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RESUMO – A captação do gás metano produzido nos aterros sanitários é uma alternativa energética sustentável em crescente expansão no mundo, pois relaciona muito bem os aspectos econômicos gerados pela venda deste gás com os aspectos de ordem ambiental. A instalação de aterros sanitários visando a captação e utilização do biogás como fonte energética, diminuirá a emissão na atmosfera dos Gases Efeito Estufa (GEE’s), além de reduzir o volume dos resíduos sólidos urbanos gerados e depois entrepostos nos aterros.  O presente estudo avalia o potencial enzimático das bactérias isoladas em biodigestor anaeróbico de resíduos sólido urbanos.
Palavras-chave: Biorreator anaeróbico. Resíduo Sólido Urbano. Gás Metano. Enzimas hidrolíticas.
Introdução
Grande parte da comunidade científica afirma que as mudanças climáticas são causadas pelo uso de fontes tradicionais, como o carvão e o petróleo, e isto é preocupante. Segundo o Painel Intergovernamental sobre Mudanças Climáticas, entre 2000 e 2010 as emissões de gases de efeito estufa na atmosfera cresceram rapidamente e a previsão da temperatura média global é de um aumento de 5° C até 2100 (IPCC, 2014).
A procura de alternativas tecnológicas mais respeitosas do meio ambiente estão cada vez mais presentes na sociedade. A produção de biogás é uma delas e é com este enfoque que o presente trabalho foi baseado, mais precisamente os gases oriundos de aterros sanitários urbanos. O biogás produzido em aterro sanitário será captado para a geração de energia, seja na forma de eletricidade ou de calor, ou seja como gás natural. Além de ser uma fonte econômica, o seu reaproveitamento evitará a sua liberação para a atmosfera, reduzindo assim a sua participação nas emissões de GEE’s e do volume físico dos resíduos sólidos.
A potência das instalações industriais que produzem biogás no mundo aumentará entre 2012 até 2016 de 4,7 GWe à 7,3 GWe e o crescimento do número de instalações passará de 9.700 unidades a 13.000 unidades, dados apresentados na terceira edição de O biogás em energia (2012/2013), relatado pela empresa de análise Ecoprog e do Instituto Fraunhofer. A Alemanha é o exemplo atual na recuperação do biogás, das 10.000 instalações mundiais de biogás com capacidade de cerca de 5 GWe ela possui 2/3, ela será seguida nos próximos 5 anos pela Itália, Reino Unido, a França, EUA, Canadá, China, Índia e Japão (GALEFFI, 2013).
De acordo com o estudo “Panorama dos Resíduos Sólidos Brasil 2011” da Associação Brasileira de Empresas de Limpeza Pública e Resíduos Especiais (ABRELPE) no Brasil, estimou-se a geração de aproximadamente 62 milhões de toneladas de resíduos sólidos urbanos. Esta quantidade gerada somente 90% foi coletada, o que equivale a 180 mil toneladas por dia, destes resíduos coletados, 58% foram destinados a aterros sanitários, 24% em aterros controlados e 17% em lixões. Os aterros controlados e os lixões não possuem o conjunto de sistemas e medidas necessárias para a proteção do meio ambiente contra as degradações sofridas por tal prática, mas mesmo assim, recebe 75 mil toneladas diárias (Atlas Brasileiro de Emissões de GEE).
A Política Nacional de Resíduos Sólidos (PNRS), Lei 12.305/10, com seus princípios, diretrizes e metas tenta inverter o estado atual que o Brasil vive em relação aos seus rejeitos sólidos. Segundo, o Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor (IDEC) em dezembro de 2014, o prazo de encerramento dos lixões e a destinação final ambientalmente correta dos rejeitos que estava prevista para agosto de 2014 foi estendido para 2018 por vários motivos operacionais e financeiros que os Municípios e os Estados alegaram. 
Os Municípios serão por lei obrigados à entrarem em conformidade. Estas mesmas entidades públicas administrativas podem incluir no seu plano de gestão urbano, o aproveitamento energético do biogás com a construção dos aterros sanitários.

