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Resumo 

Inserido no contexto de biorrefinaria lignocelulósica, o presente trabalho avalia o 

potencial energético e econômico do bagaço de cana-de-açúcar oriundo do tradicional 

processo de produção de etanol 1G e açúcar. Para tanto, o bagaço de cana residual foi 

pré-tratado com ozônio visando à produção de etanol 2G, integrada com o aproveitamento 

energético dos principais resíduos desse processo (bagaço de cana residual da etapa de 

hidrólise enzimática e extrato alcalino do pré-tratamento). Para tanto, foram estudadas 

possibilidades de maximização da produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana 

ozonizado e de biogás a partir dos principais resíduos desse processo. No tocante ao 

biogás, foram testadas adaptações no inóculo anaeróbio, melhorias na relação C/N e 

co-digestão com biomassa algal; além de processos de digestão anaeróbia em um 

(DA-1E) e em dois estágios (DA-2E). Para a produção de etanol 2G otimizou-se, por 

meio de planejamento experimental, o pré-tratamento do bagaço de cana com ozônio 

seguido (O3 + EA) ou não (O3) de extração alcalina considerando três variáveis respostas 

(deslignificação, eficiência de hidrólise enzimática e produção teórica de etanol 2G). Para 

cada pré-tratamento otimizado (O3 e O3 + EA) foram realizados ensaios fermentativos 

visando à produção experimental de etanol 2G. Os resultados experimentais obtidos 

mostram que a maximização da produção de biogás foi alcançada melhorando a relação 

C/N pela fortificação do inóculo anaeróbio (UASB) com estrume bovino (UASB-FBM). 

Alimentado com bagaço bruto tal inóculo produziu 143 NLCH4/kgSVbagaço (aumento 

de 67 %), durante 100 dias de monitoramento. A co-digestão do bagaço de cana com 

biomassa algal favoreceu ainda mais (aumento de 99%) a produção de biogás 

(195 NLCH4/kgSVbagaço). Já em relação à produção de etanol 2G, o pré-tratamento do 

bagaço com apenas ozônio (sem EA), sob condições brandas (7,5 mgO3/gB), resultou na 

maior produção de etanol 2G (30 mLetanol/kgB), correspondendo a uma receita de 

17 USD/tB com a sua venda. Para esse pré-tratamento (O3), o aproveitamento da energia 

elétrica gerada, via sistema CHP, a partir do aproveitamento dos resíduos da produção de 

etanol não gerou lucro, mas cobriu os gastos energéticos do pré-tratamento sem geração 

de energia elétrica excedente. A ozonização do bagaço seguida da etapa de extração 

alcalina (O3 + EA) propiciou as maiores produções de etanol 2G (66 mL/kgB), que foram 

alcançadas utilizando-se condições mais severas de ozonização (97,5 mgO3/gB). Além 

de acarretar em maior produção de etanol 2G, a etapa de EA favoreceu o aproveitamento 

energético dos resíduos gerados (líquidos e sólidos), o que permitiu cobrir os custos do 

pré-tratamento. Apesar da condição severa do pré-tratamento O3 + EA levar a um elevado 

consumo de energia, a venda do etanol gerado proporcionou um saldo de 37 USD/tB. Por 

fim, as condições brandas do pré-tratamento (O3 + EA) permitiram a sustentabilidade do 

processo, pela geração, via CHP, de energia elétrica excedente (~30MW/safra) que tem 

potencial para abastecer uma população de aproximadamente 320.000 habitantes durante 

a safra.  

Palavras-chave: biorrefinaria lignocelulósica, ozonização, bagaço de cana, biogás e 

sustentabilidade energética. 
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Abstract 

In the context of lignocellulosic biorefinery, the present study evaluates the energy and 

economic potential of sugarcane bagasse (SB) from the classical process of 1G ethanol 

and sugar production. For this, the residual SB was pretreated with ozone to produce 

ethanol 2G, integrated with the energetic use of the main residues of this process (residual 

sugarcane bagasse from the enzymatic hydrolysis step and alkaline extract from the SB 

pretreatment). For this purpose, it was studied possibilities of maximizing the production 

of 2G ethanol from ozonized bagasse and biogas from the main residues of this process. 

Correlation of biogas, adaptations in the anaerobic inoculum, improvements in the C/N 

ratio and co-digestion with algal biomass were all tested; in addition, anaerobic digestion 

processes were performed in one (DA-1E) and in two stages (DA-2E). To produce etanol 

2G, the SB pretreatment with ozone followed (O3 + AE) or not (O3) by alkaline extraction 

(AE) was optimized by means of experimental design considering three response 

variables (delignification, enzymatic hydrolysis efficiency and theoretical production of 

ethanol 2G). For each optimized pretreatment (O3 and O3 + AE), fermentation tests were 

carried out aiming at the experimental production of ethanol 2G. The results showed that 

the maximization of biogas production was achieved by improving the C/N ratio via 

fortification of the anaerobic inoculum (UASB) with fresh bovine manure (UASB-FBM). 

This inoculum produced 143 NLCH4/kgVSbagasse (67% increase) during 100 days of 

sugarcane bagasse incubation; whereas the co-digestion of sugarcane bagasse with algal 

biomass was greater (99%), producing 195 NLCH4/kgVSbagasse. Considering the 

production of ethanol 2G, pretreatment of bagasse with only ozone (without AE), 

under mild conditions (7.5 mgO3/gbagasse), resulted in higher ethanol 2G production (30 

mL/kgbagasse), corresponding to an income of 17 USD/tbagasse with its sale. For this 

pretreatment, the utilization of the electric energy generated, by CHP system, from the 

use of the waste from the ethanol production did not generate profit, but covered the 

energy expenses of the pretreatment. The ozonation of the bagasse followed by the 

alkaline extraction stage (O3 + AE) provided the highest yields of 2G ethanol 

(66 mL/kgbagasse) which was obtained using more severe ozonation conditions 

(97.5 mgO3/gbagasse). Besides the increased production of ethanol 2G, AE favored the 

energy utilization of the waste generated (liquid and solid), which allowed to cover the 

costs of the pretreatment. Despite the severe condition of the O3 + AE pretreatment result 

in high energy consumption, sales of ethanol generated an overbalance of 37 USD/tbagasse. 

Finally, the mild pretreatment conditions (O3 + AE) allowed the process sustainability via 

CHP system which generates an electricity surplus (~ 30MW/crop) capable to supply a 

population of approximately 320,000 inhabitants during the sugarcane harvest. 

Key words: lignocellulosic biorefinery, ozonation, sugarcane bagasse, biogas and energy 

sustainability. 
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Organização da tese 

O presente documento é organizado em oito capítulos. O capítulo 1 apresenta a 

introdução, os objetivos (geral e específicos) e as hipóteses da tese. O capítulo 2 exibe a 

revisão da literatura que mostra um panorama atual da biorrefinaria lignocelulósica, 

apresentando os principais trabalhos disponíveis na literatura, bem como as principais 

etapas (pré-tratamento, sacarificação e fermentação) envolvidas na produção de 

biocombustível de segunda geração (etanol 2G) e o aproveitamento de seus resíduos para 

a produção de biocombustível de terceira geração (biogás). Ao longo desse capítulo serão 

demonstrados os gargalos tecnológicos, assim como as principais pesquisas científicas 

envolvidas na produção de etanol 2G. Ao final desse capítulo será realizada uma 

avaliação crítica apontando as justificativas para a realização do presente trabalho.  

O capitulo 3 exibe as metodologias utilizadas nos ensaios experimentais 

realizados, enquanto os capítulos 4 a 7 apresentam os resultados e as discussões 

alcançadas na parte experimental. O capítulo 4 expõe as discussões sobre alternativas 

atrativas para proporcionar melhorias na produção de metano via digestão anaeróbia em 

fase sólida a partir do bagaço de cana. Para tanto, foram correlacionadas as vantagens de 

duas alternativas: adaptação do inóculo anaeróbio (adição de micro-organismos e acerto 

da relação C/N) e co-digestão do bagaço de cana com biomassa algal. O principal objetivo 

desse capítulo foi compreender a influência dessas alternativas na melhoria da produção 

de metano a partir do bagaço de cana, via digestão anaeróbia. Para comparação, também 

foi avaliado o efeito da aplicação de pré-tratamento (autohidrólise e organossolve) do 

bagaço de cana, na produção de metano. 

O capítulo 5 apresenta as discussões sobre os principais efeitos do pré-tratamento 

de ozônio (com e sem aplicação da extração alcalina) na deslignificação do bagaço de 

cana, visando à produção de etanol 2G. Para tanto, são apresentados os resultados do 

planejamento experimental do composto central, onde foram otimizadas as variáveis 

significativas do pré-tratamento fundamentadas em três variáveis respostas (eficiência de 

deslignificação; eficiência de hidrólise enzimática e produção de etanol 2G). Foram 

avaliados os benefícios da aplicação da etapa de extração alcalina após a aplicação de 

ozônio na deslignificação do bagaço de cana, bem como o efeito dessa etapa na eficiência 

de hidrólise enzimática e na produção de etanol 2G.  
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O capítulo 6 apresenta a contribuição energética advinda do aproveitamento dos 

resíduos gerados ao longo da produção de etanol 2G, a partir do bagaço de cana pré-

tratado por ozônio. Para tanto, são apresentadas as produções de biogás (metano e 

hidrogênio) geradas via digestão anaeróbia em único (DA-1E) e duplo estágio (DA-2E) 

a partir da fração líquida residual do pré-tratamento e a partir da fração sólida residual da 

hidrólise enzimática. São apresentadas e discutidas as vantagens energéticas da 

configuração da digestão anaeróbia em duplo estágio, na qual são separadas, 

espacialmente, as fases acidogênica e metanogênica da produção de metano. 

O capítulo 7 apresenta resultados de balanços energéticos e econômicos obtidos 

pela combinação dos vetores energéticos etanol 2G e biogás. Para tanto, é considerado o 

aproveitamento energético da conversão do biogás em energia elétrica via cogeração 

(sistema CHP). Essa discussão demonstra a disponibilidade de energia elétrica e sua 

estimativa de venda para o mercado, adicionando um lucro econômico à receita da 

produção de etanol 2G de uma biorrefinaria.  

Por fim, o capítulo 8 apresenta as principais conclusões do trabalho, integrando as 

rotas tecnológicas para o aproveitamento energético do bagaço de cana. Juntamente com 

as conclusões, esse capítulo apresenta as sugestões de trabalhos futuros decorrentes dos 

resultados obtidos e das limitações encontradas ao longo da execução do trabalho.  
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CAPÍTULO 1  

1. Introdução 

Os combustíveis produzidos a partir de fontes renováveis têm ganhado atenção 

em todo mundo. O Brasil ocupa uma posição de destaque, possuindo um setor de 

biocombustíveis forte e expressivo economicamente. Nesse contexto, as plantações de 

cana-de-açúcar contribuem significativamente para o crescimento econômico do país, 

produzindo açúcar e bioetanol (1G) - biocombustível produzido com sucesso em terras 

brasileiras e utilizado mundialmente (CONAB 2017).  

A partir dos incentivos do Governo Federal com o Proálcool em 1975, a 

produção de biocombustível utilizando a cana-de-açúcar favoreceu a economia brasileira 

(Magalhães et al., 2010). O principal subproduto desse processo de produção de etanol 

1G é o bagaço de cana-de-açúcar, constituído basicamente de celulose, hemiceluloses e 

lignina. Esse bagaço é estocado nos pátios das usinas sucroalcooleiras e queimado em 

caldeiras para a cogeração de vapor e eletricidade. Em função de sua rica composição, 

esse bagaço pode ser utilizado como matéria-prima para a produção de biocombustível 

de segunda geração (2G), agregando maiores rendimentos energéticos e econômicos à 

biorrefinaria lignocelulósica (Mussatto 2016). 

Tais combustíveis 2G possuem aspectos ambientais e econômicos altamente 

favoráveis, uma vez que são produzidos a partir dos “resíduos” da produção de 

biocombustíveis de primeira geração (Zabed et al., 2016). Exemplos dos combustíveis 

2G são o bioetanol e o biogás, os quais podem ser produzidos a partir do bagaço de cana. 

Além disso, alguns bioprodutos de valor agregado são possíveis de serem obtidos, os 

quais agregam mais valor a esse substrato lignocelulósico (INCT 2013; Pandey et al., 

2000).  

Dentre os processos utilizados para a produção de etanol 2G destaca-se a 

hidrólise enzimática (HE). As principais vantagens da utilização da HE frente a outros 

processos são a elevada especificidade (minimização de geração de subprodutos 

indesejáveis) e rendimento reacional, além de condições operacionais mais brandas 

(Madigan et al., 2015; Ballesteros et al., 2002). Entretanto, a produção de etanol 2G via 

HE esbarra na recalcitrância do bagaço, tornando necessária uma etapa de pré-tratamento. 
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Tal etapa constitui um desafio tecnológico para o melhor aproveitamento do bagaço e 

produção de biocombustíveis 2G. 

O principal objetivo das técnicas de pré-tratamento é desagregar ou romper o 

complexo lignocelulósico, reduzindo sua recalcitrância (Mishra et al., 2017; Putro et al., 

2016). Nesse sentido, o pré-tratamento envolvendo a aplicação do ozônio destaca-se, uma 

vez que o ozônio possui elevado poder de oxidação e seletividade para a lignina, 

proporcionando elevada eficiência de deslignificação e melhorias na produção de 

etanol 2G (Coca et al., 2016; Mussatto et al., 2016 Travaini et al., 2013 e Taherzadeh, et 

al., 2008).  

A combinação de rotas tecnológicas pode tornar ainda mais rentável a produção 

de etanol 2G a partir do bagaço de cana, uma vez que os resíduos gerados nesse processo 

podem ser aproveitados para gerar outros vetores energéticos como os biocombustíveis 

de terceira geração. Nesse viés, a digestão anaeróbia em duplo estágio dos resíduos 

gerados nas principais etapas desse processo (pré-tratamento e HE) torna-se uma 

alternativa atrativa para a produção de biogás, agregando valores energéticos e 

econômicos (Akshaya et al., 2016). 

Pelo exposto, fundamentado na possibilidade de maximizar a geração de energia 

no processo de produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana, avaliou-se os efeitos 

energéticos e econômicos do pré-tratamento com ozônio do bagaço de cana na produção 

de etanol 2G, aproveitando seus resíduos (bagaço residual da etapa de hidrólise 

enzimática e hidrolisado alcalino residual do pré-tratamento) para produzir biogás via 

digestão anaeróbia e energia elétrica via sistema de cogeração (CHP).  
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1.1. Objetivos 

1.1.1. Objetivo Geral 

Avaliar o potencial energético do bagaço de cana-de-açúcar na produção de etanol 2G, 

aproveitando os resíduos desse processo (bagaço residual da etapa de hidrólise enzimática 

e hidrolisado alcalino da etapa de pré-tratamento) para a geração de biogás, visando 

favorecer o balanço energético e econômico. 

 

1.1.2. Objetivos específicos 

 Otimizar as condições de pré-tratamento de ozonização (com e sem extração 

alcalina) do bagaço de cana visando à produção de etanol 2G; 

 Determinar o potencial de produção de biogás (hidrogênio e metano) via digestão 

anaeróbia dos resíduos gerados na produção de etanol 2G; 

 Avaliar as condições energéticas e econômicas do aproveitamento do bagaço de 

cana para produção de etanol 2G, atrelada à cogeração de energia elétrica a partir do 

aproveitamento do biogás. 
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1.2. Hipótese  

1ª) As adaptações do inóculo (adição de micro-organismos, melhoria da relação C/N e 

co-digestão) no processo de digestão anaeróbia do bagaço de cana são mais influentes do 

que a utilização de técnicas de pré-tratamento quando o objetivo é a biometanização deste 

substrato lignocelulósico. 

2ª) Em função da recalcitrância e/ou toxicidade das correntes residuais líquidas e sólidas 

geradas durante a produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana ozonizado, a 

utilização da digestão anaeróbia em duplo estágio é uma alternativa tecnológica para o 

aproveitamento energético desses resíduos. 

3ª) A utilização do pré-tratamento do bagaço de cana, com aplicação de ozônio em 

condições brandas, torna-se ainda mais viável economicamente e energeticamente, 

quando se utiliza a integração da produção de etanol 2G com a cogeração de energia 

elétrica a partir do biogás gerado das suas correntes residuais. 
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CAPÍTULO 2 

2. Revisão bibliográfica  

Nessa seção é apresentada uma revisão da literatura, na qual é abordada uma 

contextualização atual sobre a biorrefinaria lignocelulósica. Portanto, é apresentado o 

cenário da produção de biocombustível de segunda geração (etanol 2G) e o 

aproveitamento de seus resíduos para a produção de biocombustível como o biogás.  

2.1. Biorrefinaria lignocelulósica - Produção de biocombustíveis 

É conhecido que o setor agrícola brasileiro exerce grande influência na economia 

do país, contribuindo diretamente para o crescimento do produto interno bruto (PIB) com 

a produção de açúcar e etanol 1G. De acordo com o Ministério da Agricultura em 2016 o 

PIB do setor de agronegócios alcançou 1,3 trilhões de reais (68% são provenientes da 

agricultura) com um crescimento de 0,4% na última safra (~21% do PIB total da 

economia brasileira) (Ministério da Agricultura, 2016). Devido a esse crescimento 

expressivo, o Governo Federal lançou para o biênio 2017/2018 um plano agrícola e 

pecuário com um total de 190 bilhões de reais em crédito para financiar a produção 

agrícola (Ministério da Agricultura, 2017). 

Historicamente, tanto no mercado internacional quanto no nacional a biomassa 

é considerada uma das principais mudanças para a diversificação da matriz energética e, 

consequentemente, redução da vinculação direta dos combustíveis da refinaria de 

petróleo (Franco et al., 2013). Nesse contexto, o Brasil em 2003 implantou o Proinfa - o 

maior programa nacional para estímulo à produção de energia elétrica por meio das fontes 

renováveis, com base na Lei no 10.438, de abril de 2002. Do total de potência instalada, 

1,2 GW seriam correspondentes a 63 PCH (pequenas centrais hidroelétricas); 1,4 GW a 

54 usinas eólicas e aproximadamente 1 GW a 27 usinas de pequeno porte à base de 

queima de biomassa (MME 2009).  

Segundo dados da EPE (Empresa de Pesquisa Energética) em 2015 o Brasil 

possuía 41% de sua energia produzida a partir de fontes renováveis, dos quais 17% era 

produzida a partir de biomassa (cana-de-açúcar), 11,3% hidráulica, 8% lenha e carvão 

vegetal e 5% de outras fontes renováveis. Destaca-se que no mesmo ano em todo o mundo 

a participação de insumos renováveis na matriz energética era ainda menor (13,5%) (EPE, 
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2016). A Figura 1 apresenta a oferta interna de energia elétrica no Brasil em 2015, a qual 

possui geração total de aproximadamente 305 Mtep (milhões de toneladas equivalentes 

de petróleo), equivalente a 616 TWh. Somente com a cana-de-açúcar em 2015 foram 

gerados 50,6 Mtep, enquanto que com o petróleo foi gerado 111,6 Mtep. 

Figura 1: Produção expressa em porcentagem (%) da oferta interna de energia elétrica 

por fonte no Brasil em 2015.  

 
Fonte: Adaptado EPE (2016). 

 

Essa elevada porcentagem de energia renovável produzida no Brasil contribui 

para a redução da emissão de dióxido de carbono - causador do efeito estufa. Os esforços 

brasileiros são positivos e em 2014, para produzir e consumir energia, cada brasileiro 

emitiu em média 7 vezes menos CO2(g) do que um norte americano e 3 vezes menos do 

que um europeu ou um chinês (EPE 2015). Além disso, o custo de produção de energia 

elétrica utilizando biomassa (bioenergia) segundo a Power Systems Research (PSR) é 

menor do que quando comparado com outras formas de produção de energia (PSR 2008). 

Tal informação pode ser analisada na Figura 2, na qual são apresentados os custos de 

produção de energia elétrica (R$/MWh) por distintas vias de produção.  
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Figura 2: Custo de produção de energia elétrica (R$/MWh) no Brasil. Fonte: PRS, (2008) 

adaptado.  

* Gás natural liquefeito; **O valor apresentado é considerando apenas o bagaço de cana-de-

açúcar como substrato.  

 

O aspecto ambiental é outro fator relevante relacionado à bioenergia. 

Considerando as últimas décadas, ocorreu um incremento do fator de emissão de 

toneladas de dióxido de carbono (tCO2) por MWh gerado, que é calculado pelo Ministério 

da Ciência, Tecnologia, Inovação e Comunicação – MCTIC. As emissões de CO2 foram 

reduzidas pela implantação das usinas que utilizam a queima de biomassa lignocelulósica 

para a produção de bioenergia, uma vez que esse CO2 emitido já faz parte do ciclo 

biogeoquímico do carbono no planeta, ao contrário do CO2 emitido pela queima de 

combustíveis fósseis. Considerando toda essa bioenergia produzida (consumo interno e 

exportação) nas usinas sucroalcooleiras brasileiras, a redução na emissão de CO2 é 

expressiva. Caso seja considerada somente a exportação o valor das emissões evitadas 

em 2014 foi 60% superior ao de 2013, totalizando 2,5 M tCO2 (EPE, 2014). 

Devido ao grande crescimento nas diversificadas atividades agrícolas, distintos 

resíduos agroflorestais são gerados em grande escala. Dentre tantos, o bagaço de cana-

de-açúcar, a casca de café, as palhas de milho e de trigo, bem como as cascas, galhos e 

folhas de eucalipto são gerados em maiores proporções (Pandey et al., 2000). De acordo 

com Waclawosky et al., (2010) dentre as biomassas utilizadas para a produção de 

bioenergia a cana-de-açúcar é a que melhor satisfaz os critérios atuais.  

Dentre as características que favorecem o bagaço de cana, destaca se seu rápido 

crescimento, elevada produtividade por hectare e elevada produção energética. Além 
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disso, segundo informações do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do 

Bioetanol – CTBE, a produtividade agrícola pode ser melhorada por meio de novas 

tecnologias aplicadas nesse setor. Práticas como a mecanização de baixo impacto para o 

plantio e até a utilização de novas variedades de cana modificadas (transgênicas) são as 

que se destacam (CTBE, 2010). 

Desde 1975 onde houve início de aportes econômicos para conter a crise do 

petróleo e produzir combustível alternativo e renovável, aumentou ainda mais o destaque 

dado à cana-de-açúcar e ao bioetanol brasileiro. Segundo a Companhia Nacional de 

Abastecimento – CONAB, a área total plantada pelo setor sucroalcooleiro na safra 

2017/2018 atingiu 8,84 milhões de hectares com uma produtividade média de 73 t/ha, 

gerando um total de aproximadamente 648 milhões de toneladas de cana-de-açúcar. Do 

total de cana-de-açúcar produzido, ~47% foi destinada à produção de açúcar (~39 milhões 

de toneladas) e ~53% à produção de etanol (~26 bilhões de litros). O Estado de São Paulo 

responsável com a maior produtor de cana-de-açúcar (54%), seguido de Goiás (11%) e 

de Minas Gerais (10%) (CONAB, 2017).  

Tradicionalmente, no Brasil os resíduos de biomassa têm sido utilizados para 

geração de energia elétrica por meio de sua combustão direta. Somente na safra de 

2017/2018 o setor agroindustrial brasileiro gerou aproximadamente 200 milhões de 

toneladas de bagaço de cana-de-açúcar (CONAB, 2018). Entretanto, a queima de 

biomassas gera emissões de compostos gasosos causadores de chuva ácida como os SOx 

e NOx e outros como o dióxido de carbono (Saxena et al., 2009). Além disso, o bagaço é 

fonte de açúcares fermentescíveis, os quais podem ser aproveitados e não simplesmente 

queimado (Damaso et al., 2016).  

A maximização da utilização dos resíduos lignocelulósicos como matriz 

energética é regida, basicamente, pela sua disponibilidade (quantidade e qualidade); custo 

do plantio e manutenção da biomassa; localização do consumidor; e tipo e valor de 

mercado dos serviços de energia (IEA, 2007). Segundo estimativas da União das 

indústrias de cana-de-açúcar – Unica - o setor sucroalcooleiro tem potencial para suprir 

cerca de 8% das necessidades energéticas brasileiras até 2016, gerando 24 mil GWh 

(aumento de 5% em relação a 2015) (Unica 2016).  
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Para essa geração energética uma fração do bagaço de cana é por vezes utilizada, 

principalmente, por combustão completa. No entanto, ele continua a ser estocado no 

campo ou em pátios de usinas (≤ 50%) e a sua exposição ao vento pode representar um 

problema de saúde aos funcionários das usinas e comunidades próximas, devido à 

inalação de material particulado, além do risco de autoignição que poderia provocar 

incêndios de grandes proporções (Unica 2014).  

A nova consciência sobre a importância da utilização de recursos renováveis 

para a agregação de valor em seus produtos tem levado ao desenvolvimento e o 

aprimoramento de novos processos para a produção de bioenergia. Neste contexto, 

atualmente a usina de cana-de-açúcar pode ser considerada um exemplo interessante de 

biorrefinaria, na qual os processos de produção de biocombustíveis, eletricidade, 

alimentos, biopolímeros e outros produtos de valor agregado a partir da cana-de-açúcar e 

de seus resíduos estão todos integrados (Brodin et al., 2017).  

Biorrefinaria é um conceito geral de uma planta de processamento integrada e 

diversificada. Fundamenta-se na conversão das distintas fontes de biomassa em uma 

ampla gama de produtos de valor agregado, com viés de minimizar a geração de resíduos, 

buscando o seu aproveitamento integral. É uma abordagem semelhante à da refinaria de 

petróleo, onde os combustíveis fósseis são usados como matéria-prima. Dessa forma, a 

biorrefinaria lignocelulósica integrada compõe-se de operações e processos unitários 

sequenciais que visam extrair os principais constituintes da biomassa, convertendo-os em 

biocombustíveis e em produtos de valor agregado (Rodrigues 2011; Kam et al., 2006; 

Wright et al., 2006; Werpy et al., 2004).  

Tais biorrefinarias lignocelulósicas devem ser projetadas para possuir 

flexibilidade na produção de produtos de valor agregado para o mercado, aproveitando 

da maneira mais nobre toda a energia disponível na matéria-prima e em seus resíduos 

(Rodrigues 2011). Alguns autores consideram a biorrefinaria como sendo uma evolução 

de conceitos como “química verde” (green chemistry) e “chemurgy” (conexão da 

agricultura com a indústria química) (Kamm et al., 2006). Nesse contexto, os subprodutos 

e os principais biocombustíveis gerados a partir da utilização da biomassa lignocelulósica 

são representados nas Equações (1) a (7), podendo ser realizados por diferentes técnicas 

e processos de uma biorrefinaria.  
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𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 + 𝐻2𝑂 
∆
→  𝑃𝑜𝑙𝑖𝑜𝑠𝑒𝑠 + 𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 + 𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎     Eq. (1) 

𝑃𝑜𝑙𝑖𝑜𝑠𝑒𝑠 + 𝐻2𝑂 
∆,𝐻+

→   𝑋𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒 + 𝐴𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑠𝑒      Eq. (2) 

𝑋𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒 
∆,𝐻+

→   𝐹𝑢𝑟𝑓𝑢𝑟𝑎𝑙 + á𝑔𝑢𝑎        Eq. (3) 

𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 +  á𝑔𝑢𝑎 
∆,𝐻+

→   𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒        Eq. (4) 

𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒  
∆,𝐻+

→   𝐻𝑀𝐹 + á𝑔𝑢𝑎        Eq. (5) 

𝐺𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒  

𝑆𝑎𝑐𝑐ℎ𝑎𝑟𝑜𝑚𝑖𝑐𝑒𝑠 
𝐶𝑒𝑟𝑒𝑣𝑖𝑠𝑎𝑒

→            𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙        Eq. (6) 

𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 + 𝑃𝑜𝑙𝑖𝑜𝑠𝑒𝑠 + 𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 

𝑀𝑖𝑐𝑟𝑜−𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑠𝑚𝑜𝑠
𝐴𝑛𝑎𝑒𝑟ó𝑏𝑖𝑜𝑠

→               𝑀𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜 + 𝐻𝑖𝑑𝑟𝑜𝑔ê𝑛𝑖𝑜  Eq. (7) 

 

A produção de biocombustíveis a partir de resíduos lignocelulósicos é um 

excelente exemplo de alternativa sustentável para os problemas ambientais relacionados 

ao uso extensivo dos combustíveis fósseis. Nesse sentido, o Brasil vem destacando-se 

com várias pesquisas relacionadas ao aproveitamento de material residual lignocelulósico 

(Osaki et al., 2017; Carvalho et al., 2016; Pereira et al., 2015).  

Além do etanol 2G, outro biocombustível que poderia ser obtido na biorrefinaria 

é o biogás. O biogás é o produto da digestão anaeróbia de uma fração orgânica e é 

constituído, basicamente, por metano (CH4), hidrogênio (H2), dióxido de carbono (CO2) 

e sulfeto de hidrogênio (H2S) com concentração variável. Tal variação pode ser 

decorrente das características do substrato utilizado na alimentação, dos biodigestores e 

dos parâmetros operacionais (ex.: tempo de detenção hidráulica, carga orgânica aplicada, 

agitação, temperatura e relação substrato – micro-organismo) (Cassini et al., 2003; 

Chernicharo 1997). Portanto, o biogás produzido pela digestão anaeróbia pode ser 

utilizado para a geração de calor, eletricidade, combustível automobilístico (similar ao 

gás natural veicular - GNV), além de poder ser colocado na rede e distribuído na forma 

de energia elétrica (Roubaud et al., 2005; Ghosh et al., 2000).  

A maximização do aproveitamento do bagaço de cana na produção de 

biocombustíveis depende diretamente de suas características, composição e 

recalcitrância. Dessa forma, a próxima seção apresenta as características e a composição 

desse substrato lignocelulósico. 
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2.2. Bagaço de cana-de-açúcar (biomassa energética) - Composição química e 

histologia 

O bagaço de cana gerado a partir do processamento da cana-de-açúcar 

(Saccharum officinarum) é classificado como biomassa vegetal altamente oxigenada, 

sendo, portanto, constituído predominantemente de carbono e oxigênio. Uma 

caracterização realizada em 60 amostras de bagaço de cana do nordeste do Brasil por 

Rocha et al., (2015) apontou para uma baixa variabilidade e uma composição elementar 

em que o oxigênio aparece em maior abundância (48,7 ± 1,5%), seguida do carbono 

(44,9 ± 1,1%), hidrogênio (6,1 ± 0,8%), nitrogênio (0,3± 0,1) e cinzas (2,8 ± 1,2).  

Todos estes elementos estão organizados dentro da matriz lignocelulósica e suas 

inúmeras interações formam seus principais constituintes - celulose, hemiceluloses e 

lignina – acarretando em suas propriedades físicas e químicas particulares. Em menor 

proporção encontram-se os compostos que cumprem funções biológicas e metabólicas, 

tais quais os compostos orgânicos (que compõem os extrativos) e inorgânicos (que 

compõem as cinzas) (Saxena et al., 2009). O arranjo desses principais componentes forma 

o complexo lignocelulósico, de forma que fisicamente o bagaço de cana pode ser dividido 

em três estruturas orgânicas principais - medula, fibra e casca (Rabelo 2008). Um 

esquema da estrutura da biomassa lignocelulósica e seus principais constituintes 

(celulose, hemiceluloses e lignina) é apresentado na Figura 3. 
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Figura 3: Esquema da estrutura de uma biomassa lignocelulósica e seus principais 

constituintes (celulose, hemiceluloses e lignina).  

 

Fonte: Rubin (2008) adaptado. 

 

Alguns fatores como o tipo de plantio, solo, terreno, irrigação, luz solar e 

nutrientes podem acarretar em uma variabilidade do teor dos principais componentes de 

uma biomassa lignocelulósica para outra e dentro de um mesmo tipo de biomassa. Alguns 

autores como Banerjee et al., (2002) caracterizaram amostras de bagaços da cana-de-

açúcar e encontraram de 32 – 48% de celulose, 19 – 34% de hemiceluloses, 23 – 32% de 

lignina e 1,5 – 5% de cinzas.  

Além da composição química (teor de polissacarídeos, lignina, extrativos e 

cinzas) o bagaço de cana pode ser caracterizado fisicamente, onde são avaliados o 

tamanho de partícula, volume de poros, cristalinidade, acessibilidade por área superficial, 

abrasividade e distribuição física da lignina. Tais parâmetros possuem grande influência 

no tipo de processamento que será adotado para o bagaço de cana (Garcia, 2009).  
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Perante outros resíduos lignocelulósicos, o bagaço de cana apresenta algumas 

vantagens para a produção de bioenergia por processos de bioconversão. Possui elevado 

rendimento de armazenamento de energia solar (~80 t/ha) comparado com outras 

biomassas como o trigo (~1 t/ha), gramíneas (~2 t/ha) e árvores (20 t/ha). Apresenta 

elevados teores de açúcares fermentescíveis (~70%), além de baixo teor de cinzas (~3%), 

conferindo inúmeras vantagens em comparação com outros resíduos de culturas, tais 

como palha de arroz e palha de trigo, que têm teor de cinzas de 17,5% e 11,0%, 

respectivamente (Pandey et al., 2000). 

Segundo pesquisadores do Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do 

Bioetanol – CTBE, a caracterização do bagaço de cana-de-açúcar é extremamente 

importante para otimizar e maximizar os resultados em quaisquer aplicações, como em 

reações químicas, processos de deslignificação e na produção de biocombustíveis (Rocha 

et al., 2015). Dessa forma, nas próximas seções são apresentados os principais 

constituintes do bagaço, bem como as suas principais características e propriedades 

físico-químicas.  

2.2.1. Celulose  

A celulose é considerada a base estrutural das biomassas o que a torna o polímero 

mais abundante na superfície terrestre. A celulose é um homopolímero linear formado 

unidades de β-D-anidroglicose (AGU) unidas por ligações glicosídicas do tipo β(1→4), 

sendo que o dímero celobiose é a unidade monomérica desse homopolímero. Uma cadeia 

de celulose contém cerca de 1.000 a 15.000 unidades de AGU (Suhas et al., 2016; Moon 

et al., 2011). A Figura 4 apresenta a estrutura química da celulose, enfatizando a 

celobiose, as principais ligações e grupos químicos. 
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Figura 4: Esquema da estrutura química de uma cadeia de celulose representada por seu 

dímero celobiose (duas unidades de β-D-anidroglicose), bem como as ligações 

glicosídicas β(1→4) entre os carbonos.  

 

Fonte: Fengel e Wegener (1989) 

 

No bagaço de cana, a celulose é o constituinte majoritário, sendo relatado na 

literatura teores entre 32 e 47% (Rocha et al., 2015; Mussatto, 2016; Sun et al., 2004). As 

fibras de celulose são resultado da união de inúmeras microfibrilas, as quais são formadas 

por uma vasta rede de ligações inter e intramoleculares, conferindo elevada rigidez, 

resistência mecânica e biológica a esse polímero (Eichhorn et al., 2010). 

As microfibrilas são formadas por regiões cristalinas (arranjo geométrico bem 

definido), resultante da ação combinada e organizada da biopolimerização e cristalização 

da celulose, e por regiões amorfas (menor ordem da rede cristalina). Ambas as formas 

ocorrem em proporções características em celuloses de diferentes biomassas. A 

proporção entre as regiões cristalina e amorfa resulta no grau de cristalinidade da celulose, 

sendo que o grau de cristalinidade influencia em suas principais características e 

propriedades (Driemeier, C., 2013; Ramires et al., 2011; Fengel e Wegener 1989).  

A vasta aplicabilidade da celulose é fundamentada na estrutura química 

hierárquica que se estende por uma escala nanométrica até dimensões macroscópicas. 

Essa organização confere flexibilidade, elevado desempenho mecânico (resistência) e 

funcionalidades. Dessa forma, as fibras de celulose consistem em um excelente material 

de reforço para as árvores, plantas, algas e bactérias (Jeoh et al., 2017).  

