configuracdo HFSeq atingindo 69%, indicando uma
maior atividade metanogénica provavelmente devido ao acimulo de substratos derivados de
etapas anteriores, que sdo convertidos em CH4 na fase de metanogénese. Esse resultado
representou um aumento de aproximadamente 319% em relacdo ao BC no mesmo periodo.
Ghai et al (2023), realizaram sacarificacdo do bagaco de cana-de-aglcar por meio de
fermentacdo aerdbia utilizando Burkholderia sp. ISTR5, e relataram também uma maior

concentracdo de metano (£80%) durante a terceira semana de digestdo anaerdbia.

3.5 Modelos cinéticos

A Figura 5 mostra as curvas experimentais e previstas do potencial de metano aos modelos
cinéticos de primeira ordem e Gompertz modificado. Entre os modelos cinéticos aplicados, o
de primeira ordem considera a reacdo de hidrolise como fator limitante. Por outro lado, o
modelo de Gompertz modificado considera a taxa de crescimento microbiano durante o
processo até sua inibicdo total (Martin Juarez et al., 2018). Foi observado que o modelo de
Gompertz obteve os melhores ajustes com os dados experimentais em todas as configuracfes

experimentais testadas.
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Figura 5. Producdo de metano com aplicacdo de modelos cinéticos para predicdo matematica
da producédo de metano. BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentacéo submersa;
HFSeq: BC hidrolisado por fermentacéo sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentacdo em estado
so6lido; LG: lodo granular.

A Tabela 4 apresenta que os valores do coeficiente de determinacdo (R?) para as curvas do
modelo de Gompertz modificado (0,98 a 0,99) foram maiores para todas as configuracdes
experimentais. Além disso, os valores da soma residual dos quadrados (RSS) e os potenciais de
metano (Bm) previstos foram menores e proximos aos dados experimentais, mostrando que,
esse modelo foi o mais adequado para ajustar as curvas de potencial de metano para as
condigdes estudadas. Os valores Bm previstos do modelo de primeira ordem apresentaram

disparidade em comparacédo aos dados experimentais de BC+LG, HFES+LG e HFSm+LG.
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Tabela 4. Pardmetros cinéticos dos modelos de primeira ordem e Gompertz modificado.

Configuracio Modelo Bm n k L RSS R?
(NmL/gSV) (NmL/d) ah (d) (NmL/gSV)

BC+LG Experimental 15,00 - - - -
Primeira Ordem 121,78 - 0,004 - 69,48 0,93
Gompertz 15,51 0,99 - 6,54 0,97 0,99

HFSeq+LG Experimental 46,00 - - - - -
Primeira Ordem 55,18 - 0,06 - 183,56 0,97
Gompertz 45,16 2,99 - 1,66 70,77 0,98

HFES+LG Experimental 68,00 - - - - -
Primeira Ordem 19,38 - 0,01 - 780,95 0,95
Gompertz 69,13 3,87 - 4,60 71,36 0,99

HFSm+LG Experimental 103,00 - - - - -
Primeira Ordem 162,67 - 0,03 766,33 0,97
Gompertz 104,88 5,47 - 2,36 136,29 0,99

Legenda: BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentacdo submersa; HFSeq: BC hidrolisado por
fermentagdo sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentacdo em estado sdlido; LG: lodo granular; Bm:
potencial de metano (NmL/gSV); k: constante de hidrélise (d); p: taxa maxima de producdo de metano (NmL/d);
A: fase lag (d); RSS: soma residual dos quadrados; R2: coeficiente de determinacéo.

A constante de hidrolise (k) variou de 0,004 a 0,060 d* para o0 modelo de primeira ordem.
Observou-se que o k foi mais rapido nas configuracbes que continha o BC hidrolisado pelas
fermentaces HFSeq (0,060 d*) HFSm (0,032 d1) e HFES (0,013 d!) com adigdo do indculo
LG, mostrando que o pré-tratamento fungico foi eficiente, acelerando a etapa de hidrdlise em

155, 3,25 e 8 vezes, respectivamente.