Segundo, o BLOG BGS (2013), não é de hoje que o biogás é utilizado como fonte de energia, no início de 1800, Louis Pasteur vislumbrou pela primeira vez a possibilidade de utilizar o gás produzido pela decomposição da matéria orgânica como combustível para sistemas de aquecimento e iluminação urbana. Em 1857 foi construída a primeira instalação destinada a produzir e utilizar o biogás em grande escala em um hospital para portadores de hanseníase de Bombaim, na Índia. 
O biogás como seu próprio nome já indica, tem origem em um processo biológico. Quando a matéria orgânica é degrada por micro-organismos em ausência de oxigênio (meio anaeróbio) é produzido um gás (biogás), energia em forma de calor e biomassa.  
A matéria orgânica degradada em anaerobiose produz o metano (50%-75% em volume) e o dióxido de carbono (25%-50% em volume). O biogás contém também pequenas quantidades de hidrogênio, sulfeto de hidrogênio, amônia e outros gases traços (KALTSCHMITT et al, 2001).
Em um ambiente anaeróbio criado artificialmente que chamamos de biorreator, o crescimento de bactérias anaeróbias é favorecido de maneira controlada, degradando a matéria orgânica introduzida e produzindo o biogás. A composição do biogás dependerá do tipo de substrato à ser degradado, da técnica e da tecnologia utilizadas. Por isto existem vários sistemas de digestão anaeróbia no mercado e outras em estudo (KALTSCHMITT et al, 2001).
As enzimas que catalisam as reações químicas, tais como da degradação anaeróbia, são polímeros biológicos. A presença e a manutenção de um conjunto completo e equilibrado de enzimas são essenciais para degradar os nutrientes que fornecem energia e blocos químicos de construção. Como todos os catalisadores, as enzimas não se consomem nem se alteram permanentemente durante sua participação na reação. Além de altamente eficazes, elas são seletivas. A compreensão do funcionamento das enzimas no processo de degradação em anaerobiose nos fornece valiosa contribuição de informações para tornar o processo eficaz e eficiente (VENTURA, 1999).
A formação do biogás passa por vários estágios de degradação bacteriana, coordenadas entre si para que o processo ocorra adequadamente.

O primeiro estágio ocorre a hidrólise dos compostos orgânicos complexos,  ( carboidratos, proteína e lipídeos em substâncias menos complexas (açúcares, aminoácidos e ácidos graxos). Nesta etapa participam bactérias hidrolíticas que liberam enzimas responsáveis nesta etapa (Amaral, 2014).

 O produto produzido pelas bactérias hidrolíticas, serão por sua vez decomposto pelas bactérias acidogênicas em ácidos graxos de cadeia curta (ácido acético, propiônico e butírico), dióxido de carbono, hidrogênio e pequenas quantidades de ácido lático e álcoois. Os tipos de compostos formados nesse estágio, chamado de fase acidogênica, dependem da concentração do hidrogênio intermediário (Amaral, 2014).
No terceiro estágio chamado de acetogênese, o processo de formação de ácido acético dependem das bactérias acetogênicas que irão converter o produto produzido pelas acidogênicas em ácido acético, hidrogênio e dióxido de carbono. A consequência é o acumulo de ácidos orgânicos que inibem a metanogênese. A necessidade de boa associação das bactérias acetogências e as arqueas metanogênicas. Durante a formação do metano, as arqueas consomem hidrogênio e dióxido de carbono, promovendo um meio propício para as bactérias acetogências (Amaral, 2014).
No último estágio, fase metanogênicas, as arqueos metanogênicas estritamente anaeróbias convertem principalmente o ácido acético, o hidrogênio e o dióxido de carbono em metano. Os metanógenos hidrogenotróficos produzem metano a partir de hidrogênio e dióxido de carbono, e os metanógenos acetoclásticos a partir da redução de ácido acético (AMARAL, 2004).
Todo o processo de digestão anaeróbia envolve, como foi detalhado anteriormente, vários tipos de bactérias, cada uma com suas próprias exigências. Para que o sistema funcione da melhor maneira possível, segundo os objetivos programados, é necessário chegar a um meio termo em relação aos vários aspectos físico-químicos, tais como: pH vizinho da neutralidade (6,5 – 8,5); potencial de oxido-redução bem baixo (300-400mV) e a temperatura para as termofilas (45 - 65 °C, cujo o ótimo 55 ° C), as mesófila (25 – 45°C, cujo ótimo 37° C) e psicrófials (5 – 25°C). Vários micro-nutrientes também são importantes para o bom funcionamento da digestão anaeróbia (níquel, magnésio, cálcio, sódio, bário, cobalto, e outros). A relação DCO/N/P aceitável é de 600/7/1 (Mata, 2002).
Material e Métodos
O projeto de pesquisa foi realizado no Laboratório de Microbiologia Ambiental e Industrial (LAMAI) na Universidade Federal de Pernambuco. Todo o trabalho foi desenvolvido com dozes (12) linhagens bacterianas isoladas do biorreator preenchido de resíduo sólido urbano (RSU), estes isolados foram conservadas e nomeadas de T1, T2, T3, T5, T6, T9, T11, T13, T16, T17, T18 e T19. 

Foram realizados testes bioquímicos, prova morfológica e análises enzimáticas nas doze linhagens bacterianas. Cada linhagem foi repicada em meio Ágar Nutritivo (AN) em pH 7,0 e incubadas a 30° C por 24hs. Após o crescimento bacteriano cada linhagem foi semeada em meios enzimáticos para detectar as seguintes enzimas hidrolíticas, xilanases, celulases, amilases, proteases e pectinases. 
A determinação qualitativa da atividade enzimática foi realizada em triplicata por meio do método de “cup-plate” modificado, em meios de cultura sólido contendo 20g/L de ágar e 10g/L do substrato indutor como fonte de carbono, os quais foram: amido para amilase, carboximetilcelulose (CMC) para celulase, gelatina para protease e xilano de birchwood para xilanase e pectina cítrica para pectinase. Em seguida foram incubados a aproximadamente 30°C por 24 horas, sendo acompanhando a cada 12 horas.