Exemplos da importância da celulose no mercado são suas aplicações em uma 

ampla área como síntese de filmes transparentes de elevada resistência, filmes 

antibacterianos, filmes flexíveis, implantes biomédicos, fibras têxteis, dentre outros. A 



____________________________________________Capítulo 2: Revisão bibliográfica 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 36 

celulose com maior grau de cristalinidade chamada de celulose nanocristalina ou whiskers 

de celulose é destacada pelas indústrias de biopolímeros como um material aplicável para 

ganho de elasticidade e propriedades mecânicas, possuindo elevado valor de mercado 

(Azeredo et al., 2017; Gómez et al., 2016; Moon et al., 2011).  

Nos últimos anos as diferentes espécies de celulose e nanocelulose foram 

estudadas e utilizadas por diversos grupos de pesquisa no Brasil (Martins, L. R.; 2017; 

Zimmermann et al., 2017; De Campos et al., 2017; Oliveira et al., 2016). Dentre as 

diferentes pesquisas e aplicações, destaca-se o grande potencial de produção de 

bioenergia a partir da celulose por meio da produção de biogás e bioetanol (Kuila et al., 

2017; Oliveira et al., 2013). 

2.2.2. Hemiceluloses (Polioses) 

As hemiceluloses são o segundo polissacarídeo mais abundante na natureza, 

variando de 12 a 41% (m/m) em função do tipo de biomassa (Mussatto, 2016). Sua 

estrutura amorfa possui cadeias ramificadas e longas (bem menores que as da celulose 

em termos de grau de polimerização) com presença de grupos hidroxila, ácido carboxílico 

e grupos acetila, acarretando em maiores solubilidades em meio aquoso quando 

comparado com a celulose. Suas cadeias possuem composição heterogênea e são 

constituídas por pentoses (açúcares de 5 carbono como a β-D-xilose e α-L-arabinose), 

hexoses (açúcares de 6 carbonos como a β-D-manose, β-D-glicose e α-D-galactose) e 

ácidos urônicos (ácidos de cadeia cíclica como o β-D-glucurônico, α-D-galacturônico e o 

α-D-4-O-metilglucurônico) (Ren et al., 2010; Saha 2003).  

As cadeias de hemiceluloses podem ser constituídas por apenas uma unidade 

monossacarídica como a xilana (unidades de β-D-xilose unidas por ligações glicosídicas 

do tipo β(1→4) ou por mais de uma unidade como as glucomananas (unidades de β-D-

glicose e β-D-manose unidas por ligações glicosídicas do tipo β(1→4)). No bagaço de 

cana-de-açúcar o principal açúcar encontrado é a xilana, com ramificações de ácidos 

glucurônico e arabinose denominadas de glucuronoarabinoxilanas - GAXs (Buckeridge 

et al., 2010).  Tais unidades de açúcares (monômeros) podem variar, principalmente, em 

função da origem botânica e sua localização citológica (Eronen et al., 2011). Esses 

polímeros são classificados como xilanas - unidades de 1,4-β-D-xilose ligadas entre si 

(principais e mais abundantes); mananas - unidades de 1,4-D-β-manose ligadas entre si; 
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arabinanas - unidades de 1,5-α-L-arabinose ligadas entre si e galactanas - unidades de 

1,3-β-D-galactose ligadas (Spiridon et al., 2008). 

As hemiceluloses garantem elasticidade e flexibilidade ao complexo 

lignocelulósico e estão localizadas principalmente na parede celular em associação com 

as microfibras de celulose (ligações de hidrogênio) e com a lignina (ligações covalentes), 

por exemplo por meio de ligações éster com unidades de ácido ferúlico. Essa associação 

desempenha uma integridade estrutural importante nas paredes celulares das biomassas 

lignocelulósicas (Bian et al., 2012; Saha 2003). 

A Figura 5 apresenta a estrutura química da xilana e a xilose (seu principal 

monômero representante das hemiceluloses). Destaca-se a elevada presença de grupos 

hidroxilas e carboxílicos, bem como grupos laterais hidrofílicos capazes de realizarem 

ligações de hidrogênio, facilitando a sua solubilização em água.  

Figura 5: Esquema da estrutura química da xilana e seu monômero xilose (principal 

constituinte da hemiceluloses).  

 

Fonte: Spiridon e Popa, (2008) adaptado. 

 

As hemiceluloses como macromoléculas possuem grande potencial para serem 

aplicadas como formadoras de substâncias-filme, espessantes, emulsificantes, e 

estabilizantes na indústria alimentar, farmacêutica e cosmética (Peng, et al., 2014; Ruiz 

et al., 2013; Spiridon 2008). Esse biopolímero também é precursor químico para a síntese 

de um vasto número de compostos de valor agregado por meio de processos químicos 

(ex.: 2-furfuraldeído, 5-hidroximetil-2-furfuraldeído e ácido levulínico) ou 

biotecnológicos (ácidos lácticos e succínico) (Bian et al., 2012; Neureiter et al., 2004). 

Assim como a celulose, as hemiceluloses podem ser utilizadas como matéria-prima na 
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produção de bioenergia na forma de biogás (Ribeiro et al., 2017; Baeta et al., 2016) e de 

bioetanol (Avanthi et al., 2017; Gírio et al., 2010). 

2.2.3. Lignina 

A lignina é uma macromolécula tridimensional, constituída de unidades 

fenilpropanoides. Pode ser considerada como a “cola celular” das fibras da biomassa e 

sua presença nas paredes celulares dos materiais lignocelulósicos proporciona rigidez, 

resistência mecânica, impermeabilidade, além de acarretar resistência biológica a 

micro-organismos, insetos e patógenos (Agbor et al., 2011; Del Rio et al., 2007; Paster 

et al, 2003). Possui baixa polaridade, estrutura amorfa e segundo Gao et al., (2016) é 

sintetizada pela célula vegetal a partir de uma polimerização desidrogenativa de três 

álcoois (p-cumarílico, coniferílico e sinapílico). Esses álcoois – constituintes básicos da 

lignina - são apresentados na Figura 6. 

Figura 6: Precursores primários envolvidos na formação da lignina. a) álcool 

p-cumarílico; b) álcool coniferílico e c) álcool sinapílico.  

 

 

 

Fonte: Fengel e Wegener (1989) adaptado. 

 

A estrutura química da lignina possui elevada massa molar devido às inúmeras 

ramificações com cadeias laterais de três carbonos ligadas aos anéis aromáticos 

(Hatakeyama et al., 2010). A lignina tem vários sítios reativos em sua estrutura, presentes 

nos anéis aromáticos, bem como em suas cadeias laterais. Dessa maneira, as reações com 

essa molécula podem ocorrer, predominantemente, nos grupos hidroxilas presentes nas 

funções fenol, carbonila de cetona, aldeído e ácido carboxílico e álcoois primários e 

secundários e éter, por meio de uma série de reações, dependendo das condições 

experimentais (Hatakeyama et al., 2010). A Figura 7 apresenta os principais sítios 

reativos da lignina. 
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Figura 7: Principais sítios reativos das unidades de lignina. 

 

 

 

 

 

Fonte: Botaro, (1996). 

A Figura 8 apresenta a estrutura química da lignina e seus distintos grupos 

funcionais, os quais são formados em função da sua origem (Vallejos et al., 2011).  

Figura 8: Estrutura química da lignina de madeira mole. 

Fonte: Windeisen e Wegener, (2012).  
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Nos resíduos lignocelulósicos como o bagaço de cana-de-açúcar a lignina está 

presente na faixa de 22-27% (Mussatto, 2016). Como “recobre” os demais 

polissacarídeos (celulose e hemiceluloses) representa um problema para a utilização do 

bagaço de cana para obtenção de biocombustível e subprodutos de valor agregado, pois 

impede o acesso aos polissacarídeos da parece celular (Windeisen e Wegener, 2012). 

Nesse sentido, em muitas aplicações o bagaço de cana deve ser previamente 

deslignificado (redução da recalcitrância causada pela lignina) para posterior aplicação. 

Após apresentar os três principais constituintes do bagaço de cana-de-açúcar, os 

quais juntos dão origem ao complexo lignocelulósico, destaca-se que para obter a sua 

melhor aplicação na produção de bioenergia, ter-se-á a necessidade de ruptura desse 

complexo. Por consequência, na seção a seguir são abordadas as técnicas de 

pré-tratamento de biomassa. 

2.3. Técnicas de pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas 

Para maximizar a produtividade de bioenergia a partir dos materiais 

lignocelulósicos torna-se atrativa a implementação de tecnologias de pré-tratamento. Tal 

informação fundamenta-se nos principais objetivos dos pré-tratamentos que são 

desagregar o complexo lignocelulósico e melhorar a digestibilidade de seus 

polissacarídeos (Mishra et al., 2017; Putro et al., 2016; Haq et al., 2015). 

Além de desagregar os constituintes da biomassa, os pré-tratamentos visam 

modificar a complexa estrutura lignocelulósica (redução do grau de polimerização), 

remover a lignina e ou as hemiceluloses, diminuir a cristalinidade da celulose, reduzir o 

tamanho de partícula, aumentar a área superficial e o volume de poros da biomassa 

(Mishra et al., 2017; Agbor et al., 2011 e Taherzadeh, et al., 2008). Os pré-tratamentos 

devem ser otimizados para romper o complexo lignocelulósico, facilitando a 

acessibilidade à fração polissacarídica, visando ainda minimizar a formação de 

substâncias inibidoras.  

Para a maximização da eficiência de processos biológicos como a hidrólise 

enzimática e fermentação é essencial a fragmentação do complexo lignocelulósico, 

disponibilizando os polissacarídeos passíveis de bioconversão. Nesse contexto, a etapa 

de pré-tratamento torna-se essencial para propiciar uma hidrólise enzimática eficiente, 

rápida e completa, permitindo maximizar o aproveitamento dos materiais 
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lignocelulósicos (Ishizaki et al., 2014). Na literatura são apresentadas melhorias com a 

implementação dessa etapa em trabalhos de bancada (Chen et al., 2017; Bule et al., 2013; 

García-Cubero et al., 2009) e em escala piloto (Pal et al., 2017). 

Exemplos dos inibidores que podem ser gerados ao longo dos pré-tratamentos 

são os diversos fragmentos de lignina e compostos fenólicos oriundos da sua degradação 

como o 2-furfuraldeído (degradação de pentoses) e 5-hidroximetil-2-furaldeído (HMF) 

(degradação de hexoses), diferentes ácidos orgânicos como acético, fórmico e oxálico, 

dentre outros (Shen et al., 2012; Nakamura et al., 2004). Na literatura são relatados alguns 

dos efeitos negativos desses inibidores (Travaini et al., 2016a; Schneiderman, et al., 2015; 

Bhatt et al., 2014, Barakat et al., 2012) e, portanto, os métodos de pré-tratamento 

adotados, bem como suas condições experimentais, devem ser selecionados 

apropriadamente, de acordo com as etapas subsequentes (ex.: sacarificação e fermentação 

para a produção de bioetanol) (Mishra et al., 2017). 

Estudos da literatura relatam que as alterações físicas e/ou químicas provocadas 

por pré-tratamentos na estrutura lignocelulósica têm sido investigadas com relação à 

melhoria na digestibilidade enzimática (Wang et al., 2015; Behera et al., 2014; Studer et 

al., 2011; Liew et al., 2012). Outros trabalhos demonstram uma correlação direta entre a 

remoção de lignina e maior digestibilidade enzimática da celulose (Zhu et al., 2015; 

Kumar et al., 2009; Carvalheiro et al., 2008 e Taherzadeh, et al., 2008).  

A lignina pode promover adsorção das enzimas, diminuindo sua eficiência de 

bioconversão e reduzindo a sua reutilização (Zhu et al., 2015; Canilha et al., 2011). 

Portanto, a deslignificação é uma opção favorável quando se almeja uma maior 

viabilidade do processo de aproveitamento das biomassas lignocelulósicas. No entanto, 

não somente a presença da lignina, mas a cristalinidade da celulose, acessibilidade aos 

polissacarídeos e as inúmeras ligações da lignina com as hemiceluloses têm forte 

contribuição para a resistência da biomassa frente aos processos de bioconversão (Canilha 

et al., 2011; Mosier et al., 2005). 

Pelo exposto, os pré-tratamentos tornam-se uma importante etapa na 

biorrefinaria lignocelulósica, mesmo sabendo que seu uso acarreta em custos para o 

aproveitamento e uso dos materiais lignocelulósicos. Segundo o Laboratório de Energia 

Renovável dos EUA - NREL (2011) o pré-tratamento é considerado o segundo processo 
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mais caro ao realizar a conversão da biomassa lignocelulósica em etanol. Travaini et al., 

(2015) mensuram, em suas condições de tratabalho, o custo da fase de pré-tratamento em 

~20% dos custos totais da biorrefinaria. Portanto, sua correta otimização atrelada à 

geração de subprodutos de valor agregado é essencial para tornar todo o processo mais 

economicamente viável.  

Embora nem todos os pré-tratamentos resultem em deslignificação substancial 

dos materiais lignocelulósicos, as alterações ocasionadas na lignina podem causar 

modificações em sua estrutura e melhorias nos resultados de bioconversão. Dessa forma, 

a biomassa pré-tratada pode se tornar mais digestível via enzimática do que a biomassa 

in natura mesmo se possuir o mesmo teor de lignina, desde que o pré-tratamento 

empregado não produza compostos inibitórios (Agbor et al., 2011). Quando o efeito da 

presença da lignina é minimizado (deslignificação), a acessibilidade à celulose de baixa 

cristalinidade pelas enzimas celulolíticas torna-se o mais importante fator para alcançar 

elevadas eficiências de hidrólise enzimática (Jeoh et al., 2007). 

Uma ampla variedade de pré-tratamentos foi e está sendo desenvolvida e 

otimizada. Esses pré-tratamentos são classificados como químicos, físicos, biológicos e 

a combinação desses está cada vez maior (Gao et al., 2013). Independentemente do tipo 

de pré-tratamento, ele deve ser implantado com menor consumo de produtos químicos e 

energia para tornar o processo viável economicamente (Rocha et al., 2015, Canilha et al, 

2012). Revisões recentes como a de Mohapatra et al., (2017) e Putro et al., (2016) 

abordam de forma detalhada os diversos pré-tratamentos, suas características e os seus 

principais benefícios. 

Os pré-tratamentos químicos têm sido amplamente utilizados na deslignificação 

de material lignocelulósico na indústria de papel e celulose (Zheng et al., 2009). Pela 

aplicação de meio aquoso básico é possível reduzir o teor de lignina e ou de hemiceluloses 

no resíduo lignocelulósico, ao romper as ligações existentes entre a lignina e os demais 

componentes, aumentando a biodegradabilidade do substrato. Outra característica do 

pré-tratamento químico é a capacidade de proporcionar a redução do grau de 

polimerização da lignina, promovendo a sua remoção por solvência em meio aquoso 

(Wang et al., 2015; Agbor et al., 2011; Mtui 2009).  
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Dentre os pré-tratamentos que utilizam solventes orgânicos para a 

deslignificação destaca-se o processo organossolve. Sua aplicação envolve a utilização 

de um solvente orgânico (ex.: metanol, etanol, acetona ou glicerol) associado à água em 

temperaturas elevadas (170 a 250oC), podendo haver ou não presença de um catalisador 

ácido ou básico (Meigham et al., 2017; Mood et al., 2013). Exemplos das vantagens da 

deslignificação organossolve perante os demais processos de deslignificação são: baixo 

investimento inicial para implantação, facilidade em separar e recuperar as frações da 

biomassa lignocelulósica (Wolf, 2011). Tais vantagens acarretam em um custo reduzido 

para a sua aplicação em escala industrial, tornando viável a integração da deslignificação 

com a utilização dos resíduos lignocelulósicos. 

Os pré-tratamentos químicos envolvendo ácidos ou bases diluídas são realizados 

comumente com elevação de temperatura e ou pressão. Os processos alcalinos muitas 

vezes utilizam hidróxido de sódio (Gao et la., 2013), hidróxido de cálcio (Fuentes et al., 

2011) e solução amoniacal (Kim et al., 2003). O meio básico favorece o rompimento da 

estrutura da lignina, com posterior solubilização de seus componentes e fragmentos. 

Somando a isso, o meio alcalino favorece a solubilização de alguns componentes das 

hemiceluloses como grupos acetila, acarretando assim em uma maior digestibilidade das 

fibras de celulose (Carvalheiro et al., 2008). 

Nos tratamentos ácidos muitas vezes é utilizado o ácido clorídrico (Yu et al., 

2013; Shi et al., 2011) ou sulfúrico diluído (Canilha et al., 2011). Esse tratamento 

favorece, principalmente, a remoção da fração polissacarídica da biomassa 

lignocelulósica, enquanto promove reações de condensação na lignina, embora parte 

dessa lignina possa ser solubilizada durante o pré-tratamento (Santos et al., 2012). 

Entretanto, as desvantagens da utilização de ácidos fortes são a corrosão dos reatores e a 

degradação dos açúcares com formação de compostos inibidores como os furanos. Como 

alternativa, alguns ácidos orgânicos como o fórmico, acético, maleico, cítrico e tartárico 

também têm sido testados (Qin et al., 2012; Sindhu et al., 2010). 

Os pré-tratamentos físicos são aplicados à biomassa lignocelulósica quando o 

objetivo é principalmente reduzir o tamanho das partículas e aumentar o tamanho dos 

poros, acarretando em maior acessibilidade à fração polissacarídica para posterior 

bioconversão. Além disso, esses processos podem proporcionar diminuição da 
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cristalinidade e do grau de polimerização da celulose, porém sua eficiência de 

deslignificação é reduzida (Harmsen et al., 2010).  

Diferentes tipos de pré-tratamento físicos são citados na literatura como moagem 

(moinho de bolas, de rolo, de martelos, de faca), trituração, ultrassom e até o uso de 

radiação (raios gama e feixe de elétrons) (Grimaldi, 2013). Entretanto, os processos 

físicos são correlacionados a grandes gastos energéticos quando utilizados em escalas 

industriais (Zhu, J. et al., 2011; Zhu, W. et al., 2010). 

O pré-tratamento hidrotérmico também denominado como autohidrólise (liquid 

hot water – LHW) é um pré-tratamento físico-químico onde a biomassa é submetida a 

elevadas temperaturas e ou pressões em diferentes razões líquido-sólido. Esse pré-

tratamento é comumente realizado em reatores de aço inox e possui a vantagem de não 

necessitar de adição de ácidos ou bases, possibilitando um fracionamento da biomassa 

sem corrosão do reator (Baeta et al., 2016; da Cruz et al., 2012; Yu, Q. et al., 2011). 

Nesse pré-tratamento elevadas frações de hemiceluloses são rapidamente hidrolisadas, 

solubilizadas e convertidas a monossacarídeos sem afetar significativamente as frações 

de lignina e celulose, quando a temperatura não é demasiadamente elevada (até 200°C).  

O hidrolisado hemicelulósico rico em xilose, arabinose e glicose possui baixa 

concentração de produtos de degradação de açúcares e lignina, bem como de compostos 

inibidores, desde que as condições reacionais não empreguem uma severidade elevada. 

Entretanto, em função da temperatura e do tempo reacional (fator severidade) existe a 

possibilidade de formação de derivados de furanos como o furfural (2-furfuraldeído) e o 

HMF (5-hidroximetil-2-furfuraldeido) (Baêta et al., 2016). 

Os pré-tratamentos biológicos empregam micro-organismos como os fungos, 

que produzem enzimas capazes de degradar não somente a lignina, mas também a 

celulose e as hemiceluloses. No entanto, a velocidade de degradação lenta é uma 

desvantagem da aplicação desse processo biológico. Além disso, tais processos requerem 

um controle rigoroso das condições experimentais (Kuhar et al., 2008). As principais 

vantagens dos processos biológicos são o baixo custo energético, a não geração de 

produtos tóxicos e o elevado rendimento de produtos desejáveis (Rabelo et al., 2012). 

Por fim, a combinação de pré-tratamentos físicos e químicos tem sido descrita 

por ocasionar alterações na estrutura da lignina, além de promover a solubilização das 
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hemiceluloses, acarretando em melhorias na acessibilidade da celulose durante a hidrólise 

enzimática (Hendriks et al., 2009; Chandra et al., 2007). O principal exemplo de pré-

tratamento que envolve a combinação de processo físico e químico é o pré-tratamento por 

“explosão a vapor” (steam explosion). 

A “explosão a vapor” foi desenvolvida durante a década de 1970 e é classificada 

como um processo físico-químico (Spalt 1977). Nesse tratamento o material 

lignocelulósico é aquecido usando vapor sob alta pressão (20 a 50 bar) a elevadas 

temperaturas (≥ 200oC) e durante curtos períodos (segundos a poucos minutos) 

(Perez-Elvira, et al., 2015; Carvalheiro et al., 2008). As elevadas pressões do sistema 

condensam o vapor superaquecido, umedecendo a biomassa, a qual é conduzida para fora 

do reator rapidamente por meio de uma despressurização instantânea. Devido à redução 

da pressão, a umidade condensada evapora rapidamente promovendo a desagregação 

física e química do complexo lignocelulósico (Perez-Elvira et al., 2015; Karunanithy et 

al., 2010).  

Além desses pré-tratamentos, destacam-se os processos oxidativos avançados 

(POA) que também têm sido aplicados na biomassa lignocelulósica. A literatura aponta 

para as principais vantagens de deslignificar materiais lignocelulósicos com processos 

oxidativos como uma simplificação do processo (temperaturas e pressões moderadas, sem 

aplicação de ácidos concentrados), levando a uma menor geração de compostos inibidores 

e baixa perda da fração de celulose (Rabelo et al., 2014; Correia et al., 2013). Essas 

vantagens viabilizam a ampliação de escala dos POA, facilitando as suas integrações a 

outros processos bioenergéticos como sacarificação enzimática, fermentação e digestão 

anaeróbia (Banerjee et al., 2012; Krishna et al., 1998).  

Dentre os vários oxidantes químicos existentes destaca-se a versatilidade do 

ozônio (O3) e do peróxido de hidrogênio (H2O2), além da combinação desses com 

radiação (principalmente ultravioleta – UV) para a remoção, oxidação e, principalmente 

mineralização dos compostos recalcitrantes da biomassa lignocelulósica. Durante os 

POA, esses oxidantes podem atuar diretamente no substrato e seu poder de oxidação pode 

ser potencializado por meio da geração de radicais (Dezotti, 2008; Mattos et al., 2003). 

Os radicais, tais quais o hidroxila (•OH) e o superóxido (O2
•), podem levar à 

maximização da eficiência do pré-tratamento oxidativo. Isso decorre do fato de tais 
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radicais possuírem potencial de redução superior aos dos próprios oxidantes alimentados 

no reator (O3 e H2O2), intensificando e acelerando a cinética de oxidação (Mattos et al., 

2003; Andreozzi et al., 2000). Reações do tipo substituição eletrofílica, substituição de 

cadeias laterais, clivagem das ligações aril- e alqui-éter (por exemplo β-O-4 e α-O-4) e 

clivagem dos anéis aromáticos são relatadas nesse processo de deslignificação via POA 

(Hon e Shiraishi 2001). Dessa maneira, a aplicação desses tratamentos proporciona um 

risco de geração de compostos aromáticos inibidores provenientes da oxidação parcial da 

lignina e, portanto, precisam ser estudados (Hendriks et al., 2009). 

As principais variáveis que afetam a eficiência da oxidação do material 

lignocelulósico envolvendo esses oxidantes são: concentração do agente oxidante, forma 

de alimentação – dose única, periódicas ou contínuas, tempo de contato, temperatura, 

razão sólido-líquido e pH do meio (Rabelo 2014; Banerjee et al., 2012). Os benefícios 

desses oxidantes podem ser constatados no trabalho de Rabelo et al., (2014), que 

aplicaram peróxido (7,36% v/v) em meio alcalino (pH = 11,5) durante 1 h a 25oC e 

tiveram rendimentos de hidrólise enzimática da ordem de 90%. Outros autores como 

Qureshi et al (2008) e Saha (2006) também utilizaram o peróxido no pré-tratamento de 

palha de trigo para posterior bioconversão enzimática desse resíduo. 

A combinação desses oxidantes com radiação ultravioleta (H2O2/UV e O3/UV) 

tem como vantagem o aumento da formação dos radicais e, consequentemente, maior 

poder de oxidação do processo (Mattos et al., 2003). Basicamente, a radiação UV interage 

com as moléculas do agente oxidante promovendo uma quebra homolítica, gerando os 

radicais (Dezotti 2008). Entretanto, devido ao forte caráter eletrofílico dos radicais, as 

principais reações tendem a ocorrer, preferencialmente, em regiões de elevadas 

densidades eletrônicas presentes na lignina. Ek et al., (1989) confirmam essa hipótese ao 

demonstrar uma maior interação dos radicais com a lignina (5-6 vezes maior) do que com 

os carboidratos. A Figura 9 apresenta de forma resumida os principais tipos de pré-

tratamento para biomassa apresentados nessa revisão da literatura. 
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Figura 9: Classificação das técnicas de pré-tratamento. 

 

Fonte: Adaptado Mohapatra et al., (2017). 

 

Desta forma, o presente trabalho visou maximizar o aproveitamento energético 

do bagaço de cana por meio da produção de etanol 2G atrelada à de biogás. Para tanto, 

conforme apresentado na revisão da literatura existe a necessidade de aplicação de uma 

técnica de pré-tratamento e para tanto foi escolhido o ozônio. Na próxima seção serão 

apresentadas as características dessa tecnologia e suas principais vantagens, as quais 

fundamentam a escolha feita no presente trabalho.  

2.4. Ozonização (O3) 

O ozônio (O3) é uma forma triatômica do oxigênio cuja nomenclatura segundo 

a IUPAC é trioxigênio. Apresenta-se como um gás instável, incolor e de odor 

característico. Em fase aquosa decompõe-se facilmente em oxigênio molecular e produz 

espécies radicalares (elevado poder de oxidação). É um composto químico natural, mas 

também pode ser produzido em laboratório por diferentes métodos, dos quais destaca-se 

a aplicação de descarga elétrica no ar ou em oxigênio de maior pureza (processo Corona) 

(Oliveira et al., 2012; Guzel-Seydim et al., 2004).  
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Devido a sua elevada reatividade (em meio aquoso neutro seu tempo de meia 

vida, t1/2, é de ~15 min), o ozônio é de difícil transporte, sendo, portanto, produzido in situ 

para sua imediata utilização. Seu alto poder oxidante é fundamentado em seu elevado 

potencial de redução (E0= 2,07V a 25°C) quando comparado a outros agentes oxidantes 

(Dezotti, 2008). Para uma simples comparação na Tabela 1 são apresentados alguns 

compostos oxidantes e seus respectivos potenciais de redução.  

Tabela 1: Potencial de redução (eV) do ozônio e de alguns agentes oxidantes em meio 

aquoso. 

Oxidante Potencial de Redução (eV) 

Radical hidroxila (•OH) 2,80 

Ozônio (O3) 2,07 

Peróxido (H2O2) 1,77 

Radical hidroperóxido (HO2•) 1,70 

Dióxido de cloro (ClO2) 1,50 

Cloro (Cl2) 1,36 

Oxigênio (O2) 1,23 

 

Segundo Dezotti (2008) duas formas estruturais de ressonância para o ozônio 

podem ser possíveis e suas propriedades químicas são decorrentes de suas estruturas 

eletrônicas. A possibilidade de se apresentar nessas configurações eletrônicas permite que 

o ozônio apresente momento dipolar, podendo reagir como um composto eletrofílico ou 

nucleofílico. As estruturas de ressonância do ozônio molecular são apresentadas na 

Figura 10. 

Figura 10: Estruturas de ressonância do ozônio molecular (O3(g)). 

 

Fonte: Nascimento (1998). 

 

De forma geral, em ambos os mecanismos o ozônio tende a atuar em regiões de 

elevadas densidades eletrônicas, como nas ligações insaturadas e nas estruturas 

aromáticas (Bule et al., 2013). Os mecanismos de oxidação da matéria orgânica pela 
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aplicação do ozônio podem ser classificados em direto (reação molecular) ou indireto 

(reação radicalar). 

O mecanismo direto denominado de ozonólise (mecanismo de Criegee) ocorre 

quando a própria molécula de ozônio (O3) promove uma adição eletrofílica a uma ligação 

dupla (π) entre carbonos, podendo também ocorrer hidroxilação, caso a reação ocorra em 

um anel aromático, seguida de abertura do anel e oxidação do carbono a ácido carboxílico 

(Criegee, 1975; Nascimento et al., 1998). Grupos funcionais como álcoois, aldeídos e 

éteres também podem reagir na presença de ozônio (ataque nucleofílico) (Travaini et al., 

2013). A Figura 11 apresenta um esquema do mecanismo direto (ozonólise) da reação do 

ozônio com as ligações insaturadas em compostos orgânicos acíclicos.  

Figura 11: Esquema do mecanismo de Criegee (mecanismo direto) da oxidação 

envolvendo ozônio entre ligações duplas carbono-carbono. 

 

Fonte: Solomons (2017). 

 

Enquanto no mecanismo indireto a reação ocorre por meio da formação de 

radicais como os radicais hidroxila (•OH) e superóxido (O2•
-), gerados da decomposição 

da molécula de ozônio. Esses radicais possuem baixa seletividade, grande reatividade e 

elevado poder de oxidação (E°= 3,06V a 25°C), superior ao do próprio ozônio (Dezotti, 

2008; Nascimento et al., 1998). O esquema de oxidação envolvendo o ozônio pelo 

mecanismo indireto é apresentado na Figura 12. Nesse caso, a ozonização é considerada 
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um processo oxidativo avançado (POA), que pelo elevado potencial oxidativo (Tabela 1) 

tem despertado bastante interesse. 

Figura 12: Esquema simplificado dos principais mecanismos indiretos de oxidação da 

matéria orgânica com ozônio em meio aquoso. 

 

Na qual: MO = Matéria Orgânica; MOox = Matéria orgânica oxidada; R.; OH.; O2
. -, HO2

., 

ROO. são radicais. Fonte: Mahmound (2007). 

 

Como já mencionado, no complexo lignocelulósico do bagaço de cana as densas 

regiões eletrônicas como os anéis aromáticos e as ligações insaturadas encontram-se 

presentes nas estruturas das macromoléculas de lignina (Figura 8). Portanto, será 

predominantemente nessa macromolécula que ambos os mecanismos de oxidação com o 

ozônio ocorrerão. De acordo com os estudos de Maia e Colodette (2003), o ozônio reage 

por mecanismo direto até 106 vezes mais rápido com a lignina do que com os carboidratos. 

Entretanto, as condições experimentais como temperatura, pH e concentração de ozônio 

possuem grande influência na predominância dos mecanismos de oxidação direta 

(ozonólise) ou indireta (oxidação avançada) (Windeisen e Wgener 2012). 

Em condições ácidas (pH ≤ 4) predomina a ozonólise, na qual o ozônio 

molecular reage diretamente e especificamente nas regiões de elevada densidade 

eletrônica (Mahmoud et al., 2007). Nessa condição o pH do meio tende a diminuir ao 
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longo dos ensaios de deslignificação, uma vez que são gerados ácidos orgânicos (acético, 

fórmico e láctico) (Travaini et al., 2013).  

As análises de ressonância magnética nuclear (RMN) realizadas por Bule et al. 

(2013) mostraram modificações significativas na estrutura da lignina ao ser oxidada por 

ozônio via ozonólise, destacando elevadas proporções de quebras das ligações α-O-4 e 

β-O-4 e abertura oxidativa de unidades fenólicas. Na Figura 13 é apresentado um esquema 

de oxidação pelo ozônio (mecanismo de Criegee) da ligação β-O-4 presente na molécula 

de lignina. 

Figura 13: Oxidação via ozonólise das ligações β-O-4 presentes nas macromoléculas de 

lignina. 

 

Fonte: Nascimento et al., (1998). 

 

Enquanto a aplicação do ozônio em meio alcalino leva à formação de radicais, 

favorecendo a remoção da lignina e intensificando a eficiência de deslignificação. 

Entretanto, a baixa seletividade dos radicais produzidos em meio básico pode acarretar 

em danos à estrutura dos carboidratos (García-Cubero et al., 2009), mesmo que a 

velocidade de reação dos radicais com a lignina seja superior em comparação com os 

carboidratos (5 a 6 vezes maior) (Ek et al., 1989). 

A interação do ozônio com a lignina durante o pré-tratamento pode gerar 

diversos fragmentos de lignina, compostos fenólicos (4-hidroxibenzaldeído; 2-

hidroximetoxiacetofenona), ácidos orgânicos (succínico, oxálico, láctico, acético, 

caproico, 4-hidroxibenzoico) dentre outros, os quais podem minimizar a eficiência das 

etapas subsequentes da produção de etanol 2G (Zabed et al., 2016; Schultz et al., 2011; 

Klinke et al., 2004, Mvula et al., 2003). Frente à possibilidade de geração desses 
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compostos orgânicos inibidores, trabalhos descritos na literatura apontam algumas 

alternativas para a sua remoção, visando melhorias tanto na etapa de sacarificação quanto 

na etapa de fermentação. Dentre as alternativas, destacam-se a separação das frações 

sólida (pré-tratada com ozônio) e líquida; lavagem (ex.: água, solução alcalina) da fração 

sólida; uso de adsorventes como resinas e carvão ativado; dentre outros (Yu et al., 2017; 

Mussatto 2016; klinke et al., 2004; Palmqvist et al., 2000). 

Na literatura são encontrados trabalhos recentes onde são compiladas 

informações sobre a utilização do ozônio como pré-tratamento de biomassa 

lignocelulósica, seus principais efeitos e benefícios, juntamente com uma avaliação 

energética e econômica do processo (Coca et al., 2016; Peral, 2016; Mussatto et al., 2016; 

Travaini et al., 2015). Tais referências descreveram gastos energéticos da ordem de 

16,5 MJ para a produção de 1 kg de O3 (Travaini et al., 2015), com um custo de 

aproximadamente 1,76 USD/kgO3 (Mussatto et al., 2016). 

A aplicação de ozônio previamente à hidrólise enzimática é vista como uma 

alternativa atrativa, corroborando com ganhos nos rendimentos enzimáticos como 

mencionado por García-Cubero et al., (2012), que relataram um ganho de 50% ao tratar 

casca de arroz. Kojima e Yoon (2008) também relataram um ganho de 58% ao tratar os 

resíduos de polpa celulósica. Além dos trabalhos citados, Travaini et al., (2015) 

concluíram que as eficiências de deslignificação pela aplicação do ozônio como uma 

etapa de pré-tratamento em diferentes resíduos lignocelulósicos podem alcançar até 80%, 

proporcionando também elevadas eficiências de hidrólise enzimática (até 75%).  

Na Tabela 2 são apresentados os principais resultados envolvendo a aplicação 

do ozônio para deslignificação de materiais lignocelulósicos. Destaca-se que todos os 

trabalhos apresentados foram retirados da equação de busca utilizada para fazer as 

análises bibliométricas apresentadas na próxima seção (4.4).  
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Tabela 2: Condições experimentais do pré-tratamento com ozônio aplicado em resíduos lignocelulósicos bem como os principais resultados de 

deslignificação. 