Pode-se observar que fase lag foi reduzida do teste BMP que continha o BC hidrolisado
por HFES, HFSm e HFSeq, ou seja, o tempo de adaptacdo dos microrganismos anaerobios foi
mais curto, favorecendo o aumento da taxa diaria méxima de produgdo de metano (Tabela 3).
O A varioude 1,667 a 6,548 d para 0 modelo Gompertz modificado. Desta forma, a configuragédo
HFSeq+LG apresentou a menor A (1,667 d), ou seja, a producéo de metano iniciou mais rapido,

reduzindo o tempo para atingir a fase exponencial durante o processo (Morais et al., 2021).
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Pérez-Barragan et al. (2024) reportam A (0,3 d) mais rapido para BC hidrolisado por enzimas
comerciais (Celluclast®, Viscozyme®). Em contraste, outros autores reportaram fase A (17 a
18 d) mais lenta para digestdo anaerdbia da mistura do bagago de cana de agucar, palha de arroz
e palha de trigo com adicdo de esterco bovino (relacdo substrato in6culo 1,5) utilizando o

modelo de Gompertz modificado (Meraj et al., 2021).

A taxa diaria maxima de produgdo de metano (p) variou de 0,992 a 5,478 NmL/d para o
modelo Gompertz modificado. As maiores taxa p foram observadas nas configuragdes
HFSm+LG (5.478 NmL/d) e HFES+LG (3,878 NmL/d), respectivamente, resultando em um

em um maior volume acumulado de metano.

3.6 Caracterizacao inicial e final dos Teste BMP

A Tabela 5 mostra a caracterizacao inicial e final dos contetdos reacionais do ensaio BMP
das configuracdes estudadas. Os valores iniciais e finais médios de pH da maioria das
configuracBes encontraram-se dentro da faixa ideal (6,4 a 7,5) para producdo de metano
(Deublein; Steinhauser, 2008). Paranhos et al. (2020) obtiveram pH inicial alcalino (9,02 a 9,06)
e final neutro (7,6 -7,7) ao estudarem a digestdo anaerdbia de BC utilizando esterco de aves
(indculo) testando diferentes relagdes de substrato/inéculo (0,5 a 4,0).

A condutividade elétrica (CE) em todas as configuracdes aumentou da condicao inicial
para final nos testes BMP, indicando que BC e os hidrolisados (HFSeq, HFES, HFSm) com
adicdo do inoculo (LG) foram degradados por microrganismos anaerobios(Santos et al., 2022).
Além disso, a CE final (5,87-6,53 mS/cm) dos testes BMP manteve-se dentro da faixa (2,9 a

7,7 mS/cm) recomendada por Alcantara (2007) para manutencdo da etapa da metanogénese.
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Tabela 5. Caracterizagao fisico-quimica inicial e final do conteddo reacional dos reatores do

teste de potencial bioquimico de metano.

Parametro LG BC+LG HFES+LG HFSmM+LG HFSeg+LG
pH inicial 7,93 +0,02 7,67+0,01 7,90 £ 0,02 7,50+0,21 7,52 £ 0,01
pH final 7,60+£0,0 6,91+0,07 2 6,81+ 0,08 ? 6,81+0,03°2 6,83+ 0,042
Condutividade 5,19+ 0,22 5,24 + 0,06 457+0,19 2.52+1,54 5.07 £ 0,57
inicial (mS/cm)

Condutividade final 6,53 + 0,06 5,87+0,37 2 6,34+0,002 6.35+0,022 6.22+0,032
(mS/cm)

Alcalinidade total 1787 £ 9,43 12454 +£11,93¢  1870+24,49° 2030+8,16° 1840 + 16,33 °
final (mgCaCOs/L)

Acido acético 44,32 + 8,05 19,86 + 7,28 ¢ 112,46 +4,78"  100.46+291°¢ 230.67+2,812
(mg/L) final*

Acido propiénico 113,19 + 10,64 19,20+ 2,82 ¢ 70,30 +4,47° 56.42+0,70¢  143.75+3.87 2
(mg/L) final*