A seleção das linhagens bacterianas produtores das referidas enzimas foram visualizadas com formação de halos de degradação enzimática, com a adição de soluções corantes no meio de cultivo de acordo com a enzima analisada: solução de iodo a 0,1 N ou vapores de iodo para amilase; vermelho congo a 0,1% para celulase e xilanase. A protease não necessita de solução corante, a medida que o gelatina é degradado pela enzima o halo enzimático fica bem visível a olho nú e solução de lugol para pectinases. Com o aparecimento de halos, a atividade hidrolítica das linhagens bacterianas foram estimadas semiquantitativamente, usando um índice enzimático (IE), o qual é expresso pela relação do diâmetro médio do halo de degrada​ção e do diâmetro do cup-plate (HANKIN, L. e ANAGNOSTAKIS, S. L. 1975).
Resultados e Discussão
As provas bioquímicas são utilizadas para identificar as bactérias através de suas características metabólicas reveladas por determinados reagentes. Neste estudo foram utilizados os testes de Peróxido de Hidrogênio (H2O2) à 3% e Hidróxido de Potássio (KOH) à 10%. Em ambos os testes as doze (12) linhagens foram identificadas como Gram positivas (Gram+). Na identificação morfológica foi usado o teste de coloração Gram, comprovando que as doze (12) linhagens de bactérias são Gram+ e em forma de bastonete curto.

As enzimas avaliadas neste estudo podem ser obtidas de animais, vegetais, bactérias, fungos e leveduras, com ampla aplicação nos diversos setores da indústria. As principais indústrias consumidoras de enzimas são: indústrias de detergente, processamento de amido, laticínios, cervejarias, sucos de frutas e vinhos, panificação, têxtil e papel, couro, entre outras indústrias (LIMA et al, 2001).

Para a determinação enzimática qualitativa a zona mais clara ao redor do “cup plate” corresponde ao halo indicador de degradação enzimática, através do qual foi possível estabelecer o índice enzimático (I.E.), demonstrando a capacidade dos isolados bacterianos em degradar os substratos de acordo com a enzima analisada (xilano de birchwood para xilanases, amido para amilases, gelatina para proteases e carboximetilcelulose para celulases e pectina para pectinases), como foi descrito anteriormente e estão ilustrados na figura 1.
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Figura 1. Perfil enzimático dos isolados bacterianas isolados de Biodigestor constituído de RSU.

Das dozes linhagens bacterianas apenas três foram capazes de degradar o xilano, a T16 se destacou seguida da T5 e T3. Os isolados bactérianos T3, T6, T9, T11, T13 e T19 mostraram capazes de degradar a pectina. As linhagens bacterianas T11, T18 e T19 foram capazes de excretar proteases. Os isolados T3, T5, T6, T9, T11, T13, T16 e T19 são capazes de degradar o carboximetilcelulose. Neste estudo detectou-se que das doze linhagens isoladas do biodigestor constituído de resíduo sólido urbano, nenhuma foi capaz de degradar o amido. Estes dados estão presentes na tabela 1.

Tabela 1. Atividades enzimáticas qualitativas, halos de degradação (mm).
	Isolados bacterianos
	Xilanases
	Celulases
	Pectinases
	Amilase
	Proteases

	T1
	0
	0
	0
	0
	0

	T2
	0
	0
	0
	0
	0

	T3
	1,35
	4
	1,68
	0
	0

	T5
	1,6
	2,33
	0
	0
	0

	T6
	0
	1,97
	1,94
	0
	0

	T9
	0
	3,33
	2,35
	0
	0

	T11
	0
	2,75
	1,8
	0
	1,3

	T13
	0
	3,66
	1,97
	0
	0

	T16
	2,41
	3,33
	0
	0
	0

	T17
	0
	0
	0
	0
	0

	T18
	0
	0
	0
	0
	1,94

	T19
	0
	1,33
	2,66
	0
	1,98


Conclusão
Dentre as dose linhagens bactérias analisadas nenhuma foi capaz de excretar todas as cinco enzimas avaliadas. Neste contexto se destacaram principalmente dois isolados a T16 com índices enzimáticos superiores a 2,4 na degradação de xilano e celulose e o isolado T19 também se destacou quanto a capacidade de produzir pectinase e proteases.  A amilase não foi produzida por nenhum isolado estudado.
A criação de um provável consórcio com essas duas bactérias que apresentaram melhores resultados.
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