Referência 
Material  

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Eqra et al., 

(2014) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Coluna de vidro - leito fixo (70 × 50 × 50 cm) 

Aumento na eficiência de hidrólise enzimática de 

67%. 

b) 50% 

c) 10.000 mg/L 

d) 3,3 h 

e) - 

f) 1 mm 

g) - 

Souza-Corrêa et 

al., (2013) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Coluna aço inoxidável - leito fixo (10 × 12 cm) 

60% de deslignificação 

b) 20 g e 50% 

c) - 

d) 4 h 

e) - 

f) 0,5 mm 

g) 0,90 L/min 

Travaini et al., 

(2013) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Coluna de vidro - leito fixo (50 × 2,7 cm) 

55% de deslignificação; aumento da eficiência da 

hidrólise enzimática de 6,6% para 35% em termos de 

glicose, e de 2,0% para 52% em termos de xilose 

b) 35 g; 40% 

c) 3,44 (v/v) 

d) 120 min 

e) 0,21 gO3/g bagaço BS 

f) 

g) 

a) Especificações do reator; b) Massa inicial e umidade; c) concentração de O3; d) Tempo de contato; e) Consumo de O3 f) Tamanho de partícula g) fluxo O3. 
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Tabela 2: Condições experimentais do pré-tratamento com ozônio aplicado em resíduos lignocelulósicos bem como os principais resultados de 

deslignificação (continuação). 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Travaini et al., 

(2013) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Coluna de vidro - leito fixo (50 × 2,7 cm) 

33% de deslignificação; aumento da eficiência da 

hidrólise enzimática de 6,6% para 42% (glicose)  

b) 35 g; 80% 

c) 3,44 (v/v) 

d) 60 min 

e) 0,12 gO3/g bagaço BS 

f) 

g) 

Panneerselvam et 

al. (2013a) 

Gramíneas 

(Grasses) 

a) Coluna leito fixo (50 × 5 cm) 

60% de deslignificação; conversão de glicose de 

100% e 60,6% de conversão de xilana para 

amostras lavadas. 

b) 5 g e 30% 

c) 40 mg/L 

d) 2 h  

e) -  

f) 2 mm 

g) 0,25 L/min 

Wu et al.;  

(2013) 
Palha de Trigo 

a) Frasco de vidro (350 mL) de 60 mm de diâmetro 

Aumento da produção de glicose de 154 mg/g 

para 564 mg/g (aumento da eficiência em 266%).  

b) 5 g e 40% 

c) -  

d) 90 min 

e) 0,585 mg O3/g Biomassa 

f) 2 mm 

g) 0,63L/min 

a) Especificações do reator; b) Massa inicial e umidade; c) concentração de O3; d) Tempo de contato; e) Consumo de O3 f) Tamanho de partícula g) fluxo O3.  
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Tabela 2: Condições experimentais do pré-tratamento com ozônio aplicado em resíduos lignocelulósicos bem como os principais resultados de 

deslignificação (continuação). 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

De Barros et al., 

(2013) 

Palha e bagaço de 

cana-de-açúcar 

a) - 

81% de eficiência de hidrólise para o bagaço de 

cana e 92% para palha  

b) 20 a 40 g; 60% 

c) - 

d) 120 min 

e) 0,377 gO3/g Bagaço 

f) > 2 mm 

g) 0,5 L/min 

García-Cubero et 

al., (2012) 
Palha de cereais 

a) Coluna de vidro - Leito fixo (50 × 2,7 cm) 

Eficiência de hidrólise de 50% para glicose e de 

30% para xilose 

b) 50 – 55 g e 40% 

c) 2,7 (m/m) 

d) 120 min 

e) 0,10 gO3/g biomassa seca 

f) 3 - 5 mm 

g) 1,0 L/min 

García-Cubero et 

al., (2009) 

Palha de Trigo e 

centeio 

a) Coluna de vidro - Leito fixo (50 × 2,7 cm)  

Aumento da eficiência de hidrólise de 53 para 89% 

para o trigo e de 36 para 57% para a palha 

b) 40% 

c) 2,7 (m/m) 

d) 2,5 h 

e) - 

f) 3 - 5 mm 

g) 1,0 L/min 

a) Especificações do reator; b) Massa inicial e umidade; c) concentração de O3; d) Tempo de contato; e) Consumo de O3 f) Tamanho de partícula g) fluxo O3. 
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2.5. Análises bibliométricas da aplicação do ozônio no bagaço de cana-de-açúcar 

O aproveitamento energético do bagaço de cana vem cada vez mais ganhando 

importância na participação energética de uma biorrefinaria. Considerando a importância 

energética e econômica da etapa de pré-tratamento no processo de produção de etanol 2G, 

uma reflexão teórica por meio de pesquisa exploratória, descritiva e bibliográfica foi 

realizada. A bibliometria usa análises quantitativas e estatísticas para interpretar as 

informações nos documentos analisados. Métodos bibliométricos são aplicados para 

investigar a estrutura, características e padrões de ciência e tecnologia (Mao et al., 2015). 

A seleção dos periódicos foi realizada com base no banco de dados da Web of 

Science®, sendo utilizados dois indicadores de qualidade de pesquisa: fator de impacto e 

o índice h, Tais indicadores levam em conta a quantidade de artigos publicados e o 

número de citações. Dessa forma, foram aplicados a autores, países e instituições da base 

de dados local. (Hirsch, 2010). 

A análise bibliométrica foi realizada almejando contextualizar a aplicação de 

ozônio no bagaço de cana. Essa abordagem visa identificar, por meio de dados 

quantitativos, os trabalhos mais renomeados, ano de publicação, local de publicação 

(países e as suas respectivas instituições), bem como seus autores. Os parâmetros 

utilizados na análise incluíram autor, título, tipo de documento, ano de publicação, 

idioma, país, instituições, citações, palavras-chave. Nesse sentido, a análise bibliométrica 

foi realizada no dia 16 de novembro de 2017 com as seguintes palavras-chave: biomassa; 

bagaço de cana de açúcar; pré-tratamento, ozônio, ozonização e ozonólise). Essas 

palavras foram organizadas formando a seguinte equação de busca:  

Equação de busca: (biomassa E ("bagaço de cana de açúcar" OR Bagaço)) E (pré-

tratamento)) E (ozônio, ozonização, ozonólise).  

Com essa equação de busca foram encontraram 52 documentos científicos, sendo 

que os trabalhos tiveram suas publicações nos anos de 1985 a 2017. A Figura 14 apresenta 

a distribuição temporal das publicações em todo mundo e seus respectivos números de 

citações. 
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Figura 14: Publicações e citações de trabalhos encontrados com a equação de busca da 

análise bibliométrica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por meio da Figura 14 é possível perceber que o maior número de publicações 

(11 documentos) foi obtido no ano de 2016. O reduzido número de trabalhos científicos 

publicados nessa área demonstra que a pesquisa abordada é atual e emergente, possuindo 

espaço para novos trabalhos. O banco de dados da Web of Science utilizado abrange 

artigos de revistas, reviews, livros e seções de livros da área abordada nessa bibliometria. 

Dentre os documentos selecionados (Figura 14), destaca-se seis reviews, os quais 

discutem de forma abrangente a aplicação do ozônio no bagaço de cana. Esses trabalhos 

são compilados na Tabela 3 a seguir, com seus respectivos anos de publicação e citações. 

  



____________________________________________Capítulo 2: Revisão bibliográfica 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 58 

Tabela 3: Principais trabalhos científicos da literatura encontrados pela equação de busca 

da análise bibliométrica. 

Título 
Autor 

Principal 

Ano de 

publicação 

No de 

citações 

Pretreatment of lignocellulosic wastes to improve ethanol 

and biogas production: A review 

Taherzadeh, 

M. J. 
2008 870 

Life cycle assessment of lignocellulosic bioethanol: 

Environmental impacts and energy balance 
Morales, M. 2015 40 

Ozonolysis: An advantageous pretreatment for 

lignocellulosic biomass revisited 
Travaini, R. 2016b 25 

Life cycle assessment of the sugarcane bagasse electricity 

generation in Brazil 
Silva, D. A. L.  2014 20 

Green methods of lignocellulose pretreatment for 

biorefinery development 
Capolupo, L. 2016 4 

Unconventional Pretreatment of Lignocellulose with Low-

Temperature Plasma 
Vanneste, J. 2017 1 

 

Mesmo com um reduzido número de reviews, os trabalhos citados na Tabela 3 

apresentam grande contribuição científica ao apresentar, com riqueza de detalhes, 

trabalhos como o de Travaini et al., 2016b. As condições experimentais e os principais 

resultados desse trabalho serão apresentados na seção 2.6 (ver Tabela 4).  

Dentre os autores desses trabalhos de revisão, destacam-se alguns pesquisadores 

brasileiros como Silva, D. A. L (USP - Brasil) e Travaini, R. (Universidade de Valladolid 

- Espanha) os quais vêm desenvolvendo trabalhos utilizando o ozônio para o 

aproveitamento de biomassa lignocelulósica. Além desses, outros brasileiros também se 

destacam nessa área de pesquisa como Amorim J. (CTBE - SP); Souza-Correa, J. A. 

(CTBE - SP); Oliveira, C. (CTBE - SP); Da Silva, R. e Bolado-Rodrigues, S. 

(Universidade de Valladolid - Espanha).  

O Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CTBE) vêm 

atuando na área de biomassa voltada à produção de energia, tornando-se o centro de 

pesquisa brasileiro com os melhores índices de publicação no tema avaliado 

(5 publicações e 55 citações). Nesse sentido, até 2017 os incentivos à pesquisa nessa área 
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geraram 174 citações para todos os trabalhos realizados por pesquisadores brasileiros e 

um total de 17 trabalhos publicados nesse tema específico. Portanto, a análise 

bibliométrica demonstra que a utilização de ozônio para o aproveitamento energético do 

bagaço de cana ainda é um assunto recente e que os resultados alcançados no presente 

trabalho irão contribuir ainda mais para o entendimento energético e econômico dessa 

tecnologia. 

2.6. Produção de etanol de segunda geração (2G) 

A fim de aumentar a produção do etanol tem-se como principal alternativa o 

aproveitamento do bagaço de cana para a produção do etanol 2G (RFA 2016; Dias et al., 

2014). Segundo Soccol et al., (2010) utilizando 50% do bagaço de cana disponível após 

a etapa de moagem é possível integrar a produção de etanol 1G com a de 2G, aumentando 

em 60% a produção de etanol por hectare, passando de 6.000 L/ha para 10.000 L/ha. Além 

disso, pode-se atrelar a essa produção a geração de outros compostos de valor agregado, 

tais quais butanol, butanona, 1,3-butadieno, formaldeído, xilitol dentre outros (Baeyens 

et al., 2015).  

Segundo o Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol – INCT em 

2014 o Brasil começou a produzir etanol 2G em escala industrial. O INCT calcula que 

seja possível elevar em 50% a produção atual de 20 bilhões de litros de álcool combustível 

no país. Entretanto, o próprio Instituto atenta para os elevados custos de produção e 

salienta o esforço para uma redução desse custo na ordem de 30% (INCT 2013).  

O etanol 2G é um biocombustível que possui elevada sustentabilidade, uma vez 

que não há necessidade de plantio de nenhum hectare a mais de cana-de-açúcar para 

produzi-lo, tendo em vista que a matéria-prima utilizada na sua produção (bagaço e palha 

de cana-de-açúcar) é o resíduo da produção de etanol 1G e de açúcar (Aditiya et al., 2016). 

Dessa forma, a produção do etanol 2G não compete com a produção de alimentos e ainda 

agrega valor aos resíduos gerados na produção do etanol (INCT 2013). Uma das empresas 

de produção de etanol 2G em operação no Brasil é a GranBio® (100% Brasileira), fundada 

em 2011 com uma unidade no Estado de Alagoas, cuja capacidade de produção é de 

82 milhões de litros por ano de etanol 2G produzido a partir do bagaço de cana (GranBio, 

2017).  
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A produção de etanol 2G é tradicionalmente realizada pela submissão do bagaço 

de cana às etapas de pré-tratamento, sacarificação, fermentação e destilação. Dependendo 

da escolha do pré-tratamento pode ser necessário ainda utilizar uma etapa de 

detoxificação (Zabed et al., 2016) previamente à etapa de sacarificação ou fermentação. 

No entanto, a melhor estratégica para intensificar a eficiência de produção de etanol 2G 

é dependente de fatores tecnológicos, econômicos e ambientais (Aditiya et al., 2016; 

Silva et al., 2014; Franco et al., 2013). Portanto, as etapas de sacarificação e fermentação 

podem ser estrategicamente realizadas de forma integrada (única etapa) ou em etapas 

subsequentes separadas (Soccol et al., 2010; Carona et al., 2010).  

O processo de produção de etanol pode ser realizado de forma integrada, a qual 

é denominada sacarificação simultânea a fermentação (SSF), co-fermentação (CF), 

sacarificação simultânea a co-fermentação (SSCF) ou ainda por bioprocessamento 

consolidado (CBP – consolidated bioprocessing). A Figura 15 apresenta um esquema 

com as possibilidades de produção de etanol por meio de processos integrados (Zabed et 

al., 2016; Cardona et al., 2010). 

O processo integrado tem como característica principal a combinação das 

reações enzimáticas (sacarificação) com as conversões microbiológicas fermentativas dos 

açúcares em uma mesma unidade. Essa combinação acarreta em vantagens como 

processos mais compactos, menor consumo de energia e, portanto, menor custo. Contudo, 

essa integração possui como desvantagem a falta de modelos matemáticos apropriados 

para descrever as condições ótimas dos processos dessa configuração. Tal fato acarreta 

em maior complexidade do controle operacional como temperatura, pH e tempo 

reacional, necessitando de tecnologias avançadas, as quais possuem maiores custos e 

dificuldades de adequação às necessidades dos projetos (Cardona et al., 2008).  
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Figura 15: Esquema das possibilidades de produção de etanol 2G por meio de processos 

integrados a partir da biomassa lignocelulósica. 

 

Na qual: C, celulose; H, hemicelulose, L, lignina; P, Pentose; I, inibidores; Cel, celulase; 

G, glicose; EtOH, etanol; SSF, sacarificação simultânea a fermentação; SSCF, 

sacarificação simultânea a co-fermentação; CBP, bioprocessamento consolidado. 

Fonte: Adaptado de Cardona et al., (2007). 

 

A realização dessas etapas (sacarificação e fermentação) em unidades separadas 

é denominada de SHF (separate hydrolysis and fermentation). Nessa configuração 

sequencial o bagaço pré-tratado sofre hidrólise (sacarificação) em uma unidade, sendo o 

hidrolisado resultante (fração líquida) fermentado e convertido a etanol em uma segunda 

unidade. A principal vantagem dessa configuração é que cada etapa pode ser realizada 

em suas condições reacionais ótimas (principalmente em termos de temperatura e pH). 

Esse fato torna a SHF a tecnologia mais utilizada em escala comercial (Silva et al., 2014; 

Cardona et al., 2008). A Tabela 4 apresenta alguns resultados e condições experimentais 

de produção de etanol 2G a partir de material lignocelulósico. 
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Tabela 4: Resultados de produção de etanol 2G a partir da biomassa lignocelulósica com as principais condições de processo. 

Referência 
Mat. Lignocelulósico 

(pré-tratamento) 
Condição Experimental Principais resultados 

Travaini et al.,  

(2016b) 

Bagaço de cana 

(ozônio em coluna) 

a) S. cerevisiae (5,5% v/v) 

suplementado com 4g/L levedura; 
3,85 MJ/kg bagaço (somente fermentação de 

glicose) 

*5,52 MJ/kg bagaço (fermentação de glicose 

e xilose) 

* Extrato de P. stipitis DSM 3651 

b) 24 h; 30oC; 175 rpm 

c)  

d) batelada 

Rabelo et al.,  

(2011) 

Bagaço de cana 

(H2O2 em pH ácido e alcalino) 

a) S. cerevisae 

b) 18 h; 30oC; 150 rpm 

c) 500 mL 

d) 

2,5 g/L de etanol (215 mg/g de glicose via 

HE) 

Rabelo et al.,  

(2014) 

Bagaço de cana 

(H2O2 em pH alcalino) 

a) S. cerevisiae 

b) 36 h; 34oC; 300 rpm 

c) 700 mL 

d) batelada 

187,8 mg etanol/g bagaço 

Gupta et al.,  

(2012) 

Bagaço de cana 

 

a) S. cerevisae 

b) 14h 

c) 

d) batelada* e batelada alimentada** 

(34,8 g/L etanol; 0,45 g/g e 3,16 g/L.h)* e 

(52, 83 g/L etanol; 0,45g/g e 4,40g/L.h)** 

a) Inóculo fermentativo; b) tempo; temperatura; agitação; teor de sólidos; c) volume reacional; d) tipo de processo. 
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Tabela 4: Resultados de produção de etanol 2G a partir da biomassa lignocelulósica e suas principais condições de processo (continuação).  

Referência 
Mat. Lignocelulósico 

(Pré-tratamento) 
Condição Experimental Principais resultados 

Schultz-

Jensen et al. 

(2011) 

 

Palha de trigo  

(ozônio) 

a) S. cerevisiae 

50% de rendimento etanol 
b) 24 h; 30oC;130 rpm 

c) 750 mL 

d) SSF – batelada 

Lavudi et al., 

(2017) 

Bagaço de Sorgo 

(Ácido e alcalino) 

a) Pichia kudriavzevii HOP-1 

suplementado com 0,2% extrato 

b)72 h; 35oC; 100 rpm 

c) 

d) SHF 

26 g/L etanol (0,4 g/L.h) 

Singh et al., 

(2013) 

Bagaço de cana  

(NaOH  

2,75% m/v com RLS de 10:1) 

a) S. cerevisiae imobilizada em 

bagaço de cana 

b) 72 h; 

c) 500 mL 

d) Batelada  

15,9 g/L etanol (0,43 g/L.h) 

 

Nieves et al., 

(2011) 

Bagaço de cana  

(Ácido fosfórico,  

180oC em 10 min) 

a) Escherichia coli MM170 

b) 144 h; 37 oC; 200 rpm 

c) 2 L e 80 L 

d) SScF (Simultânea sacarificação e 

co-fermentação) 

(27 g/L etanol)  

0,25 – 0,27g etanol/g bagaço 

a) Inóculo fermentativo; b) tempo; temperatura; agitação; teor de sólidos; c) volume reacional; d) tipo de processo. 
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Devida à importância das etapas de sacarificação e de fermentação do bagaço de 

cana na produção de etanol 2G, as próximas seções abordarão essas etapas, suas principais 

características e vantagens.  

2.7. Hidrólise enzimática (HE) e fermentação alcoólica  

Enzimas são proteínas e interagem com elevada especificidade com um substrato 

promovendo uma atividade catalítica (reação bioquímica) altamente específica. Em meio 

às reações, as enzimas atuam como catalisadores, são aplicadas em baixas concentrações, 

acarretam maiores velocidades reacionais e são regeneradas no final do processo 

juntamente com os produtos desejados. Destaca-se a sua regeneração (possibilidade de 

reutilização) como vantagem para seu reaproveitamento, tornando menos onerosa sua 

aplicação em escalas industriais (Lehninger et al., 2005). 

Entretanto, em detrimento da sua elevada especificidade, as enzimas exigem 

condições reacionais controladas como temperatura, pH e velocidade de agitação. 

Pequenas variações nessas condições podem promover sua desnaturação comprometendo 

suas atividades catalíticas (Madigan et al., 2015). Além disso, uma reação enzimática está 

sujeita a uma inibição reacional de origem física e/ou química de forma reversível ou 

irreversível. 

Dentre as várias classes enzimáticas destacam-se a hidrolase - enzimas 

responsáveis pelas reações de hidrólise (Lehninger et al., 2005). Desse grupo, destaca-se 

as enzimas celulolíticas denominadas celulases, as quais são de grande interesse 

comercial, pois são responsáveis pela hidrólise da celulose, com consequente liberação 

de dímeros (celobiose) e monômeros (glicose) (Keshk et al., 2016).  

As celulases constituem um complexo enzimático e são produzidas, 

principalmente, por algumas bactérias aeróbias (Bacillus sp.) e anaeróbias (Clostridium 

sp.) e também por fungos (Trichoderma e Arpergillus) (Kuhad et al., 2010). Essa 

produção especializada contribui para o aumento do custo do processo enzimático 

(Madigan et al., 2015 Lynd et al., 2002). Portanto, destaca-se que é de grande valia a 

necessidade do entendimento do processo enzimático e das variáveis que o influenciam 

para que sejam alcançadas elevadas eficiências com menores custos, permitindo que o 

processo se torne viável economicamente. 
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O complexo enzimático referido como “celulase” é composto, principalmente, 

por três enzimas: endoglucanase, celobiohidrolase (exoglucanase) e β-glucosidase. Todas 

atuam em sinergismo em partes diferentes do substrato, hidrolisando as ligações β (1→4) 

entre as moléculas de glicose, promovendo a degradação da celulose. As endoglucanases 

(EnG) são responsáveis por iniciar a hidrólise das macromoléculas de celulose atuando 

nas ligações β (1→4) com a adição de molécula de água, resultando em oligossacarídeos 

de vários tamanhos. Tal fato contribui para a redução do grau de polimerização, com 

consequente aumento da solubilização das fibras celulósicas (Keshk et al., 2016; Lynd et 

al., 2002).  

As exoglucanases (ExG) atuam nas extremidades das cadeias celulósicas 

promovendo a redução gradativa dessas por meio da remoção de unidades de celobiose 

terminais e de glicose (Castro et al., 2010). As enzimas que atuam na celulose e 

promovem a liberação de moléculas de glicose são conhecidas como glucanases, e as que 

liberam celobiose são conhecidas como celobiohidrolases (Keshk et al., 2016). Alguns 

autores como Zhand et al., (2004) atribuem às exoglucanases o processo de amorfogênese 

(ruptura física do substrato – desestratificação das fibras) acarretando em maior exposição 

das regiões cristalinas e promovendo aumento na velocidade de hidrólise da celulose. Por 

último, a β-glucosidase (BG) hidrolisa as celobioses e oligossacarídeos solúveis liberando 

as moléculas de glicose, que é a molécula de maior interesse industrial (Jalak et al., 2012).  

Desse modo, é por meio da atuação múltipla combinada de suas atividades 

enzimáticas - sinergismo - que esse complexo enzimático consegue hidrolisar um 

homopolímero como a celulose com elevada eficiência de produção de glicose. O 

esquema da ação catalítica desse complexo celulolítico atuando na degradação da 

celulose é apresentado na Figura 16.  
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Figura 16: Esquema da ação catalítica do complexo enzimático celulolítico na 

degradação da celulose. 

 

Fonte: Bon et al., (2008) 

 

As atividades das celulases são mensuradas para fins de cálculos de eficiência. 

De forma geral, é determinada pela liberação de açúcares redutores a partir da hidrólise 

de um substrato celulósico. Tradicionalmente a metodologia estabelecida por Ghose 

(1987) permite determinar a eficiência da hidrólise e é recomendada pela IUPAC (União 

Internacional de Química Pura e Aplicada). Para tanto, são utilizados filtros de papel a 

base de celulose como substrato para a atuação das celulases. Desse modo, sua atividade 

pode ser mensurada em função da sua capacidade de degradação desse material e 

consequente liberação de açúcares redutores, sendo expressas como unidade de papel de 

filtro - FPU (filter paper unit). 

Para comparações entre distintos estudos envolvendo atividades de celulases, um 

valor arbitrário fixo foi adotado pela IUPAC. Nesse caso, uma unidade de papel de filtro 

(FPU) equivale a produção de 2,0 mg de açúcar redutor (glicose) a partir de 50 mg de 

papel de filtro (equivalente a 4% de conversão) durante 1 h em meio tamponado 

(pH = 4,8) e com controle de temperatura (50oC). Dessa forma, ao final é possível 
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estabelecer uma eficiência de produção enzimática em termos de FPU por volume de 

solução enzimática (FPU/mL) (Ghose 1987).  

Ressalta-se que a metodologia supracitada é recomendada para determinação das 

atividades das enzimas produzidas por fungos e deve ser realizada previamente à hidrólise 

enzimática de outros substratos. Para as enzimas produzidas por bactérias faz-se 

necessário pequenos ajustes das condições experimentais (temperatura, pH, tempo, tipo 

e concentração do substrato) (Ghose 1987).  

A bioconversão enzimática do bagaço de cana tem despertado grande interesse 

nas indústrias do ramo de biotecnologia frente a outros processos como, por exemplo, a 

hidrólise ácida (Zabed et al., 2016). Destacam-se como vantagens da hidrólise enzimática 

os elevados rendimentos práticos (próximos dos rendimentos teóricos); a elevada 

especificidade, o que minimiza a geração de subprodutos indesejáveis; bem como o 

emprego de condições operacionais brandas (temperatura ~ 50oC; pH ~5,0 e pressão 

atmosférica) e menos agressivas aos reatores (Ballesteros et al., 2002).  

Nesse contexto, segundo Wingren et al., 2003 o gasto com as celulases pode 

representar até 18% dos custos de uma biorrefinaria. Entretanto, alguns autores como 

Ertas et al., (2014) mencionam que valores reduzidos de aplicação enzimática (de 4 a 

5 FPU/gsubstrato) já contribuem para tornar economicamente viável a hidrólise de materiais 

lignocelulósicos por via enzimática. O retorno financeiro, segundo Batalha et al. (2015), 

pode ser favorecido ao produzir etanol 2G utilizando hidrólise enzimática (5 FPU/g) a 

partir de bagaço de cana pré-tratado. Contudo, dosagens maiores como 10 FPU/gsubstrato 

(Batalhe et al., 2015), 20 FPU/gsubstrato (Hongdan et al., 2013) e 40 FPU/gsubstrato (Rabelo 

et al., 2011) são mais comumente utilizadas em estudos laboratoriais, e podem não ser 

economicamente viáveis. 

Conforme previamente mencionado, para a hidrólise do bagaço de cana visando 

a produção do etanol 2G, algumas características desse substrato (quantidade e 

distribuição de lignina, área superficial, volume de poros, tamanho de partícula e 

cristalinidade da celulose) contribuem na eficiência do processo (Zabed et al., 2016). 

Contudo, outros fatores reacionais (físicos e químicos) também afetam a atividade 

enzimática. Os principais destacados na literatura são pH do meio, temperatura, presença 
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de inibidores, acessibilidade ao substrato e sua concentração (Batalha et al., 2015; Canilha 

et al., 2012). 

Como já mencionado, as relações entre a composição e a estrutura dos resíduos 

lignocelulósicos refletem na complexidade da aplicação da hidrólise enzimática em larga 

escala. A variabilidade das características supracitadas dentre as biomassas disponíveis 

em grande quantidade acarreta em rendimentos enzimáticos diversos. Dessa forma, a 

ruptura do complexo lignocelulósico por meio de técnicas de pré-tratamento contribui 

para a maximização da eficiência enzimática (Canilha et al., 2012). 

Alguns dos principais estudos descritos nos últimos anos envolvendo a hidrólise 

enzimática de resíduos lignocelulósicos estão compilados na Tabela 5. Nessa tabela são 

apresentados os principais resultados de eficiência de hidrólise enzimática e suas 

condições experimentais. 
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Tabela 5: Resultados de eficiências de hidrólise enzimática de resíduos lignocelulósicos bem como as condições experimentais. 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Batalha et al., 

(2015) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Novozymes® Cellic-CTec2 e Cellic-HTec2 (%) 

Eficiência de hidrólise de 77% 

de glicose (10 FPU) e de 72% 

(5 FPU)  

b) 139 FPU/mL 

c) 5 e 10 FPU/g 

d) 5 % (m/v) 

e) 96 h; 50oC; 180 rpm; pH 4,8 

f) - 

Pengilly et al., 

(2015) 

Bagaço de Sorgo 

doce 

a) Novozymes® Cellic-CTec2 e Cellic-HTec2 

Eficiência de hidrólise de 80% 

de glicose (10g/L)  

b) 112 FPU/mL (Ctec) e 77 FPU/mL (Htec) 

c) 16,3 FPU/g substrato 

d) 2 % (m/V) 

e) 72 h; 50oC 90 rpm e pH 5,0 

f) 100 mL 

Rabelo et al., 

(2014) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Cellulase (Trichoderma reesei ATCC 26921) e ß-glucosidase 

(Aspergillus niger) (Sigma–Aldrich®)  

416,7 kg glicose/tonelada 

bagaço 

b) 47,44 FPU/mL (celulase) e 343,63 CBU/mL (ß -glucosidase) 

c) 3,5 FPU/g bagaço (celulase) e 25 CBU/g bagaço (β-glucosidase) 

d) -  

e) 50 oC; 100 rpm;   

f) 250 mL 

a) Coquetel Enzimático; b) Atividade enzimática; c) Carga enzimática; d) Teor de sólidos; e) Tempo; temperatura, agitação e pH; f) Volume reacional.  
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Tabela 5: Resultados de eficiências de hidrólise enzimática de resíduos lignocelulósicos bem como as condições experimentais (continuação). 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Biswas et al., 

(2014) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Novozymes® Cellic-CTec2 e Cellic-HTec2 (85:15%) 

Eficiência de hidrólise de 95% (568 g 

glicose/kg ST)  

b) 22 g proteína/kg  

c) 220 mg/g celulose 

d) 8 % (m/v) 

e) 96 h; 50oC; 1400 rpm e pH 4,8 

f) 2,5 mL 

Ramos et al., 

(2014) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Cellic CTec2 (Novozymes®) 

Eficiência de hidrólise de 92,5% (76,8 g/L de 

glicose). Aumento de 39% na produção de 

etanol. 

b) 160 FPU/mL 

c) 18 FPU/ g  

d) 20% (m/v) 

e) 96 h; 50oC, 

f) 100 mL 

Hongdan et al., 

(2013) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Genencor® 

Eficiência de hidrólise de 90% de glicose (372,7 

mg glicose/g Bagaço) 

b) 20 FPU/mL 

c) 20 FPU/g 

d) 2% (m/v) 

e) 60 h; 50oC; 150 rpm; pH 4,8 

f) 500mL 

a) Coquetel Enzimático; b) Atividade enzimática; c) Carga enzimática; d) Teor de sólidos; e) Tempo; temperatura, agitação e pH; f) Volume reacional.  
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Tabela 5: Resultados de eficiências de hidrólise enzimática de resíduos lignocelulósicos bem como as condições experimentais (continuação). 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Travaini et 

al., (2013) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Novozymes®: NS50013 (celulase e xilanase) e NS50010 (β-glucosidade) 

Aumento da eficiência da 

hidrólise enzimática de 6,6% 

para 35% (glicose), e de 2,0% 

para 52% (xilose) 

b) -  

c) 10 FPU/g celulose (NS50013) e 10 CBU/g celulose (NS50010) 

d) 6% (m/m) 

e) 24 h; 5 oC; 300 rpm; pH 4,8 

f) -  

Siqueira et 

al., (2013) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Cellubrix (Novozymes®) 

Eficiência de HE igual a 90% 

(60% de deslignificação) 

b) -  

c) 10 FPU/g 

d) 2 % (m/v) 

e) 72 h; 45oC, 120 rpm e pH 4,8 

f) 10 mL 

Rabelo et 

al., (2012) 

Bagaço de cana-

de-açúcar 

a) Novozymes® Cellic-CTec2 

Eficiência de hidrólise de 82% 

b) 193,7 FPU/mL 

c) 10 FPU/g BS + 20 UI/g BS 

d) 10 % (m/v) 

e) 72 h; 50oC; 300 rpm e pH 4,8 

f) 1L 

a) Coquetel Enzimático; b) Atividade enzimática; c) Carga enzimática; d) Teor de sólidos; e) Tempo; temperatura, agitação e pH; f) Volume reacional.  
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Tabela 5: Resultados de eficiências de hidrólise enzimática de resíduos lignocelulósicos bem como as condições experimentais (continuação). 

Referência 
Material 

Lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Rabelo et al.,  

(2011) 

Bagaço de  

cana-de-açúcar 

a) Novozymes® Cellic-CTec2   

Rendimento de 691 mg glicose/g 

de bagaço  

b) 47,5 FPU/mL e 343,63 CBU/mL 

c) 3,50 FPU/g celulase 1,0 CBU/g β-glucosidase 

d) 0,33% (m/v) 

e) 72 h; 50oC; 60 rpm; pH 4,8 

f) 300 mL 

a) Coquetel Enzimático; b) Atividade enzimática; c) Carga enzimática; d) Teor de sólidos; e) Tempo; temperatura, agitação e pH; f) Volume reacional. 
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Já os estudos de fermentação alcoólica tiveram seu início com o pesquisador 

Antonie Lavoisier, o qual descreveu em meados de 1789 os principais mecanismos 

envolvidos na conversão de açúcares a álcool. Outros estudos como os de Louis Pasteur, 

Emil C. Hansen e Eduard Buchner contribuíram, respectivamente, para descobertas sobre 

a fermentação anaeróbia, sobre a levedura Saccharomyces cerevisiae e o potencial dessa 

levedura em reações de fermentação (Ishizaki et al., 2014). 

Na fermentação anaeróbia, tradicionalmente, é utilizada a levedura 

Saccharomyces cerevisiae para realizar a conversão de açúcares (glicose, frutose, 

galactose, maltose e sacarose) a etanol (Zabed et al., 2016). Contudo, somente os açúcares 

com seis carbonos (C6) são utilizados por essa levedura. Dessa forma, outros açúcares 

(C5) presentes no bagaço de cana como as pentoses não são consumidos (Canilha et al., 

2012). A relação estequiométrica da produção de etanol a partir da glicose pela S. 

cerevisiae é de 2:1 (etanol : glicose) com a formação também de 2 mols de dióxido de 

carbono (Equação 8). Com essa relação é possível determinar a produção mássica teórica 

de etanol, dada por 510 getanol/kg glicose (Tran et al., 2013).  

𝐶6𝐻12𝑂6   
 
→  2𝐶2𝐻5𝑂𝐻  +   2𝐶𝑂2    (Eq. 8) 

As condições de processo na produção de etanol dentro de uma biorrefinaria não 

são as mais brandas e por isso necessitam de micro-organismos resistentes e apropriados 

(Rastogi et al., 2017). Nesse sentido, a Saccharomyces cerevisiae destaca-se frente às 

bactérias e é a mais utilizada na fermentação alcóolica devida às suas características, tais 

quais maior resistência às substâncias tóxicas e ao próprio etanol; capacidade de realizar 

atividades fermentativas em baixos valores de pH e na presença de etanol (< 20% v/v). 

Além disso, devido ao conhecimento de seu genoma, essa levedura é adequada para 

realização de pesquisas e implementação de engenharia genética (Rastogi et al., 2017; 

Ishizaki et al., 2014). 

A fermentação dos açúcares presente do bagaço de cana na forma de 

polissacarídeos ocorre em duas principais etapas. A celulose é inicialmente hidrolisada 

pelas celulases formando celobiose e glicose que, na sequência, são convertidas a etanol. 

As principais configurações para a hidrólise enzimática e fermentação do bagaço de cana 

foram apresentadas na seção 2.6 (Produção de etanol 2G), resumidamente, na Figura 15. 
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A fermentação pode ser realizada em processos de batelada, semi-contínuo e 

contínuo. No processo em batelada o bagaço pré-tratado e a levedura são misturados no 

fermentador em lotes (batelada). É o processo mais simples, tornando-se mais popular 

para a produção de etanol em biorrefinarias lignocelulósicas. Suas vantagens frente aos 

demais processos são o maior controle operacional, menor custo e investimento (Ishizaki 

et al., 2014). Na Tabela 5 (Seção 2.6) foram apresentados alguns trabalhos de produção 

de etanol 2G, bem como as condições experimentais de fermentação utilizadas. 

Dentro de um contexto de biorrefinaria lignocelulósica e visando o completo 

aproveitamento do bagaço de cana, o presente trabalho propõe, como complemento 

energético à produção de etanol 2G, a digestão anaeróbia dos seus principais resíduos. Na 

próxima seção é apresentado o processo de digestão anaeróbia e suas principais 

características envolvidas na biometanização do bagaço de cana. 

2.8. Digestão anaeróbia de materiais lignocelulósicos 

A digestão anaeróbia (DA) é um processo biológico no qual a matéria orgânica 

é decomposta, na ausência de oxigênio, por uma multiplicidade de micro-organismos com 

atividades específicas, organizados na forma de um consórcio microbiológico. Dessa 

forma, o produto gerado por uma classe de micro-organismo torna-se o substrato da etapa 

seguinte, resultando em um equilíbrio dinâmico interespécies. Os principais resultados 

desse processo são a fração líquida constituída por biocompostos simples solúveis (baixa 

DQO), fração gasosa formada pelo biogás (rico em metano e hidrogênio) e a fração sólida 

(lodo anaeróbio) (Melville et al., 2014).  