Acido butirico 19,60 £ 9,83 4,35+0,44 ¢ 48,68 +3,09° 4891+3,01° 116.60 +2.04 2
(mg/L) final*

AGV total (mg/L) * 177,11 43,41 231,44 205,79 491,02
AGYV total*/AT 0,1 0,03 0,12 0,10 0,26

Legenda: BC: BC sem tratamento; HFSm: BC hidrolisado por fermentagdo submersa; HFSeq: BC hidrolisado por
fermentagdo sequencial; HFES: BC hidrolisado por fermentacdo em estado sélido; LG: lodo granular. *: AGV
total = Soma dos acidos graxos volateis. Valores marcados com as mesmas letras na mesma linha ndo séo
significativamente diferentes (p < 0,05).

A alcalinidade total no sistema anaerobio indica a capacidade de neutralizacdo dos acidos
formados durante o processo, evitando a variacdo de pH e possivel acidificacdo do conteido no
biorreator. A alcalinidade total do BC sem tratamento, hidrolisados e indculo LG variou de
1245,4 a 2030 mgCaCOa/L estando dentro da faixa (1000 a 5000 mgCaCOa/L) reportada por
Tchobanoglous; Heisen e Vigil (1993) e Bajpai et al. (2017).

Entre as configuracOes hidrolisadas, a configuragio HFSm+LG apresentou maior
alcalinidade (2030 mgCaCOz/L), que é de maior importancia para a digestdo anaerdbia, pois

interfere diretamente na producdo de metano. As demais configuracbes HFES+LG e
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HFSeq+LG ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas e, em paralelo,
obtiveram menor rendimento na produgéo de metano.

Em relacdo a composicdo final dos AGVS nos contetdos reacionais ao final do ensaio
BMP, foi possivel observar que os principais AGVs como &cido acético, propiénico e butirico
de todas as configuracOes testadas tiveram concentragdes inferiores a 1g/L, valor ideal para
fermentagdo anaerdbia de acordo com Guneratman et al (2017). As baixas concentracfes ao
final do teste indicam uma eficiente digestdo anaerdbia até a etapa de metanogénese, sem
acumulo de &cidos graxos gerados nas etapas intermediarias. Entre os AGVs, o &cido acético é
o principal produto intermediario da digestdo anaerdbia. Este acido é utilizado como substrato
pelas arqueas metanogénicas acetoclasticas para producdo de CHs na etapa de metanogénese
(Sitthikitpanya et al. 2024). Sua baixa concentragdo € um bom indicativo que a etapa
metanogénica ndo teve inibicdo, comum em residuos lignoceluldsicos, que por vezes tém o
meio reacional acidificado.

As baixas concentracdes dos acidos propidnico e, principalmente, o acido butirico, indicam
que a digestdo anaerdbia ocorreu com eficiéncia, visto que o acimulo desses componentes é
prejudicial para atividade metanogénica. A configuracdo BC+LG apresentou baixas
concentracdes de AGV, no entanto, o potencial bioguimico também foi o menor encontrado no
teste BMP, devido a recalcitrancia do substrato lignoceluldsico, que dificultou as etapas da
digestdo anaerdbia como a hidrolise e, assim, menor concentracdo de produtos intermediarios
formados no processo como os AGVSs. Substratos com estruturas mais complexas como
residuos lignocelul6sicos sdo dificilmente degradadas devido ao alto teor lignina (Atelge et al.,
2020b), que atua como uma barreira contra agentes hidroliticos. Esses substratos com baixa
biodegradabilidade interferem diretamente no potencial bioquimico de metano (Edwiges et al.,

2018).
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Sitthikitpanya et al. (2024) realizaram pré-hidrdlise de palha de cana-de-agucar (celulose
34,5%; hemicelulose 24,3%; lignina 20,1%) utilizando um consércio microbiano para
sacarificacdo do substrato lignocelulésico e aumentar a produgdo de metano. Sob tempo de
retencdo hidraulica de 40 dias, os autores relataram um comportamento similar em relacdo aos
AGVs observado no presente trabalho, com concentragdes de 410 mg/L, 110 mg/L e 20 mg/L
para acido acético, propidnico e butirico, respectivamente.