A digestão anaeróbia é dividida em 4 etapas ocorrendo na seguinte ordem: 

i) hidrólise, ii) acidogênese, iii) acetogenêse) e iv) metanogênese. Cada etapa é realizada 

por uma classe de micro-organismos específica governada por mecanismos e estímulos 

(inibitórios ou indutivos) internos do próprio consórcio microbiano (Akshaya et al., 

2016). A primeira etapa da degradação anaeróbia da matéria orgânica é a hidrólise. Essa 

etapa inicial é fundamental para a redução do tamanho das partículas e sua solubilização, 

uma vez que as arqueas metanogênicas não são capazes de assimilar diretamente as 

macromoléculas que constituem o complexo lignocelulósico (Gerardi 2006). 

A etapa de hidrólise visa à ruptura de longas cadeias orgânicas (ex.: 

polissacarídeos e xilo-oligômeros) promovendo a redução do tamanho de suas cadeias, 
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tornando-as solúveis com a produção de monômeros (ex.: açúcares, aminoácidos, ácidos 

graxos, álcoois). Essa ação é realizada por enzimas (ex.: celulases, lipases, amilases) 

produzidas e excretadas por bactérias do consórcio anaeróbio (Gerardi 2006). A hidrólise 

é uma etapa importante no processo e autores tradicionais da área como van Haandel e 

Lettinga (1994) a consideram como um fator limitante na degradação anaeróbia. Após o 

material ser hidrolisado, sua passagem através da parede celular para o interior das células 

dos micro-organismos será facilitada (Gerardi 2003). 

A segunda etapa, denominada acidogênese, inicia com a utilização do material 

hidrolisado solúvel, que é convertido a ácidos graxos voláteis de cadeia curta (AGV). 

Essa etapa é realizada por bactérias fermentativas acidogênicas (ex. Enterobacteriaceae) 

e seus principais produtos são ácidos (fórmico, acético, propiônico, butírico, valérico, 

isovalérico, láctico e succínico), bem como gases (hidrogênio - H2 e dióxido de carbono 

- CO2). Os principais exemplos dessas bactérias são Clostridium e Propionibacteria 

(Gerardi 2006). 

Enquanto durante a acetogênese as bactérias acetogênicas (da família 

Acetobacteracae) atuam fermentando seus substratos (AGV diferentes do ácido acético 

produzidos pelas acidogênicas), convertendo-os principalmente em acetato (ácido acético 

ionizado devido ao pH > pKa), hidrogênio e dióxido de carbono. Dentre os micro-

organismos acetogênicos estão presentes as homoacetogênicas que usam o hidrogênio e 

dióxido de carbono como substrato para a produção de acetato (Gerardi 2006). Exemplos 

dessas bactérias acetogênicas são: Acetobacter, Syntrobacter, Clostridium, 

Acetobacterium, Desulfovibrio (Madigan et al., 2015).  

Nessa etapa é crucial a manutenção de baixos valores de pressão parcial de 

hidrogênio, pois a elevação da mesma pode torna-se um fator inibitório do crescimento 

de tais micro-organismos (Gerardi 2003). Isso ocorre porque o hidrogênio é um produto 

das reações acetogênicas (Equações 9 a 11) e um aumento da concentração de hidrogênio 

dissolvido leva a inibições de ordem termodinâmica no processo bioquímico, pelo fato 

de, nas condições padrão, as conversões acetogênicas estarem próximas do equilíbrio 

(∆Go ~ 0) ou serem desfavoráveis (∆Go > 0).  
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𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂
− +  3𝐻2𝑂  

 
→ 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂

−   +   2𝐶𝑂2 +  𝐻𝐶𝑂3
− + 𝐻+ + 3𝐻2 

(+ 76 kj/reação)         (Eq. 9) 

𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂
− +  2𝐻𝐶𝑂3

−   
 
→ 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂

−  +  𝐻+ + 3 𝐻𝐶𝑂𝑂−  

(+ 72 kj/reação)         (Eq. 10) 

𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂
− +  2𝐻2𝑂  

 
→ 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂

−  +  𝐻+ + 2𝐻2 

(+ 48 kj/reação)         (Eq. 11) 

 

Sendo assim, as conversões só ocorrerão, nas condições ambientais, se o termo 

da direita da Equação 12 for suficientemente negativo, o que só ocorrerá se a concentração 

de produtos (ex. hidrogênio, acetato) for mantida em baixos valores. Tal situação gera 

uma dependência do bom funcionamento dos micro-organismos metanogênicos.  

𝛥𝐺𝑟 =  𝛥𝐺
𝑜 + 𝑅. 𝑇. ln (

𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑜𝑠

𝑅𝑒𝑎𝑔𝑒𝑛𝑡𝑒𝑠
)      (Eq. 12) 

 

Na metanogênese os produtos da acetogênese (acetato, hidrogênio e dióxido de 

carbono) são convertidos por arqueas metanogênicas (Archaebacteria) a metano. Essa 

biometanização pode ser realizada por arqueas metanogênicas acetoclásticas (utilizam 

acetato como substrato), hidrogênotróficas (utilizam H2 e CO2 como substratos) ou ainda 

por metilotróficas (metanol como substrato). Exemplos das bactérias metanogênicas são: 

Firmicutes Methanobacterium, Methanosarcina e Methanosaeta (Gerardi 2003). Além 

desses gases (CH4, H2 e CO2) o biogás também pode conter nitrogênio (N2), sulfeto de 

hidrogênio (H2S) e amônia (NH3) (Akshaya et al., 2016). As principais etapas envolvidas 

na digestão anaeróbia da matéria orgânica, bem como as principais classes bacterianas 

envolvidas e seus produtos são apresentados na Figura 17. 
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Figura 17: Esquema das principais fases de degradação de um material lignocelulósico 

(hidrólise, acidogênese, acidogênese e metanogênese) e os principais produtos de cada 

fase. 

 

Fonte: Adaptado de Monlau et al., (2013). 

 

Pelo exposto, o balanço adequado entre as etapas intermediárias da digestão 

anaeróbia, leva à formação de produtos gasosos gerados na etapa da metanogênese (CH4, 

H2 e CO2). Isso resulta na remoção de equivalentes redutores (matéria orgânica que causa 

DQO) da fase líquida e leva a formação de biogás. Dessa forma, a digestão anaeróbia 

pode ser utilizada para extrair energia (na forma de biogás) de correntes líquidas 
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(efluentes) e sólidas (resíduos) contendo matéria orgânica antes do seu lançamento no 

meio ambiente, contribuindo assim para minimizar o impacto ambiental associado.  

O biogás é constituído pelos produtos mais simplificados da degradação 

anaeróbia dos resíduos lignocelulósicos, porém ainda com elevado valor energético (van 

Lier, 2008). O metano possui poder calorífico de 34,5 MJ Nm-3 e o hidrogênio de 

10,8 MJ Nm-3, portanto, podem ser aproveitados como fonte de energia (Boussarsar et 

al., 2009). O biogás produzido via DA a partir do bagaço de cana possui elevado teor de 

metano (até 75%), sendo sua geração atrelada à remoção de DQO do meio, e a baixos 

custos, o que permite agregar valor ao bagaço de cana e minimizar os impactos ambientais 

decorrentes da sua queima direta (Frigon et al., 2010).  

Como forma de verificar a capacidade máxima de produção de metano pelo 

consórcio anaeróbio, a atividade metanogênicas específica (AME) pode ser determinada 

e monitorada. A AME é normalmente realizada com substratos (ex. glicose) passível de 

ser degradado de forma a manter todas as classes envolvidas (acidogênica, acetogênica e 

metanogênica) no consórcio anaeróbio, permitindo a determinação real da atividade do 

inóculo anaeróbio. Sua unidade é g DQOCH4/g SSV d ou seja, é a produção de metano do 

inóculo avaliado por dia (Aquino et al., 2007). Vale destacar que, o uso de glicose no 

teste de AME não avalia a etapa de hidrólise, por não depender da atividade das bactérias 

hidrolíticas. 

Contudo, para maximizar as eficiências de biometanização do bagaço de cana 

via DA, além de uma adequada AME, deve-se considerar a complexidade do inóculo 

anaeróbio e, portanto, algumas variáveis de processo devem ser monitoradas. Parâmetros 

operacionais como pH, temperatura (mesofílica ou termofílica), tempo de contato, relação 

substrato-inóculo, e outros como presença de N, P e S; além de baixa concentração de 

compostos tóxicos e inibidores são influentes na eficiência do processo. Além desses 

fatores, a relação carbono e nitrogênio (C/N) tem grande influência na degradação 

anaeróbia dos resíduos lignocelulósicos (Lettinga, G. 1995).  

É conhecido que a relação C/N na biomassa lignocelulósica é elevada (superior 

a 50:1) e tal fato contribui negativamente para a produção de biogás (Rocha et al., 2015). 

Nesse aspecto o processo de co-digestão tem sido citado como principal alternativa para 

adequar a relação C/N às condições ótimas de digestão de resíduos lignocelulósicos 
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(Jingura et al., 2016; Pilli et al., 2016). A co-digestão promove a digestão simultânea de 

duas ou mais matérias-primas, com isso a razão C/N pode atingir valores mais adequados 

(20:1) e proporcionar maiores rendimentos na produção de metano (Yang et al., 2015).  

Artigos de revisão publicados na literatura compilam os principais benefícios da 

co-digestão de materiais lignocelulósicos com outros ricos em nitrogênio, como os 

resíduos agroindustriais (ex.: resíduos da pecuária bovina, suína e avicultura), esgoto 

sanitário e ainda com resíduos sólidos urbanos (Mata-Alvarez et al., 2014). Outros 

trabalhos como os de Souza et al., (2015) e Moncada et al., (2014) apresentam um 

conceito de biorrefinaria lignocelulósica integrada, demonstrando os principais 

benefícios para a produção de biocombustíveis empregando a co-digestão de bagaço de 

cana com algas. 

Além das melhorias na relação C/N, o processo de co-digestão do bagaço de 

cana contribui para sua biometanização por meio da diluição de compostos tóxicos 

(gerados no pré-tratamento), manutenção do pH em valores próximos à neutralidade e 

maior sinergismo nas comunidades microbianas (Shah et al., 2015). Dessa maneira, a 

contribuição da co-digestão é favorecer as condições nutritivas e/ou biológicas, visando 

maximizar as atividades metanogênicas (Alvarez et al., 2010).  

Dentre as configurações possíveis da digestão anaeróbia (DA) para produção de 

biogás a partir de elevadas cargas de bagaço de cana, destaca-se a digestão anaeróbia em 

fase sólida (SS-AD - Solid-State Anaerobic Digestion) e a DA realizada em dois estágios 

separando espacialmente as fases acidogênicas e metanogênicas (DA-2E - two-stage 

anaerobic digestion - 2S-AD). Essas configurações possuem características favoráveis, 

permitindo a conversão anaeróbia do bagaço de cana em biogás para sua utilização como 

energia (elétrica e ou térmica). Somado a isso, essas configurações podem ser aplicadas 

em escala industrial, tornando-as um grande foco de interesse na gestão de materiais 

lignocelulósicos em todo mundo. As próximas seções apresentam essas configurações, 

suas principais características e vantagens. 

2.8.1. Digestão anaeróbia em fase sólida (SS-AD) 

A digestão anaeróbia em fase sólida (SS-AD) também é conhecida como 

digestão seca (dry digestion), fermentação seca (dry fermentation) ou ainda por 

fermentação em estado sólido (solid-state fermentation - SSF). Sua principal 
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característica é a bioconversão de elevadas cargas de substratos orgânicos sólidos em 

biogás. A SS-AD opera com elevado teor de sólidos totais (ST de 15 a 40%), favorecendo 

a degradação de uma maior massa. Essa característica a promove para sua aplicação em 

grandes escalas (Lizardi-Jiménez et al., 2017; Soccol et al., 2017). 

A razão substrato-inóculo (S/I) na SS-AD é elevada e possui ampla faixa (2 a 

10) dependendo das condições operacionais, das características do substrato e dos 

produtos almejados. Entretanto, os melhores resultados são apresentados com razões de 

2 e 3 (condições mesofílicas). Com o aumento da temperatura (termofílica) essa razão 

aumenta ainda mais, alcançando os melhores resultados com razões de 4 e 5 (Yang et al., 

2015; Liew et al., 2012). Essas maiores razões S/I reduz a necessidade de adição de água 

no substrato, fazendo com que essa técnica também seja utilizada em regiões com 

escassez hídrica. Devido à menor transferência de massa (baixo teor de umidade), um 

adequado balanço nutricional e condições experimentais contribuem para melhores 

eficiências. As relações entre carbono e nitrogênio (C/N) são recomendadas para valores 

entre 20 e 30. Enquanto para a relação DQO/N são orientados valores próximos de 70 

(Alvarez et al., 2010; Che et al., 2008).  

Entretanto, devido ao elevado valor de ST, a SS-AD apresenta maiores 

limitações de transferência de massa necessitando de maior tempo de retenção. Em 

condição operacional termofílica (55oC) exige-se, aproximadamente, 15 dias de retenção 

do substrato. O tempo de retenção aumenta (15 a 60 dias) ao se trabalhar em condição 

mesofílica (35oC) (Kothari et al., 2014). Além de tempos elevados de processamento, a 

possível acumulação de AGV e amônia pode ocorrer, influenciando negativamente a 

eficiência do processo (Swatdeenarunat et al., 2014). 

A SS-AD está tornando-se popular entre pesquisadores e no setor corporativo 

para estudos em escala laboratorial e piloto, respectivamente, devido ao seu menor custo 

e potenciais produtos gerados, destacando-se os gasosos que representam de 60 a 70% 

dos produtos finais (Zabed et al., 2016; Li et al., 2011). É um processo muito robusto, 

que demanda menor energia para seu aquecimento e permite sempre uma alimentação 

com elevadas cargas de sólidos. Além disso, a SS-AD ainda permite elevadas velocidades 

de degradação e produção de biogás e baixa geração de efluentes líquidos. Somada a essas 

características, sua produtividade volumétrica de biogás pode ser de 2 a 7 vezes maior do 

que a tradicional digestão anaeróbia em fase líquida (Brown et al., 2012).  
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Devido à sua elevada capacidade de reduzir a demanda química (DQO) e 

bioquímica (DBO) de oxigênio com produção de bioenergia, a SS-AD tem sido aplicada 

com sucesso no tratamento de diversos resíduos sólidos como os agrícolas, alimentícios 

e urbanos. Desde 2005 essa tecnologia tem ganhado espaço e mercado na Europa. 

Grandes empresas europeias como a Valorga®, Kompogas®, Bekon® e Dranco® 

empregam essa degradação no processamento de distintos resíduos orgânicos (Li et al., 

2011). A empresa Belga Dranco® opera reatores com 30 a 40% de ST, resultando em 

produções de metano da ordem de 400 L/kgSV utilizando resíduos orgânicos urbanos 

como substrato (Zhang et al., 1999). Xu et al., (2013) utilizando palha de milho 

produziram 200 LCH4/kgSV com 22% de ST em seu reator. 

Os tratamentos envolvendo a SS-AD podem ser realizados em um único reator 

ou em sistema de duplo estágio (DA-2E), podendo ser alimentado de forma contínua ou 

em batelada (Kothari et al., 2014). Devido à maior simplicidade e menor custo 

operacional, comumente é realizada em batelada. Operacionalmente o biodigestor é 

preenchido de uma única vez com o substrato e inóculo, os quais misturados irão passar 

por todas as fases da degradação anaeróbia, em meio com um baixo teor de umidade 

(Cassini et al., 2003). 

Ao término do processo de degradação (material orgânico já estabilizado) inicia-

se um novo ciclo com a introdução de uma nova batelada, no processo conhecido como 

‘bateladas sequenciais’. Ressalta-se que durante todo o processo, o biogás é coletado e 

armazenado para produção de energia (Cassini et al., 2003). O efluente com baixa 

umidade da SS-AD é mais fácil de manusear do que o efluente da tradicional digestão 

anaeróbia em fase líquida, podendo ser utilizado como biofertilizante (Li et al., 2011). 

Além disso, a SS-AD torna-se adequada para a geração de energia em pequenas escalas 

onde os resíduos lignocelulósicos estiverem disponíveis, evitando maiores gastos de 

energia e custo de transporte. Exemplos das principais configurações da SS-AD são 

apresentadas no trabalho de Soccol et al., (2017). 

A principal característica da SS-AD que favorece sua aplicação no setor gerador 

de resíduos lignocelulósicos é a utilização direta do bagaço de cana para a produção de 

biogás. Em uma planta industrial lignocelulósico, o processo de SS-AD pode ser 

alimentado com bagaço de cana residual do processo de produção de etanol (1G) e açúcar. 

Além disso, pode ser utilizado o bagaço de cana residual de etapas de pré-tratamento (ex.: 



____________________________________________Capítulo 2: Revisão bibliográfica 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 82 

autohidrólise, organossolve e ozonização) ou até mesmo da produção de etanol 2G 

(resíduo da hidrólise enzimática e fermentação). Tais opções tecnológicas serão avaliadas 

neste trabalho de tese visando aproveitar toda energia contida no bagaço de cana. 

A SS-AD pode ser utilizada e enquadrada dentro do conceito de biorrefinaria 

lignocelulósica, contribuindo para a maximização da produção de energia e minimizando 

a geração de resíduos. Um esquema de uma biorrefinaria empregando a digestão 

anaeróbia em fase sólida (SS-AD) no aproveitamento dos resíduos sólidos de uma 

biorrefinaria lignocelulósica é apresentado na Figura 18. 

Para maximizar a eficiência da SS-AD do bagaço de cana as alternativas podem 

ser direcionadas para um pré-tratamento do substrato, adaptação do inóculo anaeróbio e 

por co-digestão. Todas essas alternativas visam aumentar a velocidade de hidrólise do 

substrato particulado, a qual é considerada um fator limitante na digestão anaeróbia de 

biomassa lignocelulósica, resultando na redução da fase “lag” (fase inicial de adaptação) 

(Adney et al., 1991). Trabalhos de revisão apresentam os benefícios da adaptação do 

inóculo ou a mistura deles para o melhoramento da SS-AD (Sawatdeenarunat et al., 

2015). Kothari et al., (2014) relatam uma redução do tempo de retenção para a faixa de 

12 a 18 dias ao se misturar estrume bovino ao inóculo anaeróbio e na faixa de 10 a 15 dias 

com o acréscimo de estrume suíno. 
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Figura 18: Esquema de concepção de biorrefinaria lignocelulósica visando a produção 

de etanol 1G e 2G com a aplicação da SS-AD para o tratamento e aproveitamento do 

resíduo sólido.  

 
Fonte: Adaptado de Costa et al., (2013). 

 

Para tanto, uma alternativa de baixo custo é utilizar um inóculo formado por 

micro-organismos de fontes diferentes. Micro-organismos presentes em reatores de 

Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) estão adaptados com cargas orgânicas e 

substratos diferentes dos que, por exemplo, estão presentes no rumem bovino ou no 

estrume (Azevedo et al., 2015; Yang et al., 2015; Yue et al., 2013; Hu et al., 2005; Hu et 

al., 2004; Gijzen et al., 1990). Todos esses realizam degradações anaeróbias de substrato 
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orgânico de composições variadas. Dessa maneira, um inóculo constituído por tais micro-

organismos possui maior sinergismo e possibilidade de biometanização do bagaço de 

cana (Lozecznik et al., 2010; Fox et al., 2003; Benjamin et al., 1984).  

Na SS-AD além de se produzir metano, também é possível visar a produção de 

hidrogênio (H2). Destaca-se que atualmente o H2(g) é produzido principalmente a partir da 

reforma a vapor de hidrocarbonetos (gás natural (40%), óleos (30%), carvão (18%)) e 

eletrólise (4%), sendo apenas 1% produzido a partir de biomassa (Das, D. 2009). 

Entretanto, o biohidrogênio produzido a partir de resíduos de biomassa torna-se promissor 

na sucessão da evolução dos combustíveis por possuir vários benefícios, tais como seu 

elevado valor energético (10,8 MJ/Nm3 H2), o fato de utilizar fontes renováveis e, 

portanto, não contribuir para o efeito estufa. Além desses benefícios, a produção de 

hidrogênio via SS-AD torna-se uma alternativa sustentável aos métodos convencionais 

de produção desse gás, podendo ser executada em pressão atmosférica e temperatura 

ambiente (ou com aquecimento brando ~ 55oC) (Das et al., 2008).  

Comercialmente o hidrogênio é conhecido como hythane®, sendo obtido a partir 

da adição do gás H2 (10 a 25% v/v) ao gás natural comprimido (Liu et al., 2013; 

Çeper, 2012; Ma et al., 2010). O termo biohythane deriva de hythane®, sendo o prefixo 

“bio” devido à origem biológica das correntes de H2 e CH4. Nesse sentido, a mistura do 

hidrogênio ao metano, seja este proveniente do gás natural ou biogás, propicia uma série 

de vantagens ao processo de combustão, como por exemplo o aumento do limite de 

inflamabilidade (Fuess et al., 2017). 

Como visto anteriormente, o hidrogênio é produzido ao longo da degradação 

anaeróbia e, muitas vezes, é consumido principalmente na última etapa pelas arqueas 

metanogênicas. Entretanto, ao almejar a produção e quantificação de hidrogênio via 

SS-AD destaca-se a necessidade de realizar uma pré-seleção do inóculo anaeróbio (Vertes 

et al., 2009; Akutsu et al. 2008). Para tanto, os micro-organismos consumidores de 

hidrogênio como os metanogênicos acetoclásticos (ex.: Methanosaeta e Methanosarcina) 

e hidrogenotróficos (ex.: Methanobacterium e Methanobrevibacter) devem ser 

eliminados, o que pode ser realizado por meio de tratamentos térmicos e/ou químicos do 

inóculo (Guo et al., 2010). Exemplos desses condicionamentos de inóculo para a 

produção de hidrogênio são apresentados no livro Biohydrogen (Pandey et al., 2013).  
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Com relação aos micro-organismos produtores de hidrogênio destaca-se o 

gênero Clostridium por ser o gênero com mais espécies envolvidas na produção desse gás 

(Guo et al., 2010). Na literatura também é enfatizada a influência de alguns fatores 

operacionais na produção de hidrogênio. Dentre esses, são destacados o valor de pH 

(~5,5); temperatura (termofílica ou mesofílica); característica do inóculo (ausência de 

consumidores de hidrogênio); tipo de substrato; razão substrato/inóculo e pressão parcial 

de hidrogênio (menor pressão parcial de hidrogênio favorece uma maior produção) 

(Gupta, 2014; Fernandes, 2008). Portanto, ao produzir H2 via SS-AD todos esses fatores 

devem ser estudados e otimizados. Como desvantagem da bioprodução de H2 destaca-se 

o baixo rendimento reacional (4 mol H2/mol glicose), exigindo melhorias em relação ao 

processo (Equação 13). 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻 + 2𝐶𝑂2 + 4𝐻2    (Eq. 13) 

 

Essa equação é parte fundamental para a degradação dos resíduos 

lignocelulósicos (digestão anaeróbia) e chave na produção de hidrogênio. A conversão de 

carboidratos a ácido acético, dióxido de carbono e hidrogênio é mostrada na Figura 17. 

Atualmente a geração de biohidrogênio é aplicada em escala piloto utilizando 

como substrato a fração orgânica dos resíduos sólidos urbanos (Elsamadony et al., 2015). 

Dessa maneira, a produção de hidrogênio via SS-AD também pode se tornar adequada 

para a geração de energia em pequena escala no local onde os resíduos forem gerados e 

estiverem disponíveis, evitando maiores gastos de energia e custo de transporte. Contudo, 

as pesquisas envolvendo a produção de H2 a partir do bagaço de cana via SS-AD 

concentram-se essencialmente na obtenção de rendimentos mais elevados, exigindo 

estudos de otimização desse processo para esse substrato. 

Os principais resultados da aplicação da digestão anaeróbia em fase sólida 

(SS-AD) na degradação de diferentes resíduos lignocelulósicos e produção de metano e 

hidrogênio, bem como as condições operacionais estão compilados na Tabela 6. 
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Tabela 6: Principais resultados de produção de metano e hidrogênio da digestão anaeróbia em fase sólida (SS-AD) de resíduos lignocelulósicos. 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Motte et al., 

(2015) 
Palha de trigo 

a) Reator de 2 L  

Rendimento de 4,8 NLCH4/kgSV 

(55°C) e 4,0 NLCH4/kgSV (35°C) 

b) 30 

c) 23% 

d) 64 dias 

e) 35 e 55oC  

f) 10 mm 

g) Inóculo retirado da fase líquida de reatores SS-AD 

Zhu et al., 

(2014) 

Resíduo de Soja 

(SPW) e Feno 

a) Reator de 2 L Batelada 

258 L CH4/kgSV 

16,2 L CH4/L reator 

b) 3 (SPW/hay: 75/25) 

c) 17,6% 

d) 42 dias  

e) 37oC 

f) 10 mm 

g) Inóculo retirado da fase líquida de reatores SS-AD (mesofílico) 

Motte et al., 

(2013) 
Palha de trigo 

a) Reatores de 500 mL Batelada  

115 NL CH4/kgSV 

b) 47 (% SV) 

c) 15% 

d) 273 dias 

e) 35oC 

f) 0,7 mm 

g) Inóculo retirado de reatores SS-AD (mesofílico) alimentado com RSU 

a) Configuração do reator; b) A/M (SV); c) Teor de ST; d) Tempo; e) Temperatura e agitação; f) Tamanho de partícula e g) Inóculo.  



____________________________________________Capítulo 2: Revisão bibliográfica 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 87 

Tabela 6: Principais resultados de produção de metano e hidrogênio da digestão anaeróbia em fase sólida (SS-AD) de resíduos lignocelulósicos 

(continuação). 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Motte et al., 

(2015) 
Palha de trigo 

a) Reator de 2 L  

Rendimento de 

4,8 NLCH4/kgSV (55°C) e 

4,0 NLCH4/kgSV (35°C) 

b) 30 

c) 23% 

d) 64 dias 

e) 35 e 55oC  

f) 10 mm 

g) Inóculo retirado da fase líquida de reatores SS-AD 

Zhu et al., 

(2010) 
Palha de milho 

a) Reator de 2 L  

372,4 LCH4/kgSV 

b) 3,4  

c) 22% 

d) 40 dias 

e) 37oC,  

f) 5 mm 

g) Inóculo retirado da fase líquida de reatores SS-AD + adição de nitrogênio 

Motte et al., 

(2013) 
Palha de trigo 

a) Reatores de 500 mL Batelada  

115 NL CH4/kgSV 

b) 47 (%SV) 

c) 15% 

d) 273 dias 

e) 35oC 

f) 0,7 mm 

g) Inóculo retirado de reatores SS-AD (mesofílico) alimentado com RSU 

a) Configuração do reator; b) A/M (SV); c) Teor de ST; d) Tempo; e) Temperatura e agitação; f) Tamanho de partícula e g) Inóculo.  
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Tabela 6: Principais resultados de produção de metano e hidrogênio da digestão anaeróbia em fase sólida (SS-AD) de resíduos lignocelulósicos 

(continuação). 

Referência 
Material 

lignocelulósico 
Condição Experimental Principais resultados 

Liew et al., 

(2012) 
Palha de trigo 

a) Reator de vidro de 1 L, Batelada com mistura única 

Rendimento de CH4 de 81,2 L/kgSV (cinética 

de primeira ordem) 

b) 2 

c) 22% 

d) 30 dias  

e) 37oC,  

f) 9 mm 

g) 

Brown et al., 

(2012) 
Palha de trigo 

a) Reator de vidro de 1 L, Batelada com mistura única 

Rendimento de CH4 de 150 L/kgSV 

b) 3 

c) 18 - 19% 

d) 30 dias  

e) 37oC,  

f) 5 mm 

g) - 

Cui et al.,  

(2011) 
Palha de Trigo 

a) Reator de vidro de 1 L, Batelada com mistura única 

Rendimento de CH4 de 150L/kgSV 

b) 4 

c) 22% 

d) 30 dias  

e) 37oC,  

f) 10 mm 

g) Inóculo de L-AD alimentado com RSU 

a) Configuração do reator; b) A/M (SV); c) Teor de ST; d) Tempo; e) Temperatura e agitação; f) Tamanho de partícula e g) Inóculo.
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2.8.2. Digestão anaeróbia em dois estágios (DA-2E) 

A aplicação de elevadas cargas orgânicas em um reator anaeróbio, associada à 

baixa alcalinidade do meio, pode acarretar em uma rápida acidificação do reator devido 

ao acúmulo de produtos intermediários, resultando em baixa biometanização por questões 

cinéticas e termodinâmicas (Aquino e Chernicharo 2005). A configuração comumente 

chamada de duas fases ou duplo estágio possibilita a separação das fases da digestão 

anaeróbia espacialmente (reatores em série) e seus estudos começaram em meados das 

décadas de 1970 e 80 (Cohen et al., 1980; Pohland e Ghosh 1971). Seus principais 

objetivos são aumentar a degradabilidade do substrato, por promover maior estabilidade 

do sistema, bem como extrair o máximo de energia da matéria-prima (Thompson 2008). 

A literatura apresenta estratégicas atuais para o melhoramento energético do processo de 

2S-DA (Xu et al., 2016). 

Nesse propósito, a primeira fase denominada de fermentação ácida promove a 

conversão biológica da matéria orgânica a ácidos graxos voláteis (AGV). O efluente dessa 

fase contendo os AGVs é direcionado para outra unidade (segunda fase - metanogênica), 

onde serão convertidos a metano pelas arqueas metanogênicas. Devida às diferenças 

fisiológicas, nutricionais e cinéticas das espécies envolvidas (acidogênica e 

metanogênica), as condições ótimas de operação são distintas. Dessa forma, a separação 

das fases permite um melhor ajuste dos parâmetros, acarretando em maiores velocidades 

de conversão e eficiência do processo global (Azbar et al., 2001).  

A fase acidogênica requer menor tempo de detenção hidráulico (TDH) do que a 

metanogênica e o valor do pH deve ser ligeiramente mais ácido (~5,5) do que a 

metanogênica (Azbar et al., 2001). Diversos trabalhos concluem positivamente sobre os 

benefícios da DA-2E quando o objetivo é a biometanização de compostos orgânicos 

(Nasir et al., 2012; Nizami et al., 2010; Saddoud et al., 2007). Bertin et al., (2013) 

obtiveram com a configuração de duplo estágio 258 mL CH4/gSV, mais que o dobro do 

valor produzido por um estágio, a partir da mistura de estrume bovino com soro de leite.  

Atrelada à biometanização, o duplo estágio acarreta em maiores rendimentos 

energéticos (Thompson, 2008). Nasr et al., (2012) utilizando de tal configuração 

obtiveram a partir de thin stillage (vinhaça centrifugada da produção de etanol de milho) 

um aumento de 18,5% em seu rendimento energético, atingindo uma produção de 

330 mLCH4/gDQO alimentada. Baêta et al., (2016) alcançaram um aumento energético de 
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~5,5 vezes com a aplicação da DA-2E para a degradação do hidrolisado hemicelulósico, 

alcançando 3,15 MJ/kgbagaço. 

2.9. Cogeração de energia – sistema CHP 

Vale destacar que, atualmente, a biomassa representa 9% (24 mil GWh) da 

potência outorgada pela ANEEL1 na matriz energética do Brasil (ÚNICA, 2017). Dessa 

porcentagem, o setor sucroenergético detém 7% da potência outorgada. Contribuindo 

com essa porcentagem, o aproveitamento energético do biogás já é consolidado na 

literatura (Nogueira et al., 2015; Moraes et al., 2014; Salomon et al., 2011), sendo que as 

principais opções, comumente, encontradas no mercado são: i) geração de calor ou vapor 

em caldeiras; ii) utilização como combustíveis automotivos; iii) geração de eletricidade 

em acionadores primários; iv) uso em rede de gás natural e v) produção de compostos 

químicos.  

Em um contexto de biorrefinaria, a geração de eletricidade por acionadores 

primários é destacada como a principal opção, uma vez que a tecnologia de conversão já 

é consolidada, fato esse que tende a maximizar o aproveitamento energético do biogás, 

bem como favorecer a comercialização da energia elétrica gerada (Jeong et al., 2009). 

Atrelado a isso, a eficiência de recuperação de energia desse sistema de cogeração permite 

o aproveitamento da energia térmica para, por exemplo, produção de vapor ou água 

quente (EPA, 2015). De acordo com o Dicionário de Terminologia Energética do 

Conselho Mundial de Energia, o conceito de cogeração significa a produção simultânea 

e sequencial de duas ou mais utilidades (calor de processo e potência mecânica e ou 

elétrica) a partir da energia produzida por um ou mais combustíveis. 

Em 2002 o Governo Federal impulsionado pelo Protocolo de Kyoto e pelo 

surgimento do mercado de crédito de carbono reformulou o Programa de Incentivo às 

Fontes Alternativas de Energia (PROINFA), visando o melhor aproveito da cana de 

açúcar na matriz energética brasileira. Dentre os sistemas comerciais modernos de 

aproveitamento do biogás gerado durante o processo de digestão anaeróbia a Agência de 

Proteção Ambiental dos EUA (USEPA) recomenda a utilização do CHP (Combined Heat 

and Power).  

                                                           
1 Agência Nacional de Energia Elétrica 
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O Sistema CHP é eficaz e limpo, uma vez que gera energia elétrica e térmica úteis 

a partir de uma única fonte de combustível (rendimentos de 65 a 75%) na qual ambas 

podem ser aproveitadas. Seu sistema, basicamente, consiste na queima do combustível 

em um motor principal (ex; turbina ou motor alternativo) o qual gera energia elétrica ou 

mecânica. A energia térmica perdida normalmente nos sistemas de escape e/ou 

arrefecimento é recuperada no CHP, fornecendo calor para o processo e aumentando seu 

rendimento (USEPA, 2012).  

Nesse sentido, ao invés de comprar eletricidade da rede de distribuição e ou 

queima de combustível em uma caldeira para produzir energia térmica, uma instalação 

industrial pode implementar o sistema CHP para obter ambas as formas de energia. Nesse 

sentido, as principais vantagens do CHP são as reduções de custo para o usuário (aumento 

da eficiência por aproveitamento da energia térmica); reduz o risco de interrupções da 

rede elétrica e aumento a confiabilidade energética (USEPA, 2012). A Figura 19 

apresenta um sistema CHP instalado na Alemanha cuja capacidade de geração de energia 

elétrica é de 900 a 23.000 KWh por dia (12 a 300 Nm3
CH4/h). 

Figura 19: Sistema Combinado de Calor e Potência - CHP (Combined Heat and 

Power). 

 

Fonte: (Oechsner, H. 2016). 

 

Através da utilização do sistema CHP é possível que as usinas sucroalcooleiras 

exportem o excedente de energia elétrica gerada pelo aproveitamento de seus resíduos 

(bagaço e da palha), tornando-se grandes geradoras de bioeletricidade. De acordo com 
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dados da EPE (Empresa de Pesquisa Energética), em 2016 existiam cerca de 175 unidades 

sucroenergéticas exportando excedentes de energia elétrica, em um total de 370 unidades 

produtoras (EPE, 2016). O Plano Decenal de expansão de energia (PDE, 2024) considera 

que tais unidades possuem a capacidade de exportar ~165 TWh/ano até 2024 (quase duas 

vezes a produção de Itaipu), correspondendo a ~4,4 % da energia elétrica consumida no 

país no mesmo ano (PDE, 2024). Ainda segundo a EPE (2016), o aproveitamento pleno 

do potencial da bioeletricidade da cana tem capacidade para gerar 24% do consumo 

nacional até 2024. 

Nesse contexto, existem ferramentas de simulação que contemplam os principais 

processos e operações unitárias, bem como seus gastos energéticos e econômicos, 

presentes em uma planta de produção de etanol e açúcar, a partir da cana. Avaliações de 

ciclo de vida (LCA – life cycle assessment) contribuem identificando e quantificando os 

principais impactos ambientais potenciais da geração de eletricidade do bagaço de cana 

no Brasil (Silva, D et al., 2014). Além dessa, destaca-se a plataforma de simulação 

denominada de Biorrefinaria Virtual da Cana de Açúcar (BVC), desenvolvida no 

Laboratório Nacional de Ciência e Tecnologia do Bioetanol (CNPEM/CTBE), a qual 

pode ser avaliada, detalhadamente, nos trabalhos de Cavalett et al., (2012) e Bonomi et 

al., (2016). 

Através dessa BVC é possível obter parâmetros econômicos importantes e 

utilizados na implementação de possíveis tecnologias como: custo de produção, período 

ou tempo de retorno descontado, taxa interna de retorno (TIR) e valor presente líquido 

(VPL) (Moraes et al., 2014; Cavalett et al., 2012 e Dias et al., 2012). Tais parâmetros são 

utilizados para comparação, possibilitando a opção mais lucrativa (menores gastos e 

maiores receitas previstas) para a implementação do projeto (Watanabe et al., 2016).  

2.10. Considerações da revisão da literatura 

A revisão da literatura mostra a necessidade de um melhor aproveitamento da 

grande quantidade de materiais lignocelulósicos, como o bagaço de cana gerado na 

produção de etanol e açúcar. Para a produção de biocombustíveis de segunda geração 

como o etanol 2G e de terceira geração como o biogás, torna-se necessário a separação 

dos constituintes do complexo lignocelulósico e o processo de pré-tratamento do bagaço 

de cana combinando diferentes tecnologia tem sido muito estudado para essa finalidade, 

destacando a necessidade de serem otimizados.  
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A aplicação do ozônio é um desses pré-tratamentos que apresenta potencial de 

promover elevado teor de deslignificação, sem a geração de compostos inibitórios. Por 

outro lado, pouco se sabe sobre os efeitos energéticos e econômicos da aplicação do 

ozônio seguido da etapa de extração alcalina na integração da produção de etanol 2G e 

seus efeitos na produção de biogás a partir do aproveitamento dos resíduos desse 

processo.  

Juntamente com a aplicação do ozônio, a digestão anaeróbia tem sido amplamente 

utilizada como tecnologia para extrair energia, na forma de biogás, dos resíduos e 

efluentes. Além disso, a revisão demostra que os sistemas de digestão anaeróbia em 

estado sólido (SS-AD) e em dois estágios (DA-2E) são promissores para o 

aproveitamento do bagaço de cana bruto e residual de pré-tratamento. Por outro lado, 

visando favorecer as eficiências dessas técnicas foram destacadas as importâncias da 

influência de adaptações do inóculo anaeróbio, de melhorias na relação C/N e do processo 

de co-digestão na tentativa de maximizar o aproveitamento energético do bagaço de cana 

da produção de etanol 2G. 
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CAPÍTULO 3 

3. Material e métodos 

Neste capítulo são apresentados o material e os métodos utilizados para 

caracterizar o bagaço de cana; efetuar o seu pré-tratamento e das principais etapas da 

produção de etanol 2G (hidrólise enzimática e fermentação). Além disso, são 

apresentadas as metodologias de produção de biogás (CH4 e H2) a partir dos principais 

resíduos gerados na produção do etanol 2G. 

3.1. Coleta e caracterização do bagaço de cana-de-açúcar 

O bagaço de cana-de-açúcar foi coletado na empresa sucroalcooleira 

Bioenergética Aroeira®, localizada no Estado de Minas Gerais, em meados de 2014 

(safra 2014/2015). Após coleta do material, o mesmo foi armazenado dentro de sacos 

plásticos em freezer (a -20°C) para preservar as suas características originais e minimizar 

qualquer tipo de degradação por micro-organismos. 

A metodologia utilizada na caracterização dos bagaços de cana bruto e 

pré-tratado é apresentada nos próximos subtópicos, sendo dividida da seguinte maneira: 

i) umidade; ii) inorgânicos (cinzas); iii) extrativos; iv) lignina (solúvel e insolúvel); 

v) açúcares, ácidos e produtos de degradação; vi) composição elementar; 

vii) cristalinidade e viii) demanda química de oxigênio (DQO). 

3.1.1. Teor de umidade 

Para determinar o teor de umidade (%) do bagaço de cana foi utilizada a balança 

de umidade da OHAUS® modelo MB25. Nessa determinação termogravimétrica foi 

utilizada cerca de 1 g de amostra que, por meio de uma resistência elétrica, era aquecida 

a ~105 oC de forma a evaporar toda a água presente. A determinação da porcentagem de 

umidade da amostra é estabelecida ao alcançar uma massa estável (fim da evaporação da 

água), o que levava de 5 minutos (substrato com baixa umidade) a 30 minutos (elevada 

umidade). O cálculo do teor de umidade é realizado usando a Equação 14.  
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U(%) = (
mtotal −mseca

mtotal
) x100                                                   (Eq. 14) 

Na qual: U é a umidade da amostra em porcentagem (%), mtotal é a massa total inicial 

utilizada na determinação (massa do bagaço mais umidade) e mseca é a massa do bagaço 

seco no final da determinação (isenta de umidade). 

 

3.1.2. Teor de inorgânico 

A determinação do teor de inorgânicos (%) foi realizada conforme a Norma 

“Cinza em madeira e em papel” TAPPI T211 om-02. Por ser uma determinação 

gravimétrica a determinação de inorgânicos foi realizada em cadinhos de porcelana 

previamente calcinados em mufla (Magnus®) a 525oC durante 1 h. Após esse tempo os 

cadinhos foram resfriados à temperatura ambiente sob vácuo em dessecadores e pesados 

(P0). Cerca de 1,5 g de bagaço foi adicionado em cada cadinho, os mesmos foram levados 

à estufa e aquecidos até 105oC durante 24 h. Após essa etapa (amostra livre de umidade) 

o cadinho foi resfriado em dessecador e pesado novamente (P1).  

Por fim, os cadinhos foram levados à mufla e por meio de uma baixa taxa de 

aquecimento (1,25 oC/min) foram aquecidos até 525oC e mantidos nessa condição por 

2 h. Após esse tempo, os cadinhos foram novamente resfriados à temperatura ambiente 

em dessecador e pesados (P2). Portanto, foi possível determinar a porcentagem de 

inorgânicos (cinzas) no bagaço usando a Equação 15. 

Inorgânicos (%) = (
P2−P0

m
) ∗ 100                                          (Eq. 15) 

Na qual: P0 é a massa do cadinho vazio calcinado (g), P2 é a massa do cadinho e 

compostos inorgânicos (g) e m é a massa de bagaço (base seca) utilizado no ensaio. 

 

3.1.3. Teor de extrativos  

O teor de extrativos do bagaço foi realizado de acordo com o método “Solventes 

extrativos de madeira e celulose”, TAPPI T204 cm-07. Como adaptação substituiu-se o 

solvente extrativo benzeno pelo ciclohexano. Nessa caracterização foram adicionadas 10g 

de bagaço em base seca em um cartucho para extração do tipo soxhlet (previamente 
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pesado). O sistema de extração é constituído pelo cartucho de extração com a massa de 

bagaço e por um balão de 500 mL contendo 125 mL de ciclohexano e 125 mL de etanol. 

O sistema de extração foi operado durante 48h, e após esse tempo o mesmo foi lavado 

(cartucho mais bagaço) com água em abundância e seco em estufa (60 oC por 72h). O 

teor de extrativos foi determinado por gravimetria conforme Equação 16. 

Extrativos (%) = (
P1 − P2

P1
) ∗ 100                                                             (Eq. 16) 

Na qual: P1 é a massa em base seca inicial do bagaço (g) e P2 corresponde a massa de 

bagaço após as 48h de extração (g). 

 

3.1.4. Teor de lignina 

O teor de lignina foi estabelecido quantificando-se tanto a lignina insolúvel 

(AIL – acid-insoluble lignin) quanto a solúvel (ASL – acid-soluble lignin). A AIL foi 

realizada pelo método padrão gravimétrico “Determinação da lignina insolúvel em 

biomassa”, NREL LAP-004. Para tanto, utilizou-se aproximadamente 1 grama (0,7133 

g) de bagaço em BS, previamente moída (0,25 – 0,42 mm) em moinho (Marconi® e 

modelo MA048). Essa amostra foi adicionada em um tubo autolavável (500 mL) 

contendo 10,7 mL de solução de ácido sulfúrico (72%) permanecendo em agitação 

magnética por 2h (etapa de condensação). Ao fim, foram adicionados 400 mL de água 

destilada, diluindo a solução ácida para 3% (etapa de hidrólise). Essa etapa ocorreu em 

autoclave previamente aquecido a 120oC e perdurou por 1 h sob pressão de 2 atmosfera.  

Posteriormente, todo conteúdo do tubo foi filtrado em funil de placa sinterizada 

do tipo ASTM 10-15M previamente calcinada e tarada (P0). O material lignocelulósico 

insolúvel e o funil foram secos em estufa de circulação (Solab® e modelo SL-102) a 80oC 

durante 24 h. Ao final desse tempo, o material foi resfriado em dessecador sob vácuo para 

ser pesado novamente (P1). Por último, o funil e material lignocelulósico foram 

aquecidos em mufla (525oC por 2 h) com baixa taxa de aquecimento (1,25oC/min). Ao 

resfriar (dessecador sob vácuo) o funil mais amostra foram pesados (P2). Para determinar 

o teor de lignina insolúvel (AIL) utilizou-se a Equação 17. 
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Lignina Insoluvel − AIL (%) = (
P2 − P0

𝑚
) ∗ 100                                         (Eq. 17) 

Na qual: P0 é a massa do funil vazio calcinado (g), P2 é a massa do funil mais massa de 

lignina (g) e m é a massa de bagaço em base seca utilizada no ensaio. 

 

A determinação da lignina solúvel (ASL) foi realizada a partir do conteúdo 

filtrado do método de determinação da AIL. Para tanto, foi utilizado um 

espectrofotômetro (UV-Vis Hewlett-Packard®, modelo 8453) e analisado as absorbâncias 

no comprimento de onda de 215 nm e 280 nm (Marabezi, 2009). Dessa forma, com os 

valores de absorbância foi possível quantificar a lignina solúvel por meio da Equação 18. 

Lignina Solúvel − 𝐴𝑆𝐿 (
𝑔

𝐿
) = {

[
(4,53𝐴215) − 𝐴280

300 ]𝑉

𝑚
} ∗ 100              (𝐸𝑞. 18) 

Na qual: A215 e A280 são os valores das absorbâncias estabelecidos nos comprimentos de 

onda de 215 e 280 nm, respectivamente, V é o volume da solução ácida (L) e m é a massa 

da biomassa (g) em base seca. 

 

3.1.5. Teor de açúcares, ácidos e produtos de degradação 

A quantificação dos açúcares foi realizada por cromatografia de fase líquida de 

alta eficiência (CLAE) com detecção espectrofotométrica UV-Vis – (SPD-20A) e 

detector de índice de refração IR (RID-6A) ambos da Shimadzu®. O método utilizado 

possui uma coluna de separação Aminex HPX 87H (300 × 7,8 mm BIO-RAD®) mantida 

sob aquecimento a 55oC, fase móvel ácida (5 mmol/L H2SO4) e vazão de 0,6 mL/min. 

Nessas condições com 55 minutos foi possível quantificar os açúcares celobiose, glicose, 

arabinose e xilose no IR. Além desses, por meio de detecção no UV-Vis (210 nm) foi 

possível quantificar outros compostos como alguns ácidos (fórmico e acético) e em 

284 nm alguns produtos de degradação de açúcares, como o 2-furfuraldeído (FF) e o 

5-hidroximetil-2-furfuraldeído (HMF). 

A quantidade dos açúcares, produtos de degradação e ácidos orgânicos 

encontrados nas amostras foram convertidos à celulose (celobiose, glicose, ácido fórmico 
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e HMF) e à hemicelulose (xilose, arabinose, ácido acético e FF) utilizando as Equações 19 

e 20, respectivamente (Gurgel et al., 2014; Canilha et al., 2011). 

𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒 (%) = {
{[(0,95𝐶𝐶𝑒𝑙%) + (0,9𝐶𝐺𝑙𝑖%) + (3,52𝐶𝐴𝐹%) + (1,29𝐶𝐻𝑀𝐹%)} 

𝑚𝑖
} 𝑥100 

(Eq. 19) 

Hemicelulose (%) = {

[0,88CXil% + 0,88CArab% + 0,717CAA% + 1,375CFF%]

mi } x100 

(Eq. 20) 

Na qual: Cel%, Gli%, AF%, HMF%, Xyl%, Ara%, FF% e AA% são as porcentagens (m/m) de 

celobiose, glicose, ácido fórmico, 5-hidroximetil-2-furfuraldeído, xilose, arabinose, 

2-furfuraldeído e ácido acético, respectivamente. 

 

3.1.6. Composição elementar e morfologia 

A composição elementar do bagaço de cana foi realizada em um analisador 

elementar (LECO®, modelo TruSpec Micro) que permitiu determinar a sua composição 

em termos de C, H, N, S e O. Essas análises foram realizadas no Laboratório de Papel e 

Celulose da Universidade Federal de Viçosa. Já a morfologia da superfície do bagaço foi 

realizada por microscopia eletrônica de varredura (Tescan/Oxford®, modelo Vega 3 SB 

SEM) operando com voltagem de filamento de 20 keV e detector de elétrons secundários 

(SE). Previamente às análises morfológicas, os bagaços foram secos (90 °C por 1 h) e 

revestidos por uma fina camada de ouro em um alto vácuo modular (Quorum 

Technologies®, modelo Q150R ES). As morfologias foram realizadas no laboratório de 

Nanotecnologia da UFOP. 

3.1.7. Cristalinidade 

A cristalinidade foi determinada por meio de análises de Raios-X realizadas em 

um difratômetro (Shimadzu®, modelo LabX XRD-6100) equipado com radiação 

monocromática Cu-Kα (λ = 1,5406 Å) gerada a uma voltagem de 40 kV e 30 mA. Os 

difratogramas foram registrados dentro de uma faixa de 2 θ (ângulo de Bragg) de 3º a 60º 

com uma taxa de varredura de 2º por min. Os índices de cristalinidade foram 
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determinados pelo método Segal et al., (1959) usando a Equação 21. Essas análises foram 

realizadas no laboratório do DEMET/EM pertencente à UFOP. 

Índice de Cristalinidade CI (%) = {
I200 − Iam
I200

} x100                          (Eq.  21) 

Na qual: I200 é a intensidade máxima de reflexão da celulose I (200) a 2θ de 22°- 23° e 

Iam é a intensidade de difração a 2θ de 18°- 19° (Gurgel et al., 2012b). 

 

3.1.8. Determinação da demanda química de oxigênio - DQO 

As análises de DQO foram realizadas fundamentadas no método colorimétrico de 

refluxo fechado, como descrito no Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater (AWWA/APHA/WEF, 2005). 

3.2. Fluxograma do procedimento experimental 

Para facilitar o entendimento do procedimento experimental utilizado para a 

realização dos objetivos do trabalho, a Figura 20 apresenta o fluxograma das etapas 

executadas. 
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Figura 20: Fluxograma experimental da presente pesquisa. 

 

Na qual: FS = fração sólida; FL = fração líquida; BMP = ensaio biológico de produção de metano e BHP = ensaio biológico de produção de 

hidrogênio. A linha tracejada representa o volume de controle. 
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A sequência de etapas apresentada resumidamente na Figura 20 pode ser 

agrupada em 4 principais metas, a saber:  

i) Avaliação da adaptação do inóculo anaeróbio e da co-digestão na 

biometanização do bagaço de cana;  

ii) Otimização do pré-tratamento de ozônio visando a produção de etanol 2G; 

iii) Aproveitamento das correntes residuais do processo de produção de 

etanol 2G a partir do bagaço de cana ozonizado na produção de biogás;  

iv) Avaliação pré-eliminar econômica e energética da produção dos vetores 

energéticos etanol 2G e biogás integrados a partir do bagaço ozonizado. 

A meta 1 (avaliação da adaptação do inóculo por meio da adição de micro-

organismos, por melhorias na relação C/N e da co-digestão na biometanização do bagaço 

de cana) foi realizada com o objetivo de inferir sobre qual seria a melhor estratégica 

(adaptar o inóculo com adição de micro-organismos, acerto da relação C/N ou 

co-digeri-lo) para maximizar a produção de metano a partir do bagaço de cana. Os 

materiais e métodos envolvidos nessa etapa são apresentados no tópico 3.7 (produção de 

biogás), 3.8 (co-digestão) e os seus resultados são apresentados no Capítulo 4. 

A meta 2 (otimização do pré-tratamento de ozônio visando à produção de 

etanol 2G) foi realizada por meio de planejamento experimental para o pré-tratamento de 

ozonização (O3) e ozonização seguido de extração alcalina (O3 + EA). Para cada 

pré-tratamento foi realizado um planejamento com 17 ensaios (10gbagaço), com realização 

consecutiva das hidrólises enzimáticas (HE). As metodologias desses pré-tratamentos são 

descritas na seção 3.3 e as respectivas HE são descritas na seção 3.5. 

Após a interpretação as superfícies de respostas do planejamento experimental 

foram repetidas 5 condições de HE, porém com maior massa de bagaço (50gbagaço) 

pré-tratado. Dessa forma, amostras de 5 condições foram pré-tratadas (O3 e O3 + EA), 

submetidas a etapa de HE e fermentadas com a quantificação real da produção de 

etanol 2G. Os materiais e métodos relacionados nessa etapa de fermentação são 

apresentados no tópico 3.6 (produção de etanol 2G). Já seus resultados são apresentados 

no Capítulo 5.  
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A meta 3 é constituida em avaliar o aproveitamento dos resíduos gerados ao 

longo da produção de etanol 2G para a produção de biogás (H2 e CH4). Nessa etapa os 

resíduos líquidos e sólidos foram utilizados como substratos nos ensaios de BHP e BMP 

em processos de digestão anaeróbia em um e em dois estágios. As metodologias desses 

ensaios biológicos (BHP e BMP) para as correntes residuais líquidas são descritas nos 

itens 3.7.2 (digestão anaeróbia em fase líquida) e para os resíduos sólidos são descritas 

nos itens 3.7.3 (digestão anaeróbia em fase sólida). Todos os resultados dessas etapas são 

compilados e apresentados no Capítulo 6.  

Por fim, a meta 4 consistiu em fazer um levantamento energético e econômico 

dos processos descritos nas metas 1 a 3, de forma a determinar que vetor energético 

(etanol 2G e ou biogás) seria mais adequado de se produzir a partir do bagaço de cana 

pré-tratado por ozônio. Os procedimentos adotados na análise energética e econômica são 

descritos na seção 3.12 (Indicadores energéticos econômicos – sistema CHP), ao passo 

que os resultados dessa etapa são apresentados no Capítulo 7. 

3.3. Pré-tratamento do bagaço de cana – Ozônio em coluna 

O pré-tratamento utilizando ozônio (O3) como agente oxidante foi otimizado 

usando um planejamento experimental composto central com 17 ensaios (quadruplicada 

no ponto central). As variáveis otimizadas nesse planejamento foram as relatadas na 

literatura (Ben’ko et al., 2017; Coca et al., 2016; Mussatto et al., 2016; Travaini et al., 

2015) como as mais influentes sobre o processo envolvendo ozônio, a saber: umidade 

inicial do bagaço (8 a 92%), tempo de reação (10 a 157 min) e concentração de ozônio 

(5 a 55 mg/L). Os parâmetros mantidos fixos ao longo desses ensaios foram a vazão de 

ozônio – menor vazão do equipamento - (0,5 L/min) e massa de bagaço em base seca 

(10g BS). Todas as condições experimentais do planejamento com ozônio do bagaço de 

cana são apresentadas na Tabela 7. 
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Tabela 7: Planejamento experimental composto central do pré-tratamento do bagaço de 

cana aplicando ozônio em coluna (quadruplicada no ponto central - PC). 

Experimento Umidade (%) Tempo (min) 
Carga O3 

(mgO3/min) 

1 25 10 7,5 

2 75 10 7,5 

3 25 120 7,5 

4 75 120 7,5 

5 25 10 22,5 

6 75 10 22,5 

7 25 120 22,5 

8 75 120 22,5 

9 50 157 15,0 

10 50 65 2,4 

11 50 65 27,6 

12 8 65 15,0 

13 92 65 15,0 

14 (PC) 50 65 15,0 

15 (PC) 50 65 15,0 

16 (PC) 50 65 15,0 

17 (PC) 50 65 15,0 

 

O ozônio utilizado nesses ensaios foi gerado por descarga elétrica 

(potência = 100 W) em ozonizador da Ozone & Life® (modelo 3.0RPM). Todos os 

experimentos de ozonização foram realizados em uma coluna construída em PVC 

(2,5 cm x 70 cm) cujo esquema é apresentado na Figura 21. Nesse sistema o reator é 

carregado com o bagaço de cana e alimentado com o ozônio pela parte inferior, forçando 

o gás a passar pelo leito fixo de biomassa. O bagaço de cana foi adicionado na coluna 

sem aplicação de pressão no leito de biomassa, ocupando aproximadamente 2/3 do reator. 

Em ambas as extremidades foram adicionadas esferas de vidro.  

O ozônio que eventualmente não reagia com o bagaço era coletado pela parte 

superior, passando em sequência por uma solução de iodeto de potássio, a qual permitia 
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a quantificação do ozônio residual e a quantificação do ozônio realmente consumido. Por 

último, o excesso de oxidante passava por uma coluna de carvão ativado granular visando 

à adsorção de qualquer vestígio de ozônio, de forma a minimizar seu descarte para a 

atmosfera.  

Figura 21: Pré-tratamento do bagaço de cana utilizando ozonização em colunas. 

a) Esquema do sistema de ozonização e b) Sistema utilizado.  

a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

 

Na qual: 1) Cilindro de oxigênio; 2) ozonizador; 3) reator de ozonização em coluna; 

4) solução de iodeto de potássio e 5) coluna de carvão ativado. 

 

Destaca-se que para o planejamento experimental apresentado na Tabela 7 foram 

criadas superfícies de respostas para as três variáveis estudadas: eficiência de 

deslignificação, rendimento de hidrólise enzimática e produção teórica de etanol. Em 

função dessas otimizações foram repetidas 5 condições experimentais de cada pré-

tratamento (ozonização e ozonização seguida de extração alcalina), sendo cada condição 
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realizada em quintuplicada. Ou seja, 5 condições experimentais dentro das condições 

otimizadas pelas superfícies de resposta de cada pré-tratamento foram realizadas 

novamente, almejando uma maior massa de bagaço para a realização dos ensaios de 

fermentação e produção de etanol 2G. Essa repetição fundamenta-se na necessidade de 

uma maior massa de bagaço de cana para conduzir os experimentos até a etapa de 

fermentação, considerando as perdas de massa do processo.  

3.3.1. Extração Alcalina (EA) 

Sabendo-se que o ozônio não oxida completamente a lignina (Wunn et al., 2017), 

os bagaços de cana ozonizados e contendo fragmentos de lignina foram submetidos a uma 

etapa de extração alcalina (EA). A EA realizada após os ensaios de ozonização 

constituiu-se em uma operação de “lavagem” do bagaço de cana com solução de 

NaOH 1% (m/v) em um misturador (liquidificador com lâminas sem corte) por 

15 segundos, utilizando uma relação líquido-sólido (RLS) de 10:1. Esse procedimento foi 

realizado em triplicata e, posteriormente, todo o conteúdo do sistema (bagaço de cana + 

solução alcalina) foi filtrado em um funil de Büchner.  

Destaca-se que o conteúdo líquido filtrado dessa etapa (denominado de extrato 

alcalino) foi utilizado como substrato para a produção de biogás (seção 3.7.2) e 

identificação de subprodutos de valor agregado (seção 3.4). Posteriormente à EA os 

bagaços foram lavados abundantemente com água destilada até que o pH da água de 

lavagem atingisse a neutralidade. Os bagaços lavados foram então armazenados (freezer 

a – 20oC) para os testes de hidrólise enzimática (seção 3.5).  

3.4. Identificação de subproduto  

A identificação de subprodutos foi realizada na fração líquida residual (extrato 

alcalino) gerada na etapa de pré-tratamento em que foi utilizada a etapa de extração 

alcalina (O3 + EA). O preparo de amostra para a identificação de subproduto foi realizado 

pela técnica de microextração com partição a baixa temperatura (Gomes et al., 2016). 

Foram misturados 600 µL de amostra (extrato alcalino) com 600 µL de solvente orgânico 

por 60 segundos em vórtex. Foram testados três solventes de distinta polaridade 

(acetonitrila, diclorometano e hexano). Após a mistura da amostra com um dos solventes 

orgânico os frascos de vidro de 2 mL (vials) foram mantidos em freezer (-4oC) por 12h. 

Ao término desse tempo, a fração orgânica foi separada e seca sob fluxo de nitrogênio 
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gasoso até sua completa evaporação. Em seguida as amostras foram derivatizadas 

adicionando 25 µL de piridina e 75 µL de BSFTA:TMCS (99:1) e mantendo em estufa 

(80 °C) por 30 minutos.  

Após a derivatização, utilizou-se a cromatografia de fase gasosa acoplada à 

espectrometria de massas (Shimadzu®, Modelo GC/MS-QP2010 plus) para a 

identificação dos subprodutos. A coluna utilizada para a separação cromatográfica foi a 

ZB-5HT (30m × 0,25mm × 0,10µm), com temperatura do injetor e da interface a 280oC 

e Hélio como gás de arraste na vazão de 1,46 mL.min-1. O detector foi operado com uma 

voltagem de 0,98kV com a temperatura da fonte de ionização em 250°C. O volume de 

injeção utilizado foi de 2 µL e o tempo de corrida foi de 70 min. O procedimento de 

determinação dos valores de m/z monitorados foi realizado utilizando o software da 

Shimadzu® e a biblioteca do National Institute of Standards and Technology (NIST®) 

versão 2.0. 

3.5. Hidrólise enzimática (HE) do bagaço de cana 

Os ensaios de hidrólise enzimática do bagaço bruto e pré-tratados (por ozônio 

seguido ou não de extração alcalina) foram realizadas em duplicata. Nesses ensaios foram 

utilizados os coquetéis enzimáticos comerciais Cellic Ctec2 e Cellic Htec2 adquiridos da 

Novozymes®. A Cellic Ctec2 foi aplicada em uma concentração de 10 FPU/gbagaço (BS) e 

a Cellic Htec2 em uma concentração de 52,2 UI/gbagaço (BS). Essa dosagem 

(10 FPU/gbagaço) foi utilizada uma vez que é considerada viável economicamente (Batalhe 

et al., 2015). 

Os parâmetros utilizados nesses ensaios de HE foram: 1g de bagaço (BS); RLS 

10:1, pH 5,0 (tampão citrato 0,05 mol/L), temperatura de 50oC, velocidade de agitação 

150 rpm e azida sódica (0,02 %m/v). Esses parâmetros são reportados pela Novozyme 

como os mais adequados para o coquetel utilizado. As HE foram realizadas em 

erlenmeyers de 25 mL devidamente mantidos em incubadora agitada (New Brunswick 

Scientific®) por 72h. Decorrido esse tempo, as reações enzimáticas foram encerradas 

imergindo os erlenmeyers em banhos de gelo por 30 min. Após esse tempo, o conteúdo 

foi centrifugado a 4500 rpm por 15 min. As frações líquidas ricas em açúcares 

fermentescíveis de seis carbonos foram caracterizadas em CLAE (seção 3.1.5) e 

utilizadas na etapa de fermentação para a produção de etanol 2G (seção 3.6).  
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As HE das 5 condições escolhidas no planejamento experimental de 

pré-tratamento (ozônio e ozônio com extração alcalina) foram repetidas com 10g de 

bagaço (BS). Tais ensaios foram realizados em erlenmeyers de 250 mL mantendo-se 

exatamente as mesmas condições experimentais descritas anteriormente. Os resíduos dos 

ensaios de HE (fração sólida) foram utilizados como substrato em reatores anaeróbios de 

fase sólida (SS-AD) em sistemas de duplo estágio (DA-2E), visando à produção de biogás 

(H2 e CH4) (seção 3.7.3). 

3.5.1. Determinação das atividades enzimáticas 

A metodologia de determinação das atividades das celulases foi realizada por 

meio de treinamento no Laboratório Nacional de Tecnologia do Bioetanol (CTBE) 

pertencente ao CNPEM (Centro Nacional de Pesquisa em Energia e Materiais) localizado 

em Campinas – SP. 

O ensaio foi realizado em tampão citrato (0,05 mol/L), temperatura de 50oC, pH 

do meio igual a 5,0 e presença de azida de sódio (0,02% m/v), conforme orientação da 

IUPAC (Ghose 1987). Sob essas condições experimentais foram dosadas diferentes 

concentrações do coquetel enzimático Cellic Ctec2 (v/v) em tubos de ensaios (~ 50 mL) 

contendo celulose padrão (2 mg de papel de filtro no 1 Whatman). Em função disso a 

unidade da determinação das atividades enzimáticas é FPU/mL (unidade de filtro de papel 

“filter paper unit” por volume da solução enzimática). 

Durante 1 h de ensaio as enzimas celulolíticas hidrolisaram a celulose, liberando 

glicose para o meio. Após esse tempo as reações foram finalizadas com a adição do 

reagente DNS (ácido dinitro-3-5salicílico), que foi deixado reagir por 5 min. Após esse 

tempo todas as reações foram finalizadas com a imersão dos tubos de ensaio em banho 

de gelo. Foi realizado um ensaio “branco” (sem a adição do substrato celulósico) visando 

descontar a glicose eventualmente presente tanto no substrato quanto no coquetel. Nessa 

reação o DNS é reduzido, ligando-se aos açúcares redutores para formar ácido aldônico 

e açúcares oxidados (grupos carboxílicos). Tais compostos foram quantificados em 

espectrofotômetro UV-Vis em comprimento de onda de 540nm.  

A determinação das atividades da ß-Glicosidase foi realizada de acordo com a 

metodologia validada por Visser et al., (2013), utilizando o ρNPβGlc (4-nitrofenil-β-D-

glicopiranosídeo) como substrato, sendo as reações conduzidas em placa de Eliza. A 
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reação enzimática foi realizada em meio tampão acetato de sódio 100 mM (30 μL e 

pH = 5,0), onde foi adicionado substrato sintético (50 μL 2mM) e extrato enzimático 

(20 μL).  

A placa de Elisa foi deixada em banho maria (50 oC por 15 minutos) antes de 

receber a adição de 100 μL de carbonato de sódio 0,5M e ser lida em 410 nm no 

espectrofotômetro de microplacas (Victor X3®, modelo Perkin Elmer) do Laboratório de 

biologia e tecnologia de micro-organismos (LBTM) da UFOP. Os valores de absorbância 

obtidos foram convertidos em µmoles de ρNP utilizando uma curva padrão construída 

com a faixa de 0 – 0,05 µmoles de ρNP. Uma unidade de atividade enzimática (UI) é 

definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 µmol de produto (ρNP) 

por minuto, nas condições de ensaio. 

3.6. Produção de etanol 2G 

Após os ensaios de hidrólise enzimática as amostras foram centrifugadas 

(4500 rpm por 10 min) e o hidrolisado foi submetido a etapa de fermentação. Esses 

ensaios de produção de etanol 2G foram realizados no Laboratório de Bioprocessos e 

biotransformação e da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri 

(UFVJM), no campus JK, Diamantina/MG. 

Uma linhagem da levedura Saccharomyces cerevisiae comercial de panificação 

desidratada (Fleischmann®) foi utilizada como agente fermentativo na proporção de 1% 

(m/v) em frascos do tipo Falcon de 50 mL acoplados a fermentômetros. Esses 

fermentômetros consistinham em aparatos que deixavam escapar o CO2 produzido 

durante a fermentação sem, contudo, deixar o ar externo entrar em contato com o 

fermentado. Esse sistema de fermentação, bem como as amostras incubadas são 

apresentadas na Figura 22. As amostras foram incubadas a 28 ± 1 oC, utilizando-se 25 mL 

de hidrolisado enzimático com pH igual a 5. 
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Figura 22: Etapa de fermentação do hidrolisado das HE. a) Frasco de fermentação 

conectado para saída do CO2(g) gerado ao longo do processo e b) Batelada de ensaio 

fermentativo no shaker. 

 

a) 

 

b) 

 

O monitoramento da evolução da fermentação foi feito por método gravimétrico, 

medindo-se a massa de cada sistema (frascos + amostras). Dessa forma, a partir da perda 

de massa do processo (devido à geração de CO2(g)) foi possível inferir sobre a evolução 

da produção de etanol. Ao fim do processo (27h) as amostras foram caracterizadas para 

quantificar a produção real de etanol, bem como dos compostos inibidores e açúcares 

residuais da fermentação.  

Nessas análises utilizou-se sistema de cromatografia líquida de alta eficiência 

(CLAE) com detecção espectrofotométrica - UV-Vis – (SPD-20A) e detector de índice 

de refração – IR - (RID-6A) ambos da Shimadzu®. O método adotado utilizou uma coluna 

de separação Rezex ROA (300 × 7,5 mm Phenomenex®) mantida sob aquecimento a 

60oC, fase móvel ácida (2,5 mmol/L H2SO4) com vazão de 0,6 mL/min e volume de 

injeção de 5µL. Nessas condições é possível quantificar açúcares (glicose, xilose, 

arabinose), etanol e glicerol no IR. Por meio da detecção no UV-Vis foi possível 

quantificar os principais ácidos (cítrico, succínico, lático e acético) formados na 

fermentação da glicose.  

Já os cálculos utilizados para determinar as produções e rendimentos de etanol 

foram fundamentados de acordo com Zabed et al., (2016). Para tanto, a Equação 22 

apresenta o rendimento de etanol (YEtOH).  
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𝑌 𝐸𝑡𝑂𝐻 =
𝐶. 𝑉

𝑚
                                                    (𝐸𝑞. 22) 

Na qual: YEtOH é o rendimento de etanol (g/kg); C é a concentração do etanol (g/L), V é o 

volume líquido inicial na fermentação e m é a massa do bagaço, em base seca, usada no 

ensaio de fermentação. 

 

Já a produtividade de etanol (QEtOH) foi estimada como a quantidade de etanol 

gerada por massa de bagaço por unidade de tempo. Normalmente, é determinado quando 

a concentração de etanol é máxima. Para tanto a Equação 23 apresenta o cálculo da 

produtividade do etanol (QEtOH). 

𝑄 𝐸𝑡𝑂𝐻 =
𝐶. 𝑉

𝑚. 𝑡
                                                   (𝐸𝑞. 23) 

Na qual: Q EtOH é a produtividade de etanol (g/kg.h) e t é o tempo em que a concentração 

de etanol produzida é máxima (h).  

 

Por último, o cálculo da eficiência de produção de etanol (% EtOHmax) foi 

estabelecido conforme Equação 24. 

𝐸𝑡𝑂𝐻max(%) =  
𝐸𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙 𝑝𝑟𝑜𝑑𝑢𝑧𝑖𝑑𝑜 𝑛𝑜 𝑟𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟 (𝑔)

𝑎çú𝑐𝑎𝑟𝑒𝑠 𝐶6 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑛𝑜 𝑟𝑒𝑎𝑡𝑜𝑟 (𝑔) ∗ 0,511
∗ 100     (𝐸𝑞. 24) 

Na qual: EtOHmax (%) é a eficiência de produção máxima de etanol e 0,511 é a relação 

mássica (getanol/gglicose) entre os açúcares C6 (glicose) e o etanol produzido via 

fermentação. 