A razdo AGV/AT é uma indicacdo da capacidade de tamponamento que ocorre no sistema
durante o processo de digestdo anaerdbia. De acordo com Dareioti et al (2022), o valor méximo
para essa razao € 0,6 para ndo ocorrer o acimulo de AGVs g, consequentemente, a acidificacéo
do processo. As configuracbes hidrolisadas HFES+LG e HFSm+LG, obtiveram a menor
relacdo AGV/AT, apresentando 0,12 e 0,10, respectivamente, indicando estabilidade durante o
processo de fermentacdo anaerdbia. Alinhado com esses resultados, as mesmas configuragdes
obtiveram os maiores rendimentos do potencial de geracdo de metano comprovando uma maior

eficiéncia da digestdo anaerdbia.

4. Concluséo

Este estudo apresentou a influéncia de diferentes processos fermentativos utilizando o
fungo filamentoso Aspergillus japonicus URMS5242 utilizado para o pré-tratamento do bagaco
de cana-de-acucar para melhoria da producdo de metano verificada atraves do ensaio de
potencial bioquimico de metano. A hidrolise por fermentacdo submersa (HFSm) otimizou em
586,66% o potencial de geracdo de metano em comparagdo com o BC sem tratamento. Os
demais processos bioldgicos por hidrélise por fermentacdo em estado solido (HFES) e
fermentagdo sequencial (HFSeq) utilizados como pré-tratamento também otimizaram o
potencial de metano, apresentando 353,33 e 206,66% respectivamente, comprovando a

eficiéncia das hidrolases fungicas produzidas pelo fungo na degradacéo da biomassa durante o
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pré-tratamento. Além disso, os bioprocessos por HFSeq, HFSm e HFES melhoraram
significativamente a composicdo média de biogés, alcancando concentragdes de 63,21%,
60,45% e 53,23, respectivamente, em termos de metano, quando comparado a baixa

concentragéo obtida no BC (14,81%).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho avaliou a eficiéncia dos diferentes processos bioldgicos utilizados como
pré-tratamento do bagaco de cana-de-agucar para otimizar a produ¢do de metano. O uso do
fungo filamentoso Aspergillus japonicus URMS5242 através dos bioprocessos em estado solido,
submerso e sequencial resultou em aumentos percentuais significativos na produgao de metano,
apresentando 586,66% (103 NmL), 353,33% (68 NmL) € 206,66% (46 NmL), respectivamente,
em relacdo ao bagago sem pré-tratamento (15 NmL).

Além disso, constatou a importancia da atuagdo das celulases e xilanases fungicas como
biocatalisadores da biomassa lignoceluldsica. Essas enzimas tornam os polissacarideos da
estrutura lignocelulésica mais suscetiveis a digestdo anaerdbica e, consequentemente,
otimizando a produgdo de biogas com maior teor de metano. O biogas produzido pelo bagago
hidrolisado por fermentagdo sequencial apresentou composi¢cdo média de metano de 63,21%,
seguido das fermentagdes submersa e estado solido, que apresentaram 60,45% e 53,43%,
respectivamente, enquanto o bagaco sem pré-tratamento resultou em apenas 14,81%.

Sendo assim, os resultados obtidos contribuem para o desenvolvimento de novos
trabalhos para producao de biogas utilizando pré-tratamento bioldgico, uma vez que ainda sao
escassas as pesquisas sobre esta rota tecnologica. Ademais, ressalta-se a importancia do
progresso de novas tecnologias e metodologias para o pré-tratamento da biomassa
lignocelulosica para produgdo de biocombustiveis, através de patentes verdes e artigos
cientificos, desponta como uma alternativa promissora para enfrentar a demanda energética
global. Esse progresso tem potencial para conduzir a industria sucroalcooleira em dire¢do a

bioeconomia circular e a transi¢do energética de baixo carbono.
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