 

3.7. Produção de biogás 

Os ensaios de digestão anaeróbia (DA) foram executados em batelada utilizando 

como substrato as correntes residuais do processo de produção do etanol 2G, com vistas 

a avaliar o seu potencial na produção de biogás. Foram utilizados como substrato o 

resíduo do pré-tratamento em coluna do bagaço de cana (fração líquida da etapa de 

extração alcalina - hidrolisado alcalino) e a fração sólida resultante da hidrólise 
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enzimática do bagaço de cana nas 5 condições otimizadas de produção de etanol 2G (ver 

seção 3.6). Todos os ensaios de DA foram realizados em duplicata com a configuração 

de um estágio (fases acidogênica e metanogênica em um único reator) e de dois estágios 

(fases acidogênica e metanogênica separadas fisicamente). Portanto, foi possível 

comparar a eficiência de produção de metano em um estágio com aquela obtida após a 

produção de hidrogênio (dois estágios). 

Esses ensaios foram realizados em frasco de vidro (Vútil = 100 mL) vedados com 

tampa de borracha, utilizando apenas 60% do volume para a fase líquida (40 mL head 

space). Esses frascos foram incubados a 35 oC ± 0,3 oC e 150 rpm em shaker (Thoth®, 

modelo 6440) pelo tempo necessário ao encerramento da produção de biogás. A Figura 23 

mostra uma foto de uma “batelada de ensaios” de digestão anaeróbia realizados para 

determinar a produção bioquímica de hidrogênio (BHP) e de metano (BMP). O biogás 

produzido foi monitorado, diariamente, por meio da aferição da sua pressão e 

composição, conforme descrito na seção 3.9.  

Figura 23: Batelada de ensaios de BHP e BMP. 

 

 

A DA em um estágio foi realizada visando somente à produção de metano. Já a 

DA em dois estágios foi realizada, inicialmente, visando à produção de hidrogênio (fase 

acidogênica) e de metano (fase metanogênica). Para tanto, o inóculo acidogênico foi 

autoclavado (100 oC por 2h) para a inativação das arqueas metanogênicas. Após 

estabilização da produção de H2, os frascos foram abertos e o conteúdo líquido 

centrifugado de forma a recolher o sobrenadante, que foi devidamente caracterizado para 
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determinar o teor de açúcares e DQO antes de serem utilizados na incubação dos frascos 

metanogênicos. Os detalhes desses ensaios de DA em dois estágios são apresentados nas 

seções específicas da DA em fase líquida em dois estágios (seção 3.7.2.1) e da DA em 

fase sólida em dois estágios (seção 3.7.3.1). 

Visando maximizar a produção de biogás por meio do incremento de 

micro-organismos anaeróbios, foram avaliados três inóculos diferentes. No próximo 

tópico são descritas as metodologias de preparação dos inóculos utilizados na produção 

de hidrogênio e metano ao longo dos ensaios de DA. 

3.7.1. Preparação dos inóculos anaeróbios 

Foram preparados e avaliados três inóculos anaeróbios de fontes diferentes 

visando maximizar a biometanização do bagaço de cana. Esses inóculos foram nomeados 

de: i) UASB; ii) UASB-BR e iii) UASB-FBM. O inóculo UASB é constituído por 

micro-organismos coletados de um reator anaeróbio (upflow anaerobic sludge blanket 

reactor - UASB) alimentado com esgoto sanitário instalado no Centro de Pesquisa e 

Treinamento em Saneamento – CePTS – UFMG/COPASA, localizado na estação 

Arrudas, Belo Horizonte, MG. 

O inóculo UASB-BR é constituído pela mistura de 50% (m/m) de sólidos 

voláteis (SV) do inóculo UASB com a fortificação de 50% de SV de micro-organismos 

coletado dentro do rúmen bovino (Bovine rumen - BR). Essa coleta foi realizada em 

animais fistulados pertencentes ao Departamento de Zootecnia da Universidade Federal 

de Viçosa. Destaca-se que esse departamento além de fornecer as amostras, forneceu a 

autorização para trabalhar com tais micro-organismos (Número do comitê de ética: 

42/2016). Por último, o inóculo UASB-FBM é constituído de 50% de SV do inóculo 

UASB com a adição de 50% de SV de estrume bovino fresco (fresh bovine 

manure - FBM). Uma foto dos três inóculos é apresentada na Figura 24. 
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Figura 24: Inóculos utilizados nos ensaios anaeróbios para a produção de biogás do 

bagaço de cana. a) UASB-FBM, b) UASB e c) UASB-BR. 

 

a)        b)            c) 

 

Os três inóculos foram testados na produção biológica de metano (BMP) e 

apenas o mais eficiente (maior biometanização do bagaço) foi utilizado para a produção 

biológica de hidrogênio (BHP). Ou seja, apenas para o melhor inóculo (maior 

biometanização do bagaço de cana) indicado pelos resultados de BMP foi avaliada a 

configuração de duplo estágio nos demais ensaios de digestão anaeróbia (tanto em fase 

líquida quanto em sólida). Nesses ensaios (BHP) o inóculo foi previamente adaptado, 

eliminadas as arqueas metanogênicas. Para tanto, o inóculo utilizado foi previamente 

autoclavado (100 oC por 2 h) e mantido o pH do meio levemente ácido (pH ~ 5,5 ± 0,2), 

conforme determinações de Pandey et al. (2013).  

3.7.2. Digestão anaeróbia em fase líquida 

A digestão anaeróbia em fase líquida foi realizada com o hidrolisado alcalino 

(10 mL) residual da etapa de pré-tratamento (O3 + EA) do bagaço de cana. Inicialmente, 

o pH desse hidrolisado foi neutralizado utilizando solução de ácido clorídrico (HCl) a 

1,5 mol/L.  

Em todos os ensaios de DA em fase líquida a relação inicial entre substrato e 

micro-organismos foi fixada em 0,4 gDQO/gSV. Devido à alta variabilidade da DQO do 

hidrolisado alcalino (2 a 7 g/L) foi realizado um “branco” (reator sem amostra de 

hidrolisado) para cada condição experimental, visando monitorar a produção endógena 

de metano. Além do hidrolisado alcalino e do inóculo anaeróbio, em todos os frascos foi 

adicionada solução nutriente (solução estoque de 5 g/L) cujo volume dependia da DQO 
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do hidrolisado alimentado. Essa solução foi preparada de acordo com Chernicharo 

(2007). 

Ao término desses ensaios (estabilização da produção de metano), todas as 

amostras foram centrifugadas e caracterizadas por cromatografia líquida de alta eficiência 

(seção 3.1.5) e determinação da DQO (seção 3.1.8).  

3.7.2.1. Digestão anaeróbia em fase líquida em dois estágios 

A DA em dois estágios foi acompanhada pelo monitoramento da produção de 

hidrogênio na fase acidogênica (BHP) e de metano na fase metanogênica (BMP). Nessa 

etapa, além do processo de autoclavagem do inóculo (100 oC por 2h), o pH do meio 

reacional foi mantido levemente ácido (~5,5 ± 0,2) e a relação inicial substrato/micro-

organismo foi aumentada para 1,85 gDQO/gSV (Lazaro et al., 2014). Ao término dessa 

fase (estabilização da produção de H2) deu-se início à fase metanogênica. Para tanto, o 

pH do meio foi neutralizado (7,0 ± 0,2) e 50 mL da fração líquida dos frascos-reatores 

acidogênicos foram incubados visando à produção de metano (etapa metanogênica). 

Também foi realizado um “branco” para cada condição experimental. Da mesma 

forma que nos ensaios acidogênicos, os testes metanogênicos (BMP) foram encerrados 

quando a produção de metano cessou. Ao final desses ensaios foi realizada uma 

caracterização da fase líquida (análise de CLAE e DQO) visando compreender quais 

substratos (principalmente os AGV gerados na fase acidogênica) foram utilizados na 

produção de metano, bem como verificar a eficiência de remoção de DQO do sistema. 

3.7.3. Digestão anaeróbia em fase sólida (SS-AD) 

Os ensaios de SS-AD foram realizados em duplicata com o bagaço residual da 

etapa de hidrólise enzimática. Nesses ensaios foi mantido um teor de sólidos totais (ST) 

de ~15% e uma relação substrato/micro-organismos de 2gSV/gSV (Yang et al., 2015). 

Os valores de pH dos frascos foram ajustados para 7,0 ± 0,2 com a adição de NaOH 

(1,5 mol/L). Foram utilizadas ~5 g do bagaço residual das HE, que continha de 3,5 a 

4,0 gSV. Da mesma forma como feito na DA em fase líquida, foi monitorado um “branco” 

para quantificação do metano endógeno e após o término da SS-AD (estabilização da 

produção de metano), a fração líquida dos frascos foi caracterizada por meio de análise 

de CLAE e DQO. 
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3.7.3.1. Digestão anaeróbia em fase sólida (SS-AD) em dois estágios 

A SS-AD com a configuração de dois estágios iniciou com o monitoramento da 

produção de hidrogênio (fase acidogênica). Portanto, também foi utilizado inóculo 

preparado para eliminar os microrganismos metanogênicos (100 oC por 2h) e manutenção 

do pH reacional em ~5,5 ± 0,3. A relação substrato : micro-organismos no início do ensaio 

foi fixada em 3 (Yang et al., 2015) e, após a estabilização da produção de H2 (fim da fase 

acidogênica) e caracterização da fase líquida (análises de CLAE e DQO), iniciou-se a 

fase metanogênica.  

Porém em função do elevado teor de sólidos no início dos testes (~15% ST), ao 

final da fase acidogênica foi adicionada nova alíquota de um inóculo anaeróbio (sem pré-

tratamento térmico) de forma a atingir uma relação substrato micro-organismo de 

4gSV/gSV. Além disso, foi corrigido o pH do meio (7,0 ± 0,2) com a adição de NaOH 

(1,5 mol/L). Ao término dessa etapa os frascos foram abertos e caracterizados (análises 

de CLAE e DQO) permitindo compreender a eficiência do sistema em termos de remoção 

de DQO, bem como a produção de biogás a partir do bagaço residual. 

3.8. Co-digestão: bagaço de cana e microalgas  

Nos ensaios de co-digestão do bagaço de cana foi utilizada biomassa algal de lagoa 

de estabilização de uma estação de tratamento de esgoto (ETE) operada com uma vazão 

de 86 m3/h na cidade de Ouro Branco – MG. As algas foram coletadas de forma pontual 

na quarta lagoa de estabilização da ETE, conforme mostra a Figura 25, cuja DQO é de 

800g/L e ST igual a 460 mg/L. 
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Figura 25: Estação de tratamento de esgoto sanitário (ETE) de Ouro Branco (MG) 

constituída por lagoas anaeróbias em paralelo (1 e 2) seguidas de lagoas facultativas (3 e 

4) em série. 

 

 

Para aumentar a concentração de algas (Cinicial ~ 0,03% ST e 0,02% SV) as 

amostras coletadas (v = 250 L) foram submetidas a um processo de coagulação com 

aplicação do coagulante natural Tanflok® (100 mg/L). Após a sedimentação das algas, foi 

descartada a água decantada e obtida uma suspensão (v ~ 20 L) concentrada de biomassa 

algal (4,2 % ST e 3,4% SV) denominada ‘alga bruta’. Essa amostra concentrada foi 

utilizada em todos os ensaios de co-digestão, que empregaram apenas o inóculo UASB, 

visando melhorias para esse inóculo. 

Foram misturados bagaço (bruto e pré-tratado) e alga (bruta e pré-tratada) nas 

proporções bagaço:alga (% SV) de 75:25; 50:50 e 25:75. Além dessas proporções, foram 

feitas, para comparação, as proporções 0:100 e 100:0. Cada biomassa foi pré-tratada, 

separadamente, por tratamento térmico (80 oC por 10h) realizado em reatores tubulares 

(v = 195 cm3) de aço inox (316 L) aquecidos em banho termostatizado (Solab®) contendo 

glicerina como fluido de aquecimento. Essas condições de pré-tratamento térmico foram 

otimizadas por outros pesquisadores do mesmo grupo de pesquisa. Após o pré-

tratamento, todo conteúdo das biomassas pré-tratadas (fração líquida + sólida) foi 

utilizado nos ensaios de produção de metano. A Tabela 8 apresenta todas as condições 

experimentais utilizadas nesses ensaios de co-digestão para a produção de metano. 

  



_____________________________________________Capítulo 3: Material e métodos 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 117 

Tabela 8: Condições experimentais utilizadas nos ensaios de co-digestão do bagaço de 

cana com biomassa algal. 

Biomassa 
Proporção SV (%) 

bagaço - algaa 

Bagaço de cana bruto 

(SB) e alga bruta 

0,75 SB + 0,25 Alga 

0,50 SB + 0,50 Alga 

0,25 SB+ 0,75 Alga 

Bagaço pré-tratado (PSB) 

+ alga bruta 

0,75 PSB + 0,25 Alga 

0,50 PSB + 0,50 Alga 

0,25 PSB+ 0,75 Alga 

Bagaço pré-tratado (PSB) 

+ alga pré-tratada (AP) 

0,75 PSB + 0,25 AP 

0,50 PSB + 0,50 AP 

0,25 PSB+ 0,75 AP 

a: SB: bagaço de cana bruto; PSB: bagaço de cana pré-tratado por tratamento térmico; 

AP: biomassa algal pré-tratada por pré-tratamento térmico. 

 

As análises cinéticas da produção de metano dos ensaios de co-digestão do 

bagaço e biomassa algal foram feitas apenas para a melhor proporção bagaço : alga 

utilizando os 5 modelos matemáticos descritos na seção 3.10. Em função das 

características das amostras de alga (baixo teor de ST), as condições experimentais 

utilizadas nos ensaios de produção de metano (BMP) a partir da co-digestão do bagaço e 

alga caracterizam uma digestão anaeróbia em fase líquida (ST < 15%). Os detalhes dessa 

metodologia são descritos na seção 3.7.2 (digestão anaeróbia em fase líquida). Todos os 

ensaios foram realizados em duplicata e foram monitorados os frascos “branco” para 

todas as condições (inóculo, alga e bagaço, tanto na condição bruta quanto pré-tratada). 

A única diferença desses ensaios de BMP para aqueles descritos na seção 3.7.2, foi a 

utilização de frascos maiores (v = 275 mL) devida as menores concentrações da biomassa 

algal. 

3.9. Monitoramento do biogás (H2 e CH4) 

O monitoramento da produção de biogás foi realizado diariamente registrando o 

volume acumulado de hidrogênio e/ou de metano. Para tanto, foi analisada a pressão dos 

frascos (Manometer®, modelo PM-9100HA) juntamente com a quantificação (% v/v) de 

metano e hidrogênio presente no biogás por meio do cromatógrafo de fase gasosa (CG) 

(Shimadzu®, modelo 2014/TCD). A Figura 26 apresenta os instrumentos utilizados 
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(manômetro e CG) para determinação da produção acumulada de biogás nos frascos-

reatores. 

Figura 26: Equipamentos utilizados no monitoramento do biogás nos ensaios de BHP e 

BMP. a) manômetro e b) cromatógrafo de fase gasosa. 

a)       b)  

 

 

 

 

 

 

O cromatógrafo utilizado para análise do biogás é equipado com detector de 

condutividade térmica (Shimadzu®, modelo 2014) operado a 120 oC e corrente de 85 mA. 

A coluna utilizada é capilar (Restek® 30m x 0,53 mm) empacotada com partículas de 5Å 

operada a 40°C. Como gás de arraste foi utilizado o nitrogênio com 1,66 mL/min, e para 

a quantificação de metano foi utilizado um padrão de mistura de gases com 

24,99 molCH4/molmistura e 25,14  molH2/molmistura para a construção da curva de calibração. 

Todos os valores de produção de metano e de hidrogênio foram normalizados 

considerando as condições normais de temperatura e pressão (273,15 K e 101,315 Pa) e 

expressos, respectivamente, em NLCH4/kgSV e NLH2/kgSV. 

3.10. Análise cinética da produção de biogás  

Para determinar os principais parâmetros cinéticos relacionados à produção de 

biogás foram estudados 5 modelos cinéticos, a saber: primeira ordem (Pavlostathis e 

Gomez 1991), Gompertz modificado (Zwietering et al., 1990), Cone (Groot et al., 1996), 

exponencial de duas fases (Pellera e Gidarakos 2016) e multiestágio (López et al., 2010). 

Esses modelos foram testados para descrever os dados experimentais dos ensaios de 

avaliação dos inóculos anaeróbios em fase sólida (SS-AD) (seção 3.7.3). Para os demais 
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ensaios de produção de biogás foram utilizados apenas os três modelos com os melhores 

ajustes. 

O modelo cinético de primeira ordem (Equação 25) considera que o fator 

limitante da velocidade da digestão anaeróbia é a fase de hidrólise do substrato (Donoso-

Bravo et al., 2010). No entanto, esse modelo não permite a estimativa de produção de 

metano, nem a taxa específica de produção de metano e a fase lag.  

  0 1 expP P kt       (Eq. 25) 

Na qual: P é a produção acumulada de metano (NLCH4/kgSV); P0 é a produção máxima de 

metano (NLCH4/kgSV); k é a constante cinética de produção de metano (dia-1) e t é o tempo 

de incubação (dias). 

 

O modelo de Gompertz modificado apresentado pela Equação 26 é um modelo 

empírico que permite a determinação de parâmetros importantes da DA como fase lag, 

taxa de produção específica de metano e sua produção acumulada. A expressão 

matemática desse modelo é dada pela Equação 26 (Zwietering et al., 1990). 

  m
0

0

exp exp 1
e

P P t
P




   
     

   

  (Eq. 26) 

Na qual: λ é a fase lag (dias); e é logaritmo neperiano e µm é taxa máxima de produção 

de metano (NLCH4/kgSVdia
-1). 

 

O modelo de Cone (Equação 27) também um modelo empírico utilizado no 

monitoramento da produção de metano a partir de material particulado na presença de 

micro-organismos ruminais, uma vez que considera as principais características desses 

micro-organismos. Esse modelo também mensura a taxa específica de produção de 

metano e a produção máxima de metano. O modelo de Cone permite estimar ainda o 

comportamento da produção de metano pela constante de Cone (n), indicando a presença 

ou ausência da fase lag (Groot et al., 1996). 
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 

0

1
n

P
P

kt





  (Eq. 27) 

Na qual: k é a taxa de produção de metano (dia-1) e n é a constante do modelo de Cone 

(adimensional). 

 

O modelo de duas fases (Equação 28) considera que a produção de biogás pode 

ocorrer em duas ou mais fases (Pellera e Gidarakos 2016). Esse modelo descreve a 

conversão do substrato a biogás em cada fase, desconsiderando a interação entre eles 

(López et al., 2010). 

    1 1 2 21 exp 1 expP P k t P k t              (Eq. 28) 

Na qual: P1 e P2 são as produções acumuladas de metano (NLCH4/kgSV) e k1 e k2 (dia-1) 

são as constantes cinéticas para em cada fase. 

 

Por último, o modelo multiestágios apresentado pela Equação 29 descreve o 

comportamento da produção de biogás considerando diferentes substratos, estágios e suas 

interações. Portanto, esse modelo explica a biometanização de materiais lignocelulósicos 

em diferentes estágios, considerando as interações entre cada estágio para a produção de 

biogás (López et al., 2010). 

    
   2 1 1 2

S 1 I 2 IS

2 1 1 2

exp exp
1 exp 1 exp 1

k k t k k t
P A k t A k t A

k k k k

  
                   

 

(Eq. 29). 

Na qual: AS, AI e AIS são as produções acumuladas de metano em cada estágio 

(NLCH4/kgSV) e k1 e k2 são as constantes cinéticas. 

 

A seleção de melhor modelo cinético foi realizada de acordo com as seguintes 

funções de erro: o coeficiente de determinação (R2); erro quadrático médio (RMSE); erro 

quadrático médio normalizado (NRMSE) e critério de Akaike (AIC – Akaike Information 

Criterion) (Akaike 1992; Motulsky and Christopoulos 2003).  

O coeficiente de determinação (R2) foi calculado utilizando a Equação 30. 
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
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




  (Eq. 30) 

Na qual: Yi,exp são os pontos observados; Yi,est são os dados previstos pelo modelo e Ȳ é a 

média dos dados observados. 

 

O erro quadrático médio (RMSE) foi calculado utilizando a Equação 31 e o erro 

quadrático médio normalizado pela Equação 32, em que n é o número de dados 

experimentais (observações) e Ymax e Ymin são os valores máximo e mínimo para a variável 

resposta avaliada (biogás). 

 

 
2

i,exp i,est

i

Y Y

RMSE
n






  (Eq. 31) 

 

 
 max min

100
RMSE

NRMSE
Y Y

 
  

 

  (Eq. 32) 

 

Por último, para o cálculo do AIC foi utilizado a Equação 33, em que AIC é o 

critério de informação Akaike (adimensional); N é o número de dados experimentais; SS é 

a soma dos quadrados dos resíduos e k é o número dos parâmetros do modelo (variáveis). 

 ln 2
SS

AIC N k
N

 
  

 
  (Eq. 33) 

 

3.11. Análises estatísticas 

Para avaliar as diferenças estatísticas entre as eficiências de produção de etanol e 

de biogás utilizando o pré-tratamento com ozônio (com e sem extração alcalina) 

utilizou-se o software Statistica® avaliando os p-valor obtidos. Para tanto, foi utilizado o 

teste de normalidade de Shapiro-Wilk para observar a distribuição dos resultados 

(paramétrica ou não paramétrica). Para os dados com distribuição paramétrica foi 

realizada a análise de variância ANOVA, diagrama de Pareto dos efeitos padronizados, 



_____________________________________________Capítulo 3: Material e métodos 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 122 

bem como os testes de hipótese de Tuckey para comparação entre as médias. Já os dados 

de distribuição não paramétricos foram submetidos aos testes de ANOVA Kruskal - 

Wallis, Student-Newman e de Mann-Whitney. Nessas análises estatísticas foi utilizado um 

nível de confiança de 95%, portanto para p-valor inferior a 0,05 a hipótese de igualdade 

entre os resultados comparados é rejeitada. 

3.12. Indicadores energéticos e econômicos para o sistema CHP 

Nesse tópico são apresentadas as considerações e equações utilizadas para estimar 

a produção de energia elétrica por cogeração utilizando o sistema CHP - Combined Heart 

and Power. O sistema de cogeração foi alimentado com a estimativa de geração dos 

resíduos da produção de etanol 2G, a partir do bagaço de cana pré-tratado. Ou seja, para 

o pré-tratamento envolvendo apenas o ozônio, foi utilizado apenas o bagaço residual da 

etapa de HE para a cogeração de energia elétrica. Já quando avaliado o pré-tratamento 

com ozônio seguido da extração alcalina (O3 + EA), foram utilizados tanto a fração 

líquida da etapa de EA (hidrolisado alcalino), quanto o bagaço residual do processo de 

produção de etanol 2G. Para a conversão do volume de biogás produzido em energia, via 

CHP, foi utilizado um rendimento de 11 kWh/Nm3CH4 (Cano et al., 2015). 

Os principais gastos energéticos e econômicos foram relacionados apenas ao pré-

tratamento. Portanto, foram considerados a geração de ozônio e os custos da etapa de 

extração alcalina. Para a geração de ozônio foi considerado um consumo energético de 

1,65 MJ para geração de 100g O3 (Travaini et al., 2016b). Já os cálculos de gastos 

econômicos foram balizados no valor de venda de energia elétrica de acordo com o 

comercializado no leilão A-5 2016 realizado pela EPE no dia 29/04/16. O valor utilizado 

para o cálculo foi amparado no valor atualizado (R$ 0,251/kWh) da energia elétrica 

produzida a partir, especificamente, de biogás (EPE, 2016). A conversão do real para 

dólar foi realizada com o valor do dólar comercial no dia 14/11/17 (1,00 USD = 

R$ 3,3083) (Economia, 2017). 

Como a etapa de extração alcalina foi realizada em temperatura ambiente, os 

gastos econômicos foram fundamentados no custo do hidróxido de sódio industrial 

(180 USD/t), orçado em site comercial2. Dessa forma, a demanda econômica dessa etapa 

                                                           
2 Valor da tonelada do hidróxido de soda (USD 180/t) orçada no dia 14/10/2017 no site 

<https://portuguese.alibaba.com/g/caustic-soda-prices.html> 
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foi realizada conforme sua condição experimental (NaOH 1% m/v e RLS = 10:1). Para 

tanto, foi estimado que para cada tonelada de bagaço submetido à EA seriam necessários, 

aproximadamente, 300 kg de hidróxido, onerando essa etapa no custo estimado de 

USD 50,00/tbagaço. Em escala industrial, essa solução terá benefícios com sua reutilização, 

tanto com redução de custos, quanto com aumento da DQO do extrato alcalino gerado. 

Portanto, no balanço econômico foi considerado uma reutilização de 5 vezes, estimando 

seu custo em USD 10,00/tbagaço. 

Para a estimativa de produção de energia utilizando o sistema CHP foi 

considerado a energia gerada e disponível por esse sistema (85% da energia total). Já para 

a estimativa de produção de energia elétrica (via CHP) foi considerado apenas a energia 

elétrica disponível gerada pelo sistema (35% da energia total) (Cano et al., 2015). Com 

isso, foram calculadas duas rentabilidades energéticas (kWh/tB) dos pré-tratamentos, a 

saber:  

i) rentabilidade energética disponível (Equação 34) - corresponde ao potencial de 

produção de energia (energia térmica e elétrica) via CHP. 

Rentabilidade energética disponível (kWh/tB) = Produção de biogás 

(Nm3
CH4/tB) * Eficiência do sistema CHP (11 kWh/Nm3CH4) * 0,85 (Eq. 34) 

 

ii) rentabilidade de energia elétrica (Equação 35) – corresponde a estimativa de 

produção de energia elétrica disponível via CHP.  

Rentabilidade de Energia elétrica (kWh/tB) = Rentabilidade energética disponível * 0,30

          (Eq. 35) 

 

Para a estimativa do balanço de energia elétrica, ou seja, para determinar o 

potencial de produção de energia elétrica excedente, via CHP, foi realizado um balanço 

entre as demandas energéticas do pré-tratamento e as gerações de energia elétrica via 

CHP (Equação 36). Dessa forma, somente a energia excedente foi utilizada na estimativa 

de balanço econômico do processo.  
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Balanço de energia elétrica (kWh/tB) = Energia elétrica produzida via CHP – demanda 

de energia elétrica do pré-tratamento3      (Eq. 36) 

Por fim, o balanço econômico para cálculo da rentabilidade da venda das 

produções de energia elétrica excedente, via CHP, (USD/tB), é apresentado pela 

Equação 37.  

Rentabilidade econômica (USD/tB): Energia elétrica excedente * R$ 0,251/kWh4  

          (Eq. 37) 

 

Visando utilizar a energia elétrica excedente para abastecer uma população, foi 

estimada a potência de geração de energia elétrica (MW) durante uma safra com um 

período de 7 meses (7 meses * 30 dias/mês * 24h/d = 5040h). Para tanto, foi considerado 

um consumo residencial de 194 kWh/mês (EPE, 2015), assumindo-se três habitantes por 

residência e com consumo per capita de 64,7 kWh/hab*mês. 

 

 

                                                           
3 Gastos de energia com a geração do ozônio (100g O3 = 1,65 MJ) durante o pré-

tratamento (Travaini et al., 2016b). 
4 De acordo com os valores do leilão A-5 2016 (EPE 2016). Dólar comercial (1,00 USD = 

R$ 3,3083) no dia 14/11/17. 
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RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Os Capítulos 4 a 7 a seguir apresentam todos os resultados experimentais e suas 

principais discussões obtidas nos ensaios laboratoriais. 

CAPÍTULO 4  

4. Avaliação da adaptação do inóculo (adição de micro-organismos e melhoria 

da relação C/N), do pré-tratamento e da co-digestão na biometanização do bagaço 

de cana-de-açúcar 

Esse capítulo apresenta os resultados e a discussão sobre a biometanização do 

bagaço de cana bruto, pré-tratado e co-digerido com biomassa algal. Esses resultados são 

fundamentais para a avaliação da 1ª hipótese levantada no trabalho “As adaptações do 

inóculo (adição de micro-organismos, acerto da relação C/N e co-digestão) no processo 

de digestão anaeróbia do bagaço de cana são mais influentes do que a utilização de 

técnicas de pré-tratamento quando o objetivo é a biometanização deste substrato 

lignocelulósico”. Além disso, esses resultados respondem a um dos objetivos específicos 

“Determinar as melhores condições para a produção de biogás a partir do bagaço de cana 

residual”. 

Nesse sentido, serão apresentados nesse capítulo os resultados relacionados à 

adaptação do inóculo anaeróbio com adição de estrume bovino, de micro-organismos 

ruminais, e às técnicas de pré-tratamento (autohidrólise e organossolve) do bagaço de 

cana. Também são apresentados os resultados do efeito da co-digestão (bagaço de cana e 

biomassa algal) na eficiência de produção de metano via digestão anaeróbia.  

4.1. Efeito da adaptação do inóculo na biometanização do bagaço de cana via 

SS-AD  

Todos os resultados foram normalizados (25oC e 1 atm) e as produções 

normalizadas e acumuladas (100 dias) de metano (NLCH4/kgSV) são apresentadas na 

Tabela 9. Nessa tabela são apresentados os resultados de produção de metano para os três 

inóculos testados (UASB; UASB-BR5 e UASB-FBM6) a partir do bagaço bruto (SB), 

pré-tratado por autohidrólise (SB-AH) e pré-tratado pela combinação da AH com o 

                                                           
5 UASB-BR = Inóculo anaeróbio UASB com adição de 50% de SV de rúmen bovino. 
6 UASB-FBM = Inóculo anaeróbio UASB com adição de 50% de SV de estrume bovino. 
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organossolve (SB-AH-LGOD e SB-AH-HGOD)7. Além desses bagaços de cana foi 

utilizada uma amostra de polpa celulósica pré-tratada por processo kraft (KBP). 

Os resultados apresentados na Tabela 9 demonstram que para os três inóculos 

avaliados, as maiores produções de metano foram alcançadas a partir dos bagaços de cana 

sem pré-tratamento (SB). Dentre os três inóculos testados, a fortificação com estrume 

bovino (UASB-FBM) acarretou em maior produção de metano (143,3 NLCH4/kgSV), 

durante os 100 dias monitorados. Essa adição de estrume proporcionou um aumento de 

67% na produção de metano quando comparada com a produção do inóculo UASB 

(85,6 NLCH4/kgSV). Já a adição de micro-organismos presentes no rúmen bovino 

(UASB-BR) proporcionou um aumento de 17 % na biometanização do bagaço de cana 

bruto, produzindo 100,0 NLCH4/kgSV.  

A maior produção de metano (143 NLCH4/kgSV) obtida a partir do bagaço bruto 

com a adição de estrume bovino (UASB-FBM) é comparável, e as vezes até maior, que 

os resultados apresentados na literatura com bagaço pré-tratado. Rabelo et al., (2011) 

produziram 66 NLCH4/kgSV com bagaço pré-tratado com peróxido de hidrogênio e 

53 NLCH4/kgSV com bagaço pré-tratado com hidróxido de cálcio. Já Badshah et al., (2012) 

produziram 173 NLCH4/kgSV a partir de bagaço de cana submetido à pré-tratamento ácido 

(2% m/v). Essa comparação com a literatura demonstra a vantagem da adaptação do 

inóculo frente à realização de pré-tratamento, que invariavelmente envolve etapas com 

gasto energético (temperaturas elevadas) e/ou insumos químicos. Os comportamentos da 

biometanização do bagaço de cana bruto e pré-tratado via SS-AD utilizando os três 

inóculos são apresentados na Figura 27. 

  

                                                           
7 SB-AH-LGOD = O bagaço de cana foi pré-tratado por autohidrólise (AH) e em seguida 

foi pré-tratado por organossolve (O) utilizando baixo teor de glicerol (10%).  

SB-AH-HGOD = O bagaço de cana foi pré-tratado por AH e em seguida foi pré-tratado 

por organossolve utilizando elevado teor de glicerol (80%) (Meighan et al., 2017). 
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Tabela 9: Produção acumulada de metano (NLCH4/kgSV) obtida na digestão anaeróbia 

do bagaço bruto (SB) e pré-tratados (SB AH, SB AH HGOD, SB-AH-LGOD e KBP) 

com os três inóculos UASB, UASB BR e UASB-FBM. 

Reator 
Tipo de 

Inóculo 

Bagaço de 

cana a 

Sólidos 

Totais (%) 

CH4  

(NLCH4/kgSV) b 

R2 

UASB 

SB 15,6 (± 0,1) 85,6 (± 2,8) 

R3 SB-AH 15,6 (± 0,2) 34,9 (± 1,8) 

R4 SB-AH-HGOD 16,0 (± 0,3) 27,3 (± 1,2) 

R5 SB-AH-LGOD 15,4 (± 0,2) 23,2 (± 1,1) 

R6 KBP 15,4 (± 0,1) 26,6 (± 1,3) 

R2 

UASB-BR 

SB 17,1 (± 0,2) 100,0 (± 3,6) 

R3 SB-AH 17,1 (± 0,3) 85,4 (± 2,4) 

R4 SB-AH-HGOD 17,5 (± 0,5) 66,9 (± 1,6) 

R5 SB-AH-LGOD 17,1 (± 0,4) 29,6 (± 1,1) 

R6 KBP 16,9 (± 0,2) 32,6 (± 1,4) 

R2 

UASB-FBM 

SB 15,6 (± 0,4) 143,3 (± 4,9) 

R3 SB-AH 15,7 (± 0,5) 66,6 (± 1,9) 

R4 SB-AH-HGOD 15,7 (± 0,6) 72,7 (± 2,1) 

R5 SB-AH-LGOD 15,8 (± 0,4) 92,6 (± 3,0) 

R6 KBP 15,5 (± 0,3) 71,8 (± 2,0) 

a: SB: bagaço de cana bruto; SB-AH: bagaço de cana pré-tratado por autohidrólise; 

SB-AH-HGOD: bagaço de cana pré-tratado por autohidrólise seguida de deslignificação 

organossolve (condição de maior deslignificação); SB-AH-LGOD: bagaço de cana pré-

tratado por autohidrólise seguida de deslignificação organossolve (condição de menor 

deslignificação); KBP: polpa celulósica branqueada por processo kraft. b: produção 

média de metano (duplicata) ± desvio padrão. 

 

A análise dos gráficos apresentados na Figura 27 permite verificar benefícios na 

digestão anaeróbia, tais quais o aumento da produção de metano e redução da fase lag, 

com a adição do estrume bovino (Figura 27 k - o) e da fortificação com micro-organismos 

presentes no rúmen bovino (Figura 27 f - j), quando comparado ao uso de inóculo de 

reator UASB (Figura 27 a - e). As maiores produções de metano para os bagaços brutos 

podem ser correlacionadas às frações de hemiceluloses presentes, visto que os pré-

tratamentos utilizados (AH e O) acarretaram em elevadas remoções desses 

polissacarídeos e resultaram em menores produções de metano. A remoção dessa fração 
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hemicelulósica, constituída de açúcares como xilose e arabinose, que são facilmente 

fermentados pelas arqueas metanogênicas (Yang et al., 2015), parece explicar a redução 

da produção de metano e as maiores fases lag observadas na digestão dos bagaços de cana 

pré-tratados.  

A contribuição positiva das hemiceluloses (SB ~ 30 % m/m) na biometanização do 

bagaço de cana também pode ser evidenciada ao comparar a produção de metano no 

reator inoculado com lodo de UASB e polpa celulósica – KBP – (ausência de 

hemiceluloses) com aquele alimentado com SB, em 30 dias de ensaio. Nesse período o 

inóculo de UASB produziu ~ 4,0 NLCH4/kgSV utilizando a KBP, enquanto que a partir do 

SB foram gerados 10 vezes mais metano (~ 40 NLCH4/kgSV) com o mesmo inóculo. Tal 

aumento parece estar atrelado à utilização e conversão dos açúcares C5 a metano. 

Além da contribuição na biometanização do bagaço de cana, atribui-se à 

presença das hemiceluloses as menores fases lag. Tal fato pode ser confirmado pelas 

maiores fases lag obtidas nos ensaios com o inóculo UASB alimentado com KBP (menor 

teor de C5) (Figura 27 e), tendo em vista que esse mesmo inóculo alimentado com o SB 

(maior teor de C5) (Figura 27 a) teve a menor fase lag. Nesse sentido, considerando a 

cinética microbiana, a presença dos açúcares C5 solúveis favorece a produção de acetato 

de forma direta pelos micro-organismos acidogênicos (não havendo dependência da 

hidrólise - etapa limitante), favorecendo a produção de metano mais rapidamente. Por 

fim, os bagaços de cana pré-tratados SB-AH (Figura 27 b), SB-AH-HGOD (Figura 27 c) 

e SB-AH-LGOD (Figura 27 d) que possuíam valores de hemiceluloses intermediários 

(menor do que o SB e maior do que a KBP), proporcionaram fases lag intermediárias.  
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Figura 27: Produção acumulada de metano via SS-AD usando os inóculos UASB (a - e), UASB-BR (f - j) e UASB-FBM (k - o), respectivamente 

para o SB, SB AH, SB-AH-HGOD, SB AH LGOD e KBP. 
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As condições experimentais dos pré-tratamentos envolvidos são responsáveis 

pelas reduções dos teores de hemiceluloses do SB (Baêta et al., 2016; Meighan et al., 

2017). Além da remoção dos açúcares C5, a presença de xilo-oligômeros (XOS) e de 

fragmentos de lignina nas fibras dos bagaços de cana pré-tratados (AH e O) pode ter 

influenciado negativamente o processo de biometanização. Os principais efeitos e 

resultados dos pré-tratamentos realizados no bagaço de cana e suas eficiências de 

biometanização serão discutidos na próxima seção (4.2). 

Como já mencionado, os três inóculos avaliados alcançaram as maiores produções 

de metano a partir do bagaço bruto (SB). Portanto, na Tabela 10 são apresentados os 

resultados cinéticos estabelecidos pelos 5 modelos cinéticos testados (primeira ordem, 

Gompertz modificado, Cone, exponencial de duas fases e multiestágio) para explicar a 

biometanização do SB pelos três inóculos. Na literatura esses modelos matemáticos são 

empregados em processos de digestão anaeróbia em fase sólida (Awais et al., 2016; Li et 

al., 2014; El-Mashad et al., 2013) e por isso foram escolhidos. Os elevados valores dos 

coeficientes de determinação (R2), juntamente com os baixos valores obtidos das funções 

de erro (RMSE, NRMSE e AIC) - ambos os apresentados na Tabela 10, confirmam que 

esses modelos são apropriados para estimar a produção de metano a partir do bagaço de 

cana via SS-AD. 

Os melhores resultados do AIC (menores valores) demonstram que o modelo 

multiestágio possui o melhor ajuste para as produções de metano dos inóculos UASB 

(AIC = 171) e UASB-FBM (AIC = 262) a partir do SB. Já para o inóculo UASB-BR o 

modelo de Cone (AIC = 170) foi o que melhor se adequou aos dados experimentais. 

Contudo, como os demais modelos também apresentaram pequenos valores de AIC, seus 

parâmetros foram utilizados na discussão dos resultados. A Figura 28 apresenta as curvas 

de produção experimental de metano acumulada via SS-AD obtida para os três inóculos 

(UASB, UASB-BR e UASB-FBM) a partir do SB, bem como os dados estimados pelos 

cinco modelos de cinética. 
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Tabela 10: Parâmetros cinéticos calculados a partir dos dados de biometanização do 

bagaço de cana bruto (SB) utilizando os inóculos UASB, UASB-BR e UASB-FBM. 

Modelo 

Cinético 

Parâmetros 

Cinéticos 

Inóculo anaeróbio 

UASB UASB-BR UASB-FBM 

Primeira 

Ordem 

P0 (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

121,9 

0,012 

0,976 

4,1 

4,8 

108,7 

0,018 

0,970 

5,3 

5,3 

117,2 

0,046 

0,800 

14,7 

10,3 

AIC 256 299 483 

Gompertz 

Modificado 

P0 (NLCH4/kgSV) 

µm (NLCH4/kgSVdia) 

λ (dia) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

73,5 

1,50 

5,61 

0,976 

4,1 

4,8 

79,4 

2,10 

5,72 

0,984 

3,8 

3,8 

117,6 

3,05 

0,00 

0,706 

17,9 

12,5 

AIC 258 224 520 

Cone 

P0 (NLCH4/kgSV) 

kc (dia-1) 

n 

R2 

RMSE 

NRMSE 

93,6 

0,026 

1,63 

0,987 

2,9 

3,4 

89,5 

0,037 

1,98 

0,991 

2,9 

2,9 

149,9 

0,049 

0,75 

0,900 

10,5 

7,3 

AIC 198 170 424 

Exponencial 

de duas fases 

P1 (NLCH4/kgSV) 

P2 (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

k2 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

3,3 

86,2 

0,018 

0,018 

0,968 

4,8 

5,6 

0,1 

88,7 

0,062 

0,026 

0,960 

6,1 

6,1 

39,5 

150,0 

0,593 

0,010 

0,979 

4,8 

3,3 

AIC 293 305 288 

Multi-estágio 

AS (NLCH4/kgSV) 

AI (NLCH4/kgSV) 

AIS (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

k2 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

6 × 10-8 

2 × 10-8 

90,1 

0,173 

0,022 

0,989 

2,8 

3,3 

2 × 10-7 

2 × 10-10 

86,7 

0,125 

0,038 

0,989 

3,2 

3,2 

65,0 

42,9 

45,0 

0,006 

0,553 

0,984 

4,1 

2,8 

AIC 191 258 262 
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A produção de metano a partir do bagaço de cana bruto usando o inóculo UASB foi 

a menor (85,6 NLCH4/kgSV) e com a maior fase lag dentre os três inóculos (5,6 dias) 

(Tabela 10). Para esse inóculo o modelo multi-estágio estimou uma produção teórica 

(90,1 NLCH4/kgSV) próxima do experimental, confirmando ser um modelo adequado para 

representar os dados obtidos. A confirmação da fase lag para esse inóculo foi realizada 

pelo modelo de Cone (n = constante de Cone), no qual o valor de n para o UASB a partir 

do SB foi igual a 1,63 (Tabela 10). Segundo Groot et al., (1996), valores de n superiores 

a uma unidade indicam que o comportamento da produção de metano se assemelha a uma 

curva sigmoidal e que a linha base inicial representa a fase lag.  

Por fim, uma avaliação dos dados de produção de metano com o inóculo UASB 

pelo modelo de Gompertz modificado confirma a menor taxa de produção de metano 

(1,5 NLCH4/kgSVdia) dentre os demais inóculos e uma fase lag de 5,6 dias. Os dados 

experimentais obtidos na digestão do SB com o inóculo do UASB, juntamente com os 

dados estimados pelos cinco modelos avaliados são apresentados na Figura 28a. 

O comportamento da produção de metano a partir do SB com o inóculo 

fortificado com micro-organismos presentes no rúmen bovino (UASB-BR) foi 

semelhante ao do UASB. A adição desses micro-organismos acarretou em um aumento 

de 17% na biometanização do bagaço de cana, produzindo 100 NLCH4/KgSV (Tabela 9) 

e um aumento de 40% na taxa de produção de metano (2,1 NLCH4/KgSVdia) (Tabela 9). 

Os benefícios proporcionados por micro-organismos ruminais já foram relatados na 

literatura para outros substratos como para o milho (Kivaisi e Eliapenda 1995) e para a 

casca de arroz (Camp et al., 1988). 
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Figura 28: Valores experimentais e preditos pelos cinco modelos de cinética para a produção de metano via SS-AD a partir do bagaço de cana 

bruto para os inóculos UASB (a), UASB-BR (b), UASB-FBM (c) e dados experimentais dos três inóculos (d) 

a)            b) 

 

 

 

 

 

 

 

c)           d) 
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O aumento da produção de metano ocasionado pelos micro-organismos 

presentes no rúmen bovino é relacionado à capacidade desses de degradar materiais 

lignocelulósicos, já que foram coletados em animais cuja dieta era à base de material 

lignocelulósico. Trabalhos como os realizados por Jami e Mizrahi (2012) e por Bayané e 

Guiot (2011) relatam a produção de enzimas hidrolíticas como celulases, hemicelulases 

e ligninases pelo consórcio anaeróbio presente em rúmen bovino. Contudo, tal 

fortificação não acarretou em melhorias na fase lag, a qual se manteve presente (5,7 dias 

e n = 1,98), ou seja, na mesma ordem de grandeza do inóculo UASB. O modelo cinético 

de Cone (AIC = 170) e o de Gompertz modificado (AIC = 227) foram os que melhor se 

ajustaram aos dados experimentais de produção de metano com o inóculo UASB-BR 

(Tabela 10). A Figura 28b apresenta os dados experimentais de produção de metano para 

o UASB-BR, bem como os dados estimados pelos cinco modelos de cinética. 

A adição do estrume bovino ao inóculo anaeróbio (UASB-FBM) proporcionou 

os melhores benefícios na biometanização do bagaço de cana (bruto e pré-tratado), 

acarretando em um comportamento diferente (Figura 27k - o) em comparação com àquele 

observado para o inóculo UASB. Além do aumento de 67% na produção de metano a 

partir do SB (comparada ao inóculo UASB), a presença do estrume dobrou a taxa de 

produção (3,05 NLCH4/kgSVdia) e eliminou a fase lag (n = 0,75). A ausência da fase lag 

pode ser evidenciada ao comparar o comportamento da produção de metano com o 

inóculo UASB a partir do bagaço bruto (Figura 27 a) com aquela observada com o inóculo 

UASB-FBM a partir do mesmo substrato (Figura 27 k).  

Ressalta-se que mesmo o tempo total de monitoramento desses testes tenha sido 

de 100 dias, a adição do estrume proporcionou em apenas 50 dias uma produção de 

metano de 100 NLCH4/kgSV, a partir do bagaço bruto. Essa produção é maior do que 

aquela alcançada pelo inóculo UASB ao longo dos 100 dias. Além disso, com 30 dias de 

monitoramento também foi observado os benefícios da adição do estrume na degradação 

da KBP (Figura 27 o). Nesse período a produção acumulada de metano já era dez vezes 

superior (48 NLCH4/KgSV) aquela observada com o inóculo do UASB a partir da KBP. 

Essa maior biometanização demonstra o benefício da adição do estrume no processo de 

degradação da celulose, uma vez que a KBP é constituída basicamente desse 

polissacarídeo.  
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Os modelos multi-estágio (AIC = 262) e exponencial de duas fases (AIC = 288) 

foram os que melhor se ajustaram à produção de metano a partir do bagaço bruto para o 

inóculo UASB-FBM. O primeiro modelo estimou uma produção teórica de 

153 NLCH4/kgSV, ocorrendo em três estágios (AS, AI e AIS) (Tabela 10). Ao observar os 

resultados experimentais de biometanização do SB na Figura 27 k é possível perceber a 

real ocorrência dos três estágios, sendo o primeiro responsável por 42,5% 

(~ 65 NLCH4/kgSV), o segundo por 28% (~ 42 NLCH4/kgSV) e o terceiro por 

29% (~ 43 NLCH4/kgSV). Os dados experimentais de biometanização do SB, juntamente 

com os estipulados pelos modelos de cinética são apresentados na Figura 28 c.  

Fazendo uma correlação do comportamento do inóculo UASB-FBM ao longo 

do processo de biometanização com a composição química do bagaço bruto é possível 

atrelar a produção inicial de metano (As) à fração hemicelulósica. Essa correlação 

fundamenta-se na maior biometanização inicial desse inóculo frente aos demais para o 

SB, demonstrando que a adição do estrume proporcionou uma melhor condição de 

digestão. As demais produções (AI e AIS) são provavelmente decorrentes da degradação 

das demais frações de maior dificuldade de hidrólise como a celulose (em função de sua 

cristalinidade) e frações residuais de hemiceluloses (de mais difícil hidrólise) associada à 

lignina.  

A cristalinidade da celulose é um aspecto reportado na literatura como 

responsável por afetar adversamente a sua hidrólise durante a digestão anaeróbia. Nesse 

sentido, celulose com elevada cristalinidade possui menores taxas de degradação (Yang 

et al., 2015). Os resultados de cristalinidade (IC%) dos substratos utilizados nesses 

ensaios confirmam essa tendência, uma vez que seus valores foram de 61,4%; 72,3%; 

74,5%; 75,2% e 79,8%, respectivamente, para o SB (maior produção de metano), SB-AH, 

SB-AH-HGOD, SB-AH-LGOD e KBP. 

Outra vantagem da adição de estrume bovino foi a melhoria ocasionada na 

relação carbono nitrogênio C/N. Os resultados da caracterização elementar dos inóculos 

confirmam a maior presença de nitrogênio no inóculo UASB-FBM (4,4 % m/m), seguida 

do UASB-BR (2,7 % m/m) e do inóculo UASB (1,9 % m/m). Estudos de caracterização 

de estrume bovino publicados na literatura reportam teores de proteína da ordem de 17% 

(ST) (Li et al., 2013). Dessa forma, esses resultados demonstram a relação direta da 

melhoria da relação C/N (adição de estrume) com as maiores taxas de hidrólise enzimática 
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e, consequentemente, com as maiores produções de metano a partir de todos os substratos 

(mesmo os de maior grau de cristalinidade). Tal fato demonstra que a adequação da 

relação C/N é fundamental para a maximização da produção de metano via SS-AD, 

proporcionando menores fase lag e maiores eficiências de biometanização.  

Trabalhos publicados na literatura demonstram a redução da fase lag com a 

adição de estrume bovino. Ainda na década de 1980, Hills e Roberts (1981) relataram os 

benefícios da adição desse substrato na degradação anaeróbia de resíduos como palha de 

malte, casca e palha de arroz. Tais pesquisadores concluíram sobre os benefícios para o 

consórcio microbiano, como uma redução da relação C/N (aumento do teor de N); adição 

de macro- e micronutrientes; melhor capacidade tamponante do meio e uma redução da 

inibição por amônia. Trabalhos mais recentes também apresentaram os mesmos 

benefícios (Rapport et al., 2008 e Sluiter et al., 2004).  

Bah et al., (2014) reportaram a ausência de fase lag como principal vantagem 

econômica na biometanização de fibra de palma na presença de estrume bovino. Awais 

et al., (2016) apresentam as mesmas vantagens na degradação anaeróbia de palha de trigo 

e grama, também com estrume bovino. Foster-Carneiro et al., (2007) mensuraram uma 

redução de 20 – 30 dias para 2 – 5 dias ao adicionar estrume bovino durante a degradação 

anaeróbia de resíduo sólido urbano. Nesse sentido, a adição de estrume bovino torna-se 

uma alternativa atrativa para a utilização da SS-AD dentro de uma biorrefinaria. Alguns 

estados Americanos como Vermont, Wisconsin e Califórnia, bem como a Alemanha estão 

difundindo a utilização de estrume bovino em processos de digestão anaeróbia em suas 

plantas de produção de energia renovável (Sims et al., 2015). 

Por último, além de todas essas vantagens apresentadas sobre a utilização do 

estrume bovino nos processos de DA, destaca-se que esse material é um resíduo 

facilmente obtido sem competição com a cadeia alimentar humana. Dessa forma, todos 

esses benefícios interligados contribuem para a utilização da SS-AD na biometanização 

e aproveitamento energético do bagaço de cana, tornando o processo mais eficiente e 

econômico. 

4.2. Efeito do inóculo fortificado com estrume bovino (UASB-FBM) sobre o 

bagaço de cana pré-tratado no processo de biometanização via SS-AD 

Foram testados os pré-tratamentos autohidrólise (AH) e organossolve (O) na 

biometanização do bagaço de cana, uma vez que tais tratamentos são considerados 
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simplificados e de baixo custo quando comparado com outros como hidrólise ácida e 

deslignificação soda (da Silva et al., 2017). Além disso, esses pré-tratamentos têm sido 

estudados e otimizados pelo nosso grupo de pesquisa, visando o fracionamento dos 

constituintes do bagaço de cana. O efeito dos pré-tratamentos foi avaliado com os 

resultados dos ensaios de biometanização do bagaço de cana (bruto e pré-tratado) 

utilizando o inóculo fortificado com estrume bovino (UASB-FBM), uma vez que este foi 

considerado o mais eficiente (maior produção de metano) (seção 4.1). O efeito dos pré-

tratamentos (AH e O) pode ser observado pela composição dos bagaços de cana pré-

tratados (celulose, hemiceluloses e lignina) apresentada na Figura 29. 

Figura 29: Caracterização química dos substratos utilizados nos ensaios de 

biometanização via SS-AD. 

 

 

 

 

 

 

 

A condição experimental (T =175,8oC; t = 49 min; RLS = 5,3 mL/g e S0 = 3,92) 

do pré-tratamento de autohidrólise (AH) proporcionou uma remoção de 78% das 

hemiceluloses do bagaço de cana. Dessa forma, o SB-AH teve seu teor de açúcares C5 de 

fácil biometanização severamente reduzido. Essa remoção teve um efeito direto na 

produção de metano nos ensaios de SS-AD e suas consequências podem ser evidenciadas 

nos resultados das análises de cinética (Tabela 11). 
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Tabela 11: Parâmetros cinéticos calculados pelo ajuste dos modelos aos dados de 

produção de metano a partir do SB, SB AH, SB-AH-HGOD, SB-AH-LGOD e KBP 

utilizando o inóculo UASB-FBM.  

Modelo 

Cinético 

Parâmetros 

Cinéticos 
SB SB-AH 

SB-AH-

HGOD 

SB-AH-

LGOD 
KBP 

Primeira 

Ordem 

P0 (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

117,2 

0,046 

0,800 

14,7 

10,3 

50,8 

0,054 

0,923 

4,6 

6,9 

54,7 

0,226 

0,775 

6,2 

8,6 

63,9 

0,138 

0,744 

9,3 

10,1 

55,6 

0,163 

0,843 

6,1 

8,5 

AIC 483,4 276,5 330,2 401,4 325,8 

Gompertz 

Modificado 

P0 (NLCH4/kgSV) 

µm (NLCH4/kgSVdia) 

λ (dia) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

117,6 

3,05 

0,0 

0,706 

17,9 

12,5 

46,8 

2,11 

0,0 

0,889 

5,5 

8,3 

53,5 

8,87 

0,0 

0,692 

7,3 

10,0 

61,9 

6,56 

0,0 

0,678 

10,4 

11,2 

54,2 

6,50 

0,0 

0,795 

7,0 

9,7 

AIC 520,0 310,8 359,7 423,7 352,0 

Cone 

P0 (NLCH4/kgSV) 

kc (dia-1) 

n 

R2 

RMSE 

NRMSE 

149,9 

0,049 

0,75 

0,900 

10,5 

7,3 

67,0 

0,048 

0,92 

0,947 

3,8 

5,7 

72,5 

0,200 

0,56 

0,961 

2,6 

3,5 

92,5 

0,084 

0,60 

0,906 

5,6 

6,1 

71,6 

0,144 

0,69 

0,949 

3,5 

4,8 

AIC 424,5 244,9 175,8 313,9 227,9 

Exponencial 

de duas fases 

P1 (NLCH4/kgSV) 

P2 (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

k2 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

39,5 

150,0 

0,593 

0,010 

0,979 

4,8 

3,3 

27,4 

67,0 

0,126 

0,006 

0,963 

3,2 

4,8 

35,7 

36,5 

0,844 

0,017 

0,989 

1,3 

1,8 

37,2 

92,0 

0,547 

0,007 

0,975 

2,9 

3,1 

37,7 

72,0 

0,386 

0,006 

0,994 

1,2 

1,7 

AIC 288,0 214,3 60,7 195,7 41,4 

Multi-estágio 

AS (NLCH4/kgSV) 

AI (NLCH4/kgSV) 

AIS (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

k2 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

65,0 

42,9 

45,0 

0,006 

0,553 

0,984 

4,1 

2,8 

45,0 

29,9 

67,0 

0,003 

0,125 

0,966 

3,1 

4,6 

18,3 

36,1 

17,7 

0,017 

0,844 

0,990 

1,3 

1,8 

55,0 

38,6 

92,0 

0,004 

0,529 

0,980 

2,6 

2,8 

46,0 

39,0 

72,0 

0,003 

0,375 

0,995 

1,1 

1,5 

AIC 262,0 210,6 62,7 179,1 25,9 
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Pelos valores das funções de erro e AIC apresentados na Tabela 11 é possível 

perceber que todos os modelos avaliados são adequados para descrever a produção de 

metano para o inóculo UASB-FBM. O modelo de multi-estágio foi o que melhor se 

ajustou aos dados de biometanização do SB-AH (menor AIC). Além da menor produção 

de metano a partir do SB-AH, as taxas de produção calculadas a partir desse modelo 

também foram menores (µ1
8 = 0,14 e µ2

9 = 8,38 NLCH4/kgSV.dia) do que as do SB 

(µ1 = 0,39 e µ2 = 24,9 NLCH4/kgSV.dia). Além da elevada remoção de hemiceluloses, a 

AH proporcionou ~ 20 % de remoção de lignina, porém a presença da lignina não foi 

considerada o principal fator limitante para a biometanização do bagaço de cana via 

SS-AD. O bagaço de cana bruto, mesmo possuindo ~ 25 % de lignina (Figura 29), 

apresentou as maiores produções acumuladas de metano. 

Contudo, os fragmentos de lignina repolimerizados na fibra do bagaço de cana 

pré-tratado por AH podem ter afetado diretamente as taxas e a produção acumulada de 

metano, além de ter proporcionado um aumento da fase lag, mesmo quando o melhor 

inóculo (UASB-FBM) foi utilizado. Essa observação pode ser confirmada nos melhores 

parâmetros de cinética do SB (maiores taxas e produções) quando comparados com os do 

SB-AH (Tabela 11). 

Além dos fragmentos de lignina, compostos inibitórios como os furfurais (FF e 

HMF) gerados pela degradação térmica das hemiceluloses e os XOS gerados na AH e 

adsorvidos nas fibras do bagaço de cana pré-tratado também podem ter contribuído para 

as menores produção de metano e maiores fases lag do SB-AH, já que necessitam de 

enzimas específicas para serem hidrolisados). A confirmação da presença desses 

compostos inibitórios na superfície da fibra do bagaço de cana pré-tratado é demonstrada 

nos cromatogramas da Figura 30.  

Esses cromatogramas foram gerados a partir das amostras de águas de lavagem 

dos bagaços SB-AH (Baêta et al., 2016). Nas quatro lavagens realizadas foi possível 

verificar a presença de FF e HMF (Figura 30 C), confirmando que esses inibidores 

permaneceram adsorvidos na superfície da fibra e, portanto, estão presentes nos ensaios 

                                                           
8 µ1 = Calculado através dos parâmetros do modelo multi-estágio (melhor ajuste), 

multiplicando a produção acumulada (AS) pela taxa cinética (K1)  
9 µ2 =Calculado através dos parâmetros do modelo multi-estágio (melhor ajuste), 

multiplicando a produção acumulada (AIS) pela taxa cinética (K2) 
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de SS-AD desse bagaço de cana pré-tratado. Já a Figura 30 D apresenta os cromatogramas 

das águas de lavagem com presença dos açúcares residuais, demonstrando que o processo 

de lavagem também remove os açúcares C5 e C6 das fibras. 

Figura 30: Cromatogramas das amostras de água de lavagem do bagaço de cana pré-

tratado por AH: A) Padrão de HMF e FF; B) Padrão de celobiose (1), ácido glucurônico 

(2), glicose (3), xilose (4) e arabinose (5); C) amostra das águas de lavagem com presença 

de HMF e D) amostras das águas de lavagem com a presença de açúcares. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Baêta (2016). 

 

A presença dos XOS na superfície das fibras do bagaço também é correlacionada 

com as maiores fases lag observadas na SS-AD. Essa correlação é fundamentada na 

adição de uma etapa necessária para converter esses oligômeros a monossacarídeos 

fermentescíveis, para que estes possam ser convertidos a metano. Como esses XOS são 

formados por fragmentos de xilana, de elevada massa molar, sua biodegradabilidade é 

mais lenta. Dessa maneira a inclusão dessa etapa de hidrólise antes de serem 

biometanizados, causa uma desvantagem cinética no processo (aumento do tempo de 

adaptação). Alguns autores confirmam que as arqueas metanogênicas podem ser inibidas 

pela presença desses compostos (Obama et al., 2012 e Palmqvist et al., 2000).  

Já o pré-tratamento organossolve (O) foi realizado em duas condições 

experimentais, que diferiram apenas no teor de glicerol (SB-AH-HGOD = 80% de 

glicerol e SB-AH-LGOD = 10%), mantendo-se iguais os demais parâmetros de processo 
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(T = 210,3oC; RLS = 6,5 mL/g e t = 40 min). Cada condição experimental de organossolve 

foi aplicada ao bagaço de cana pré-tratado por AH (SB-AH). Ou seja, após o bagaço ser 

submetido à AH, o mesmo foi tratado via organossolve. Os principais resultados do 

pré-tratamento organossolve podem ser observados na composição dos bagaços de cana 

deslignificados apresentados na Figura 29. Além de elevadas eficiências de 

deslignificação (SB-AH-HGOD ~ 63% e ~55% para o SB-AH-LGOD), essas condições 

experimentais também contribuíram para a remoção da fração hemicelulósica (~ 60% em 

ambas as condições), de forma que o teor de açúcares C5 do bagaço foi reduzido ainda 

mais (~90%), acarretando em uma fração sólida rica em celulose. 

As baixas produções de metano (Tabela 9) a partir dos bagaços pré-tratados por 

organossolve (72,7 e 92,6 NLCH4/kgSV para o SB-AH-HGOD e SB-AH-LGOD, 

respectivamente) são justificadas pelos menores teores de açúcares C5 observados; pela 

presença de fragmentos de lignina repolimerizados e pelos compostos inibitórios (FF e 

HMF) gerados na temperatura dos ensaios (210,3oC) e adsorvidos na superfície da fibra 

do bagaço de cana pré-tratado. Os melhores ajustes dos modelos de cinética para a 

produção de metano a partir desses bagaços de cana foram calculados pelos modelos 

multi-estágio e exponencial de duas fases (menores AIC), sendo todos os parâmetros 

cinéticos apresentados na Tabela 11.  

Autores como Ko et al., (2015) e Zhuang et al., (2015) relataram a formação de 

droplets (gotículas esféricas) de lignina na superfície das fibras pré-tratadas com AH, 

devido à presença de fragmentos hidrofóbicos de lignina de elevada viscosidade. Outros 

autores como Bayané e Guiot (2011) confirmam que esses fragmentos de lignina podem 

afetar o crescimento das arqueas metanogênicas acetoclásticas. Os resultados das análises 

morfológicas dos bagaços SB, SB-AH, SB-AH-HGOD e SB-AH-LGOD confirmam a 

presença dos droplets na superfície dos bagaços de cana pré-tratados. A Figura 31 

apresenta as imagens das análises de microscopia eletrônica de varredura (MEV) para tais 

materiais. 

A Figura 31a apresenta a micrografia de MEV do bagaço bruto sem a presença 

de droplets. Já na Figura 31 (b, c e d) é possível verificar a presença dos droplets na 

superfície das fibras dos bagaços de cana pré-tratados. A utilização da AH proporcionou 

os maiores droplets (Figura 31b e 31c) e tal fato pode ser explicado pelas condições 

experimentais desse pré-tratamento. A combinação da elevada temperatura (T = 175,8oC) 
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e meio aquoso polar (baixa solubilidade da lignina) proporcionaram a formação de tais 

gotículas (maiores droplets). Já o pré-tratamento organossolve foi realizado com glicerol, 

o qual proporcionou maior solubilização dos fragmentos de lignina e, por isso os droplets 

formados possuem dimensões menores (Figura 31d e 31e).  
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Figura 31: Micrografias de microscopia eletrônica de varredura dos bagaços de cana a) SB, b) e c) SB-AH, d) SB-AH-HGOD e e) SB-AH-LGOD. 
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4.3. Efeito da co-digestão do bagaço com biomassa algal na biometanização 

As amostras de algas coletadas na ETE de Ouro Branco – MG possuíam uma 

concentração da ordem de 0,03% (m/v) de ST e 0,02% SV. Após a concentração dessas 

amostras (aplicação do Tanfloc), a suspensão final resultou em uma concentração de ST 

de 4,2% e SV de 3,4%. A biomassa algal encontrada normalmente em lagoas de 

tratamento de esgoto é composta por Chlorella sp. e em quantidade menor por 

Monoraphidium sp. Ambas são microalgas verdes do filo Chlorophyta (Kim et al., 2016). 

As células de Chlorella sp. já têm sido amplamente estudadas para produção de 

bioenergia, por possuírem uma parede celular composta por polissacarídeos 

principalmente celulose, hemiceluloses, pectina e glicoproteína, além de esporopolenina 

(composto de maior recalcitrância) (Kim et al., 2016). Nesse sentido, a utilização das 

algas (fonte de açúcares e nitrogênio), juntamente com a aplicação do pré-tratamento 

(redução da recalcitrância), foi realizada visando maximizar a biometanização do bagaço 

de cana. 

A maior fração da matéria orgânica das microalgas é constituída por proteínas 

(45%), carboidratos (41%) e lipídeos (14%) (Passos et al., 2015). Na formação desses 

carboidratos, a xilose está presente em maior quantidade (~125 mg/L), seguido de ácido 

galacturônico (~62 mg/L), glicose (~41 mg/L) e arabinose (~17 mg/L) (Passos et al., 

2016). Essa composição demonstra que, dentre os carboidratos, as hemiceluloses estão 

presentes em maior quantidade, seguida de pectina. 

Nesses ensaios de co-digestão, após a realização do pré-tratamento térmico da 

biomassa algal e do bagaço de cana, as frações sólidas (FS) e líquidas (FL) não foram 

separadas, como realizado nos pré-tratamentos autohidrólise e organossolve do bagaço 

de cana apresentados na seção 4.2. Essa escolha foi fundamentada nos baixos valores de 

produção de metano gerados a partir dos bagaços pré-tratados por AH e O, os quais 

tiveram suas FL e FS separadas. Dessa forma, a combinação do pré-tratamento térmico 

com a utilização de ambas as frações (sólida e líquida) na biometanização do bagaço de 

cana possibilitou verificar os benefícios da aplicação do pré-tratamento juntamente com 

a co-digestão. 

O aproveitamento das FS e FL das biomassas pré-tratadas (bagaço e alga), 

permitiu a conversão dos monossacarídeos fermentescíveis (ex. xilose, glicose e 

arabinose) presentes no bagaço de cana e mais biodisponíveis após o pré-tratamento, com 
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consequente melhorias na biometanização do bagaço de cana. Todos os resultados da 

biometanização (NLCH4/kgSV) dos ensaios de co-digestão bagaço e alga são apresentados 

na Tabela 12.  

Tabela 12: Produção de metano (NLCH4/kgSV) nos ensaios de co-digestão do bagaço de 

cana (bruto e pré-tratado) e alga (bruta e pré-tratada) nas diferentes proporções avaliadas. 

Biomassa 

Proporção  

bagaço-alga                 

(% SV m/m) 

CH4  

(NLCH4/kgSV) a 

Bagaço de cana (SB) 

bruto + alga bruta 

0,75 SB + 0,25 Alga 191 (± 10) 

0,50 SB + 0,50 Alga 145 (± 4) 

0,25 SB+ 0,75 Alga 117 (± 8) 

Bagaço pré-tratado (PSB) 

+ alga bruta 

0,75 PSB + 0,25 Alga 204 (± 9) 

0,50 PSB + 0,50 Alga 178 (± 6) 

0,25 PSB+ 0,75 Alga 118 (± 8) 

Bagaço pré-tratado (PSB) 

+ alga pré-tratada (PA) 

 

0,75 PSB + 0,25 PA 260 (± 2) 

0,50 PSB + 0,50 PA 210 (± 2) 

0,25 PSB+ 0,75 PA 130 (± 8) 

Bagaço de cana (SB) 1,0 SB 98 (± 10) 

Bagaço pré-tratado (PSB) 1,0 PSB 176 (± 2) 

Alga bruta (Alga) 1,0 Alga 30 (± 8) 

Alga pré-tratada (PA) 1,0 PA 61 (± 2) 

a: Produção de metano em função do teor de sólidos voláteis (bagaço e alga). 

 

Os resultados apresentados na Tabela 12 demonstram que a co-digestão do 

bagaço de cana com alga na proporção 75: 25 (SV) favoreceu a biometanizaçãodo bagaço 

de cana. O melhor resultado de produção de metano (260 NLCH4/kgSV) foi alcançado 

com essa proporção bagaço-alga, com ambas as biomassas pré-tratadas e utilizando 

ambas as frações (sólida e líquida). Essa produção equivale a uma produção de 

195 NLCH4/kgSVbagaço (considerando apenas a massa de bagaço).  

Além da co-digestão, a aplicação do pré-tratamento em ambas as biomassas 

resultou na melhor produção de metano, para qualquer proporção bagaço alga avaliada. 

Portanto, a co-digestão do bagaço e alga pré-tratado na proporção 75 : 25, proporcionou 

um aumento de 99 % na produção de metano, quando comparado com a obtida a partir 

do bagaço bruto. Para a mesma proporção bagaço-alga, a aplicação do pré-tratamento 
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apenas no bagaço de cana de cana possibilitou 7% de aumento na biometanização 

(204 NLCH4/kgSV).  

A comprovação da vantagem da aplicação do pré-tratamento combinado com a 

utilização de ambas as frações (sólida e líquida) do bagaço e da alga, também foi 

evidenciada nos resultados de produção de metano a partir de cada substrato 

separadamente, sem e com pré-tratamento (Tabela 12). A produção de metano a partir do 

bagaço de cana submetido ao pré-tratamento térmico teve um aumento de 27% quando 

comparado com o bagaço bruto (138 NLCH4/kgSV), atingindo uma de produção de 

176 NLCH4/kgSV. Já a alga pré-tratada apresentou um aumento de 100% na sua produção 

de metano, quando comparada com essa biomassa bruta (30 NLCH4/kgSV). 

A produção de metano com a co-digestão do bagaço e da biomassa algal (75 : 25) 

ambos pré-tratados (260 NLCH4/kgSV) foi a maior alcançada no presente trabalho. A 

aplicação do tratamento térmico em ambas as biomassas acarretou uma produção de 45% 

superior àquela alcançada com a fortificação com estrume bovino (143 NLCH4/kgSV) 

discutida na seção 4.1. Todos esses benefícios da adição de microalgas no processo de 

biometanização do bagaço de cana são atrelados à composição da biomassa algal 

(presença de compostos fermentescíveis) e ao elevado teor de nitrogênio. 

A suspensão de biomassa algal utilizada possui um teor de nitrogênio total de 

18,4% (m/v), e dessa forma, a melhor proporção bagaço-alga (75:25, % m/m) resultou 

em uma adição de ~1,4 mg de nitrogênio por grama de bagaço de cana alimentado. Nesse 

sentido, assim como a adição de estrume favoreceu a biometanização do bagaço de cana 

por melhorar a razão C/N, a co-digestão com a biomassa algal teve o mesmo 

comportamento. 

Atrelado a essa melhoria, os pré-tratamentos térmicos são favoráveis para 

promover uma maior velocidade na etapa de hidrólise (etapa limitante) da digestão 

anaeróbia, uma vez que podem favorecer a ruptura das células, beneficiando a liberação 

e hidrólise de compostos mais simples e de maior biodegradabilidade (Prorot et al., 2011). 

A condição experimental do pré-tratamento (80 oC por 10 h) classificada como tratamento 

térmico de baixa temperatura (< 100 oC) (Appels et al., 2010) é semelhante a outras 

relatadas na literatura, as quais também alcançaram bons aumentos na produção de 

metano, a partir de diferentes substratos. Como exemplo, Ferrer et al., (2008), que 
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utilizaram pré-tratamento térmico (70oC por 9 h) em lodo de ETE, promoveu um aumento 

de 30% na produção de biogás. 

Contudo, cabe ressaltar que mesmo com esse aumento, a aplicação das algas pré-

tratadas envolve a sua concentração e os gastos energéticos do pré-tratamento térmico, 

envolvendo maiores gasto econômicos. Já a utilização do estrume bovino é condicionada 

apenas à coleta desse resíduo agroindustrial. Essa coleta pode ser realizada nas 

vizinhanças das biorrefinarias, já que as maiores biorrefinarias lignocelulósicas de 

primeira geração estão localizadas nos estados de MG, GO e SP, os quais também 

possuem atividades agropecuárias com grande geração de estrume.  

Os principais parâmetros cinéticos da produção de metano da co-digestão 

utilizando a melhor proporção bagaço-alga (75:25) são apresentados na Tabela 13. Os 

elevados valores de ajustes (R2) e os valores reduzidos das funções de erro e AIC 

demonstram a capacidade desses modelos em ajustar aos dados experimentais.  

A avaliação desses parâmetros cinéticos apresentados na Tabela 13 demonstra 

os principais benefícios da co-digestão do bagaço de cana com a biomassa algal. O 

modelo de primeira ordem apresentou o melhor ajuste (AIC = 97), sendo a produção 

teórica igual a 268,8 NLCH4/kgSV, bem próxima da experimental (260,3 NLCH4/kgSV). 

Nesse sentido, o ajuste desse modelo de primeira ordem aos dados de produção de metano 

com co-digestão demonstra a ausência da fase lag para a combinação desses substratos.  
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Tabela 13: Parâmetros cinéticos estimados para a produção de metano a partir da 

co-digestão bagaço e alga (75:25 % m/m) utilizando o inóculo UASB.  

Modelo 

Cinético 

Parâmetros 

Cinéticos 

Co-digestão bagaço e 

alga (75:25 SV) 

Primeira 

ordem 

P0 (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

268,8 

0,050 

0,995 

5,5 

2,1 

AIC 97 

Gompertz 

Modificado 

P0 (NLCH4/kgSV) 

µm (NLCH4/kgSVdia) 

λ (dia) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

25,3 

9,19 

0,0 

0,987 

9,1 

3,5 

AIC 126 

Cone 

P0 (NLCH4/kgSV) 

kc (dia-1) 

n 

R2 

RMSE 

NRMSE 

297,2 

0,063 

1,29 

0,991 

7,3 

2,8 

AIC 114 

Exponencial 

de duas fases 

P1 (NLCH4/kgSV) 

P2 (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

k2 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

9,1 

259,4 

0,050 

0,050 

0,995 

5,5 

2,1 

AIC 102 

Multi-estágio 

AS (NLCH4/kgSV) 

AI (NLCH4/kgSV) 

AIS (NLCH4/kgSV) 

k1 (dia-1) 

k2 (dia-1) 

R2 

RMSE 

NRMSE 

0,5 

105,0 

162,1 

1,983 

0,051 

0,995  

5,4 

2,1 

AIC 104 
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Já pelo modelo de Gompertz modificado foi possível observar que a co-digestão 

com as algas proporcionou o maior aumento na taxa de produção de metano, atingindo 

9,19 NLCH4/kgSV.dia. Esse modelo confirma a eliminação da fase lag (~ 5 dias para o 

bagaço bruto na ausência de biomassa algal) com a co-digestão. O comportamento da 

produção de metano a partir da co-digestão do bagaço de cana e alga, bem como dos 

dados estipulados pelos modelos cinéticos são apresentados na Figura 32.  

Figura 32: Valores experimentais da produção de metano a partir da co-digestão do 

bagaço e alga (75:25, % m/m) e valores preditos pelos cinco modelos cinéticos avaliados. 

 

 

A discussão apresentada nesse capítulo permite concluir que as adaptações 

realizadas no inóculo anaeróbio como a adição de estrume bovino, codigestão com 

biomassa algal e pré-tratamento térmico acarretaram em uma maximização da produção 

de metano durante a digestão anaeróbia em fase sólida do bagaço de cana. Destaca-se a 

adição de FBM ao lodo UASB (UASB-FBM), uma vez que seu custo é muito inferior ao 

do pré-tratamento e ao processo de codigestão. A simples adição do estrume melhorou a 

relação C/N e levou à eliminação da fase lag, além de triplicar as taxas cinéticas, aumentar 

em 67% a produção de metano e reduzir a fase lag.  
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CAPÍTULO 5 

5. Otimização do pré-tratamento de ozonólise (com e sem extração alcalina) do 

bagaço de cana para produção de etanol 2G  

Esse capítulo apresenta os resultados das condições experimentais dos pré-

tratamentos com a aplicação do ozônio no bagaço de cana e a discussão das principais 

consequências deste tratamento nas etapas de deslignificação, sacarificação e 

fermentação para produção do etanol 2G. A avaliação estatística dos resultados do 

planejamento experimental executado para ambos os pré-tratamentos realizados (ozônio 

e ozônio seguido de extração alcalina) permitiu verificar a influência destes na eficiência 

de produção de etanol 2G. Portanto, esse capítulo atende o objetivo específico traçado 

inicialmente de “Avaliar a influência das condições de pré-tratamento (ozônio e extração 

alcalina) do bagaço de cana na produção de etanol 2G”.  

Os resultados do planejamento experimental composto central com aplicação do 

ozônio no bagaço de cana serão apresentados separadamente. Na próxima seção (5.1) 

serão apresentados os principais resultados para o pré-tratamento envolvendo apenas o 

ozônio (O3). Na seção 5.2 serão apresentados os resultados da aplicação do ozônio 

seguida de extração alcalina (O3 + EA). Em ambos os casos, o planejamento experimental 

incluiu três variáveis de resposta, a saber: eficiência de deslignificação (%), rendimento 

de hidrólise enzimática (%) e produção estimada teórica de etanol (mgetanol/gB). Na 

seção 5.3 serão apresentados os resultados das melhores condições experimentais de 

ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA), as quais foram utilizadas para a produção 

experimental de etanol 2G via ensaios fermentativos em escala de bancada. 

5.1. Planejamento experimental do pré-tratamento de ozonólise (O3) 

A Tabela 14 apresenta as condições experimentais da ozonólise e os resultados 

obtidos para as três variáveis respostas avaliadas. Nessa tabela é possível verificar outros 

efeitos das variáveis de processo da ozonólise na composição química do bagaço, isto é, 

nas remoções de celulose e hemiceluloses, bem como a perda de massa associada a esse 

pré-tratamento. As perdas de massa da ozonólise foram inferiores a 5% e podem ser 

explicadas pela configuração do reator e condições operacionais escolhidas. A ozonólise 

realizada em coluna de leito fixo com fluxo de alimentação de ozônio ascendente no leito 

contendo o bagaço de cana empacotado, associada a uma baixa vazão (0,5 L/min) 
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resultaram em um sistema simples de pré-tratamento e com elevados rendimentos em 

massa.  

Essa configuração é classificada por Vidal e Molinier (1988) como tratamento de 

estado sólido em reatores de leito fixo. Segundo tais autores essa configuração de reator 

aproxima-se de um reator de fluxo pistonado, o qual proporciona uma redução da 

concentração do O3 ao longo do reator. Na literatura são encontrados trabalhos com a 

utilização dessa configuração em coluna para aplicação do ozônio em outras biomassas 

lignocelulósicas como gramíneas (Panneerselvam et al. 2013a); palha de trigo (Wu et al.; 

2013); palha de cereais (García-Cubero et al., 2012) e também no bagaço de cana 

(Travaini et al., 2016 e Eqra et al., 2014). Contudo, cabe destacar que a principal diferença 

do presente trabalho é a avaliação de condições brandas de ozonólise (baixa vazão, 

concentração e carga de O3) associadas à etapa de extração alcalina na produção de etanol 

2G, aproveitando os resíduos desse processo para o melhoramento energético e 

econômico. 

A ozonólise do bagaço de cana proporcionou eficiências de deslignificação de 

25% a 63%. A maior remoção de lignina foi atingida no ensaio 8 cuja condição 

experimental foi de 75% de umidade e carga de O3 igual a 45 mgO3/min por 120 min. 

Esse ensaio teve a maior aplicação de O3 por massa de bagaço (270 mg/gB), elevando 

seus gastos energéticos. Porém seu real consumo foi de 256 mgO3/gB, demonstrando que 

houve excesso de oxidante (14 mgO3/gB) nessa condição. A elevada carga de O3 aplicada 

no ensaio 8 também proporcionou efeitos negativos, como a maior remoção de celulose 

(12,4 %) e a segunda maior remoção de hemiceluloses (19,7 %). Uma vez que o objetivo 

é a produção de etanol 2G, a perda de celulose acarreta para tal condição severa de 

ozonólise baixas chances de aplicação no mercado. 
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Tabela 14: Condições experimentais da ozonólise e variáveis respostas (deslignificação, eficiência de HE e produção de etanol) do planejamento 

composto central. a = consumo real de O3; b = produção teórica de etanol (estimada pela massa de glicose da HE); PC: Ponto Central. 

Ensaio 
Umidade 

(%) 

Tempo 

(min) 

Conc. O3 

(mgO3/L) 

Carga O3 

(mgO3/min) 

Consumo O3 

(mgO3/gB) a 

Perda de 

Massa 

(%) 

Remoção 

Celulose 

(%) 

Remoção 

Hemicelulose 

(%) 

Remoção 

Lignina (%) 

Rendimento 

HE (%) 

Etanol 

(mg/gB) b 

1 25 10 15 7,5 7,5 2,2 1,0 10,4 25,1 26,4 59,9 

2 75 10 15 7,5 7,5 2,0 1,8 10,1 27,4 30,8 69,7 

3 25 120 15 7,5 82,9 4,2 3,4 14,8 40,9 38,2 81,7 

4 75 120 15 7,5 85,1 4,2 7,2 14,9 50,2 44,6 94,9 

5 25 10 45 22,5 22,5 3,2 1,6 9,8 31,1 37,7 84,1 

6 75 10 45 22,5 22,5 4,1 2,2 12,7 38,5 39,1 86,0 

7 25 120 45 22,5 244,5 1,1 10,3 16,0 51,8 50,5 107,7 

8 75 120 45 22,5 255,9 5,0 12,4 19,7 63,0 49,8 100,4 

9 50 157 30 15,0 230,2 1,5 6,8 23,7 52,1 53,2 113,9 

10 50 65 5 2,4 15,5 4,0 2,1 19,1 28,9 33,9 76,3 

11 50 65 55 27,6 179,5 0,8 3,6 18,7 47,3 46,9 104,0 

12 8 65 30 15,0 97,5 3,1 3,0 13,9 44,5 27,9 60,4 

13 92 65 30 15,0 97,5 4,9 10,3 11,8 58,3 47,5 97,4 

14 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 3,8 7,8 17,5 50,5 46,1 103,1 

15 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 3,7 7,7 17,9 51,0 46,2 102,5 

16 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 3,7 7,9 16,5 50,3 46,3 100,6 

17 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 3,6 7,0 17,5 50,1 46,5 101,3 
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Esses valores de eficiências de deslignificação, juntamente com as perdas de 

carboidratos (celulose e hemiceluloses) dos ensaios de ozonólise são também relatados 

na literatura, tanto para o bagaço de cana (~ 65 % deslignificação com 210 mgO3/gB) 

(Travaini et al., 2013), quanto para outras biomassas tais quais talos de algodão 

(~ 42 % deslignificação com 500 mgO3/gB) (Kaur et al., 2012); palha de trigo (47 % de 

deslignificação ~300 mgO3/gB) e arroz (45 % deslignificação com 270 mgO3/gB), 

respectivamente (García-Cubero et al., 2009).  

O ensaio 8 que se observou maior eficiência de deslignificação (63%), 

apresentou a terceira maior eficiência de HE (49,8 %) e uma produção teórica de etanol 

igual a 100,4 mgetanol/gB, correspondendo apenas à sexta maior produção. A maior 

eficiência de HE (53,2%) foi alcançada no ensaio 9 (50% de umidade, 15 mgO3/min por 

157 min), propiciando também a maior produção teórica de etanol 2G (113,9 mgetanol/gB). 

A condição experimental do ensaio 9 acarretou em 52,1% de deslignificação (segunda 

maior), demonstrando que a condição experimental que resulta em maior deslignificação 

não necessariamente leva a maior eficiência de HE e de produção de etanol 2G. 

Tal situação pode ser explicada pela elevada degradação da celulose (12,4%) no 

ensaio de maior deslignificação (ensaio 8), juntamente com o fato de que a aplicação do 

O3 em coluna promove elevadas eficiências de deslignificação sem a remoção dos 

compostos e fragmentos oxidados, gerados da superfície da fibra do bagaço de cana pré-

tratado. Nesse sentido, a presença dos subprodutos na superfície das fibras parece ter 

contribuído para a inibição das atividades das enzimas durante as HE no ensaio 8 

(condição mais severa de aplicação de O3).  

A literatura demonstra que os tipos de compostos gerados durante a aplicação do 

ozônio e suas concentrações podem causar inibição tanto na etapa de HE quanto na 

fermentação do etanol. Fatores-chave dessa inibição são considerados a presença de 

compostos aromáticos, poliaromáticos, oligômeros, fragmentos oxidados de lignina, os 

quais podem ser adsorvidos pelas enzimas (celulases). Além desses, os ácidos (ex. 

acético, oxálico, láctico, fórmico) e outros (ex. xilitol) podem inibir a atividade 

enzimática, resultando em diminuição do rendimento da HE, bem como da fermentação 

dos açúcares a etanol (Pandey et al., 2015 e Travaini et al., 2015; Martín et al., 2007a). 

Devido ao elevado potencial de oxidação do O3, diversas são as possibilidades 

de reações desse oxidante com os componentes da biomassa lignocelulósica, as quais 
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podem gerar diversos inibidores. Como mencionado na revisão da literatura, algumas 

variáveis como umidade do bagaço, concentração de O3, pH do meio e configuração do 

reator interferem na eficiência do pré-tratamento com ozônio. Trabalhos clássicos de 

deslignificação como o de Gierer (1982 e 1985) e outros mais atuais como o de Pandey 

et al., (2015); Nakamura et al., (2004); Mvula et al., (2003) demonstraram as principais 

reações e mecanismos envolvidos com a aplicação de ozônio na biomassa lignocelulósica, 

bem como os diversos inibidores possíveis de serem gerados.  

Dessas reações destaca-se o mecanismo de Criegee (ataque direto da molécula 

de O3) que ocorre, principalmente, nas regiões de elevada densidade eletrônica como nos 

anéis aromáticos presentes na lignina (Criegee, 1975; Souza-Correa et al., 2013b). 

Contudo, em função do teor de água (umidade do bagaço de cana) outras reações não 

específicas, provocadas pelos radicais hidroxilas (ex. radicais hidroxilas e superóxidos), 

podem ocorrer tanto na molécula de lignina quanto nos carboidratos (Bule et al., 2013; 

Gierer, 1982). Tal fato justifica as remoções de celulose (1 a 12%) e de hemicelulose 

(9 a 24 %) para esse pré-tratamento (Tabela 14) 

As maiores produções teóricas de etanol 2G foram alcançadas nos ensaios 9 

(113,9 mgetanol/gB), ensaio 7 (107,7 mgetanol/gB) e ensaio do ponto central 

(PCmédia = 101,9 mgetanol/gB). Todas essas condições tiveram a mesma magnitude de 

eficiência de deslignificação (~50 %). Dentre essas condições, o ensaio 9 destaca-se por 

apresentar a menor perda de celulose (6,8 %), apesar de ter sido responsável por um dos 

mais elevados consumos de O3 (230 mg O3/gB). O ensaio 7, além de uma perda de 

celulose de 10,3 %, teve o segundo maior consumo de O3 (244,5 mgO3/gB). Portanto, 

dentre as condições que proporcionaram as maiores produções teóricas de etanol 2G, o 

ponto central (PC) destaca-se por possuir o menor consumo de O3 (97,5 mgO3/gB). Essa 

característica favorece a utilização dessa condição experimental para a produção de 

etanol 2G, uma vez que o custo de geração desse oxidante é o de maior influência no 

gasto energético desse pré-tratamento (Mussatto et al., 2016). 

As produções teóricas de etanol 2G encontradas no presente trabalho podem ser 

comparadas com outros resultados reportados na literatura. Rabelo et al., (2014) 

produziram ~ 188 mg etanol/g bagaço a partir de bagaço de cana pré-tratado com peróxido 

de hidrogênio (7,36% v/v) em meio alcalino por 36 h. Outros resultados de produção de 
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etanol 2G foram apresentados na revisão da literatura, juntamente com os demais detalhes 

do processo de produção (ver Tabela 4, seção 2.6) 

Os resultados da análise de variância (ANOVA) do pré-tratamento de ozônio 

utilizando a eficiência de deslignificação como variável resposta são apresentados na 

Tabela 15. Além de um elevado valor de coeficiente de determinação (R2 = 99,86), o fator 

“falta de ajuste” não foi significativo (p-valor = 0,150), demonstrando que o modelo 

gerado é adequado, estatisticamente, para explicar o comportamento dos resultados de 

deslignificação, com um nível de 95% de confiança. 

Tabela 15: Resultados da análise de variância (ANOVA) para a variável resposta 

deslignificação (%) do pré-tratamento de ozonólise. 

Fator SQ GL MQ F p–valor 

Umidade (%) (L) 208,9 1 208,9 1400,2 0,00004 

Umidade (%) (Q) 1,7 1 1,7 11,1 0,04481 

Tempo (min) (L) 972,5 1 972,5 6519,6 0,00000 

Tempo (min) (Q) 239,9 1 239,9 1608,2 0,00003 

Carga O3 (mgO3/min) (L) 376,9 1 376,9 2526,6 0,00002 

Carga O3 (mgO3/min) (Q) 227,0 1 227,0 1521,8 0,00004 

Umidade × Tempo 14,6 1 14,6 97,7 0,00220 

Umidade × Carga O3 6,1 1 6,1 41,1 0,00770 

tempo × Carga O3 5,4 1 5,4 36,5 0,00909 

Falta de ajuste 2,3 4 0,6 3,8 0,15002 

Erro puro 0,448 3 0,1492   

Total 1966,779 16    

Na qual: L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; 

GL: grau de liberdade, MQ: média quadrática dos erros F: valor do teste F calculado. 

 

Os resultados da ANOVA apresentados na Tabela 15 demonstram que as 

variáveis avaliadas (umidade do bagaço, tempo e carga de O3), bem como suas interações 

são significativamente influentes na deslignificação do bagaço de cana (p-valor < 0,05). 

No diagrama de Pareto dos efeitos padronizados apresentado na Figura 33 é possível 

confirmar que as três variáveis, bem como suas interações são influentes, 

significativamente, na deslignificação do bagaço de cana via ozonólise em coluna. Tais 

resultados estão de acordo com a literatura, os trabalhos de Perrone et al., (2017), 

Mussatto et al., (2016) e Travaini et al., (2015) confirmam a influência dessas variáveis 

na eficiência de deslignificação de biomassa lignocelulósica com ozônio.  
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Figura 33: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variável deslignificação 

(%) do pré-tratamento de ozonólise. 

 

 

Os valores positivos dos efeitos padronizados apresentados no diagrama de Pareto 

demonstram uma maior influência do tempo, seguida da carga de ozônio e da umidade 

do bagaço de cana no processo de deslignificação. Dessa forma, é possível perceber que 

a aplicação dessas variáveis significativas em seus níveis superiores favorece a eficiência 

de deslignificação do bagaço de cana via ozonólise em coluna de leito fixo. 

A superfície de resposta para a deslignificação apresentada na Figura 34 foi obtida 

a partir da Equação 38, gerada pelo modelo empírico do planejamento experimental. 

Destaca-se que na construção da superfície de resposta foram utilizadas as variáveis 

significativas de maior influência (tempo e carga de O3), mantendo-se a variável umidade 

fixa no ponto central (50%). A escolha desse valor de umidade do bagaço de cana foi 

fundamentada nos resultados reportados na literatura, os quais apresentam valores de 

umidade de 40 a 50% como os melhores para a utilização do bagaço de cana em processos 

de aplicação do ozônio (Souza-Correa et al., 2013; Travaini et al., 2013 e Miura et al., 

2012). Além disso, ressalta-se que a umidade do bagaço de cana após a etapa de moagem 

da cana-de-açúcar em moendas de plantas de produção de açúcar e álcool é próxima desse 

valor (Hofsetz et al., 2012). 
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Figura 34: Superfície de resposta para a variável deslignificação (%) do pré-tratamento 

de ozonólise. A variável “umidade do bagaço” foi fixa em 50%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A superfície de resposta apresentada na Figura 34 demonstra que as maiores 

eficiências de deslignificação se encontram dentro das condições experimentais 

avaliadas, ou seja, entre os tempos de 10 e 120 min e entre as cargas de O3 de 7,5 a 

27,6 mgO3/min. De acordo com os valores estimados pelo modelo gerado (Equação 38) 

é possível atingir o ponto crítico (máxima deslignificação) de 63,65% utilizando um 

tempo de 130 min, uma carga de 22,5 mgO3/min e 75% de umidade, com um nível de 

95% de confiança. 

 

Eficiência de Deslignificação (%) = 4,7778 – 0,0366U +0,0006U2 + 0,3500t – 0,0018t2 + 

2,6531CO3
 – 0,0772CO3

2 + 0,0010U×t + 0,0047U×CO3
 + 0,0020t×CO3

    

          (Eq. 38). 

Na qual: U é a umidade do bagaço (%), t é o tempo (min) e CO3
 é a carga de ozônio 

aplicada por grama de bagaço em base seca (mgO3/gB). 

 

Os resultados para a variável hidrólise enzimática - HE (% de conversão da 

celulose em glicose) variaram de 26% (ensaio 1) a 53% (ensaio 9) (Tabela 14). As 

condições experimentais que proporcionaram esses extremos de eficiência de HE foram, 
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respectivamente, a mais branda (25% umidade, 7,5 mgO3/min por 10 min) e uma das 

mais severas (50% de umidade, 230,2 mgO3/min por 157 min). Esses valores de 

eficiências de HE podem ser comparados com valores encontrados na literatura como no 

trabalho de Batalha et al., (2015). Tais autores atingiram 77% de eficiência de HE 

utilizando o mesmo coquetel enzimático (Cellic-CTec2 e Cellic-HTec2) e a mesma carga 

enzimática (10 FPU/gbagaço) empregados no presente trabalho, porém utilizando um 

bagaço de cana pré-tratado por autohidrólise (190oC por 10 min).  

Dentre as condições experimentais que tiveram as maiores eficiências de HE 

destacam-se os ensaios 9 (53,2%); ensaio 7 (50,5%); ensaio 8 (49,8%) e PC 

(PCmédia = 46,3 %). Mais uma vez o PC se destaca, pois dentre as melhores condições, 

sendo aquela que possui o menor consumo de O3 (97,5 mg O3/gB), quando comparada 

com os ensaios 9 (230,2 mg O3/gB), ensaio 7 (244,5 mg O3/gB) e ensaio 8 

(255,9 mg O3/gB). Pelo consumo de O3 é possível perceber que um aumento de 7% da 

eficiência das HE do PC para o ensaio 9 foi proporcionado por um aumento na aplicação 

de O3 de 136%. Tal fato demonstra a vantagem da utilização da condição do PC (menor 

gasto com O3), que conforme mencionado, tem um impacto elevado com o O3, agregando 

custo ao pré-tratamento (Mussato et al., 2016)  

Os resultados das análises estatísticas (ANOVA) para a variável resposta HE são 

apresentados na Tabela 16. O modelo gerado apresentou um R2 de 93,5%, porém é 

possível observar que a falta de ajuste do modelo foi significativa (p-valor < 0,05). 

Contudo, uma análise mais detalha dos dados estatísticos como o gráfico de distribuição 

de erros, correlação dos dados observados e os preditos pelo modelo, é possível verificar 

que o modelo pode explicar o comportamento dos dados, com um nível de 95% de 

confiança. Esses dados estatísticos estão apresentados no Apêndice I. 
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Tabela 16: Resultados da análise de variância (ANOVA) para a variável resposta 

eficiência de HE (%) do pré-tratamento de ozonólise. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

Umidade (%) (L) 144,7 1 144,7 4959,8 0,00001 

Umidade (%) (Q) 115,0 1 115,0 3943,3 0,00001 

Tempo (min) (L) 343,1 1 343,1 11764,4 0,00000 

Tempo (min) (Q) 13,7 1 13,7 469,0 0,00022 

Carga O3 (mgO3/min) (L) 254,6 1 254,6 8729,0 0,00000 

Carga O3 (mgO3/min) (Q) 54,8 1 54,8 1879,9 0,00003 

Umidade × Tempo 0,0 1 0,0 0,0 0,84925 

Umidade × Carga O3 12,8 1 12,8 437,2 0,00024 

tempo × Carga O3 0,6 1 0,6 18,9 0,02247 

Falta de ajuste 68,3 4 17,1 585,0 0,00011 

Erro puro 0,087 3 0,0292   

Total 1066,961 16    

Na qual: L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; 

GL: grau de liberdade, MQ: média quadrática dos erros F: valor do teste F calculado. 

 

Assim como ocorrido para a eficiência de deslignificação, todas as variáveis 

também foram significativas para a eficiência de HE (p-valor < 0,05). O diagrama de 

Pareto apresentado na Figura 35 confirma a influência significativa das três variáveis de 

processo na eficiência de HE, sendo o tempo e carga de O3 as mais significativas. Além 

disso, todas as interações entre as variáveis foram significativas e a aplicadas dessas 

variáveis em seus níveis superiores favorece a eficiências de HE (efeitos padronizados 

positivos).  
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Figura 35: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a variável eficiência de HE 

(%) do pré-tratamento de ozonólise. 

 

 

Portanto, a superfície de reposta foi construída utilizando-se as variáveis de maior 

significância (tempo e carga de O3) nas HE, mantendo-se a umidade fixa no ponto central 

(50%). Essa superfície de resposta é apresentada na Figura 36. 

Figura 36: Superfície de reposta para a variável resposta HE do pré-tratamento de 

ozonólise. A variável “umidade do bagaço” foi fixa em 50%. 
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Pela superfície de resposta (Figura 36) é possível observar que as maiores 

eficiências de HE foram obtidas nas condições nos níveis superiores de carga de O3 e 

tempo (maiores cargas de O3 associadas a tempos moderados e elevados). A Equação 39 

apresenta o modelo obtido e utilizado para a geração da superfície de resposta para a 

eficiência de HE. De acordo com os valores estimados pelo modelo é possível atingir o 

ponto crítico (máxima eficiência de HE) de 54,17 % utilizando um tempo de 180 min e 

uma carga de O3 igual a 20 mgO3/min, com um nível de 95% de confiança. 

Eficiência de HE (%) = - 6,3057 + 0,7571U – 0,0050U2 +0,1945t – 0,0004t2 + 2,1992CO3
 

– 0,0389CO3
2 – 0,0002U*T -0,0080U*CO3

 + 0,0012t*CO3    (Eq. 39) 

Na qual: U é a umidade do bagaço (%), t é o tempo (min) e CO3
 é a carga de ozônio 

aplicada por grama de bagaço em base seca (mgO3/gB). 

 

Por último, com relação aos resultados para a variável resposta produção teórica 

de etanol 2G (Tabela 14) é possível perceber que a maior produção foi observada no 

ensaio 9 (113,9 mg etanol/gB), seguida dos ensaios 7 (107,7 mgetanol/gB), 

ensaio 11 (104,0 mg etanol/gB) e ensaio PC (PCmédia = 101,9 mgetanol/gB). Vale destacar 

que o ensaio 9, cuja produção de etanol foi a maior, não resultou em uma maior eficiência 

de deslignificação (52,1%). A maior eficiência de deslignificação alcançada foi no 

ensaio 8 (63%), que resultou apenas na sexta maior produção teórica estimada de etanol 

(100,4 mg etanol/g B). Tais resultados confirmam que o processo de ozonólise permite 

alcançar elevadas eficiências de deslignificação, porém todos os compostos oxidados, 

bem como os fragmentos de lignina gerados devem ser removidos da fibra de bagaço de 

cana para que a maior eficiência de deslignificação também resulte em uma maior 

eficiência de HE e, consequentemente, em uma maior produção de etanol 2G. 

 

A comparação da produção teórica de etanol 2G obtido nesse estudo com 

resultados da literatura evidenciam que as condições avaliadas para o pré-tratamento de 

ozônio em coluna de leito fixo propiciaram produções de mesmas magnitudes de outros 

pré-tratamentos. Schultz-Jensen et al., (2011) aplicando ozônio durante 3h alcançaram 

uma redução de 60% no teor de lignina e um rendimento de 52% na produção de etanol 

2G por sacarificação e fermentação simultânea.  



__________________________________________Capítulo 5: Resultados e discussões 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 162 

Vale destacar que as condições experimentais de ozonólise utilizadas por tais 

pesquisadores (Carga O3 = 1800 mgO3/min) foram ainda mais severas do que as 

otimizadas do presente trabalho, acarretando em menores custos energéticos e 

econômicos (Schultz-Jensen et al., 2011). Essas condições foram escolhidas em 

consonância com o principal objetivo do presente trabalho, que é propor uma avaliação 

da produção de etanol 2G utilizando condições de ozonólise econômicas (menores gastos 

energéticos), as quais podem ter seus gastos compensados pelo aproveitamento de seus 

principais resíduos (essa avaliação será apresentada no capítulo 7). 

Os resultados estatísticos apresentados pela ANOVA (Tabela 17) confirmam que 

as três variáveis avaliadas são significantes, estatisticamente, na produção teórica de 

etanol 2G. Para a produção teórica de etanol o modelo gerado possui um R2 igual a 

94,45%, com a “falta de ajuste” não significativa (p-valor = 0,37), demonstrando que esse 

modelo pode explicar os resultados experimentais obtidos. 

Tabela 17: Resultados da análise de variância (ANOVA) para a variável resposta 

produção teórica de etanol (mg etanol/gB) do pré-tratamento de ozonólise. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

Umidade (%) (L) 680,9 1 680,9 23,3 0,016982 

Umidade (%) (Q) 674,7 1 674,7 23,1 0,017193 

Tempo (min) (L) 1389,7 1 1389,7 47,5 0,006261 

Tempo (min) (Q) 42,3 1 42,3 1,4 0,315488 

Carga O3 (mgO3/min) (L) 1328,2 1 1328,2 45,4 0,006678 

Carga O3 (mgO3/min) (Q) 147,8 1 147,8 5,1 0,110179 

Umidade × Tempo 14,1 1 14,1 0,5 0,537177 

Umidade × Carga O3 18,0 1 18,0 0,6 0,490244 

tempo × Carga O3 6,9 1 6,9 0,2 0,661404 

Falta de ajuste 182,7 4 45,7 1,6 0,372239 

Erro puro 87,8 3 29,266   

Total 4877,136 16    

Na qual: L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; 

GL: grau de liberdade, MQ: média quadrática dos erros F: valor do teste F calculado. 

 

Por meio do diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a produção teórica 

de etanol 2G (Figura 37) é possível perceber que, da mesma forma que para as outras 

variáveis respostas, o tempo e a carga de ozônio foram as variáveis de processo de maior 

significância. Além disso, também é possível perceber que o aumento dessas variáveis 

proporciona um aumento da produção teórica de etanol 2G.  
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Figura 37: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a produção teórica de 

etanol (mg etanol/gB) do pré-tratamento por ozonólise. 

 

 

A superfície de resposta para a produção teórica de etanol 2G é apresentada na 

Figura 38. Essa superfície foi construída utilizando-se as variáveis de maior significância 

estatística (tempo e carga de O3) apresentadas no diagrama de Pareto, mantendo-se a 

umidade fixa no ponto central em 50%.  
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Figura 38: Superfície de reposta para a produção teórica de etanol 2G do pré-tratamento 

por ozonólise. A variável “umidade do bagaço” foi fixa em 50%. 

 

 

Por meio dessa superfície é possível verificar que a região experimental que 

proporciona a maior produção teórica de etanol 2G está atrelada às maiores aplicações de 

O3 (maiores cargas de O3 juntamente com os tempos moderados e elevados > 60 min). 

De acordo com os valores estimados pelo modelo gerado (Equação 40) é possível atingir 

uma maior produção de etanol 2G (ponto ótimo) de 127,6 mgetanol/gB utilizando-se um 

tempo de 200 min e uma carga de O3 de 28 mgO3/min, com um nível de 95% de confiança. 

Produção teórica de etanol 2G (mgetanol/gB) = 4,1569 + 1,5354U – 0,0120U2 + 0,2446t – 

0,0008t2 + 3,4348CO3 – 0,0622CO3
2 +0,0010U×t – 0,0080U×CO3

 + 0,0022t×CO3   

         (Eq. 40) 

Na qual: U é a umidade do bagaço (%), t é o tempo (min) e CO3
 é a carga de ozônio 

aplicada por grama de bagaço em base seca (mgO3/gB). 
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5.2. Planejamento experimental do pré-tratamento por ozonólise seguido de 

extração alcalina (O3 + EA)  

Todos os resultados para as três variáveis respostas (deslignificação, eficiência da 

HE e produção teórica de etanol) dos ensaios do pré-tratamento de ozonólise seguida da 

extração alcalina (O3 + EA), juntamente com as condições experimentais são 

apresentados na Tabela 18. Os resultados obtidos para as variáveis respostas com esse 

pré-tratamento (O3 + EA) demonstram ser superiores aos do pré-tratamento envolvendo 

apenas o ozônio. Considerando que a condição experimental da etapa de extração alcalina 

realizada (NaOH 1% (m/v); RLS = 10:1, t = 15s) não envolveu elevadas temperaturas, a 

adição dessa etapa não acarreta em elevados custos para o pré-tratamento. O capítulo 7 

apresentará as discussões econômicas dessa etapa de EA apresentando seus custos e seus 

principais benefícios.  

Segundo Vroom, K. E. (1957) apud Souza-Corrêa (2013b), o procedimento de 

lavagem empregando solução alcalina à temperatura ambiente não induz modificações 

significativas nas ligações químicas dos compostos de lignina e demais carboidratos. 

Dessa forma, essa etapa é responsável apenas pela remoção dos fragmentos oxidados 

gerados na superfície da biomassa pré-tratada por ozônio. A utilização da etapa de 

extração alcalina é evidenciada na literatura para os mesmos objetivos do presente 

trabalho, porém em condições distintas. Kaur et al., (2012) visando a produção de etanol 

a partir de talos de algodão utilizaram a combinação O3 + EA, na qual a ozonólise 

(45 mgO3/L por 150 min) e a EA (4% m/v NaOH por 60 min) foram empregadas em 

condições muito mais severas, tornando o pré-tratamento ainda mais custoso. Souza-

Correa et al., (2013a) pré-trataram o bagaço de cana com O3 (30 mgO3/L) durante 6 h e 

aplicaram uma etapa de extração usando uma solução aquosa de 1% de NaOH (1:10 v/m). 
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Tabela 18: Condições experimentais da ozonólise seguida de EA (O3 + EA) e variáveis respostas (deslignificação, eficiência de HE e produção 

etanol) do planejamento composto central. a = consumo real de O3; b = produção teórica de etanol 2G (estimada pela massa de glicose da HE). 

Ensaio 
Umidade 

(%) 

Tempo 

(min) 

Conc. O3 

(mg/L) 

Carga O3 

(mgO3/min) 

Consumo O3 

(mg O3/gB) a 

Perda de 

Massa 

(%) 

Remoção 

Celulose 

(%) 

Remoção 

Hemicelulose 

(%) 

Remoção 

Lignina (%) 

Rendimento 

HE (%) 

Etanol 

(mg/gB) b 

1 25 10 15 7,5 7,5 6,0 2,0 23,7 31,7 30,2 67,4 

2 75 10 15 7,5 7,5 10,6 2,9 20,5 37,0 35,8 76,0 

3 25 120 15 7,5 82,9 13,5 5,0 35,5 54,4 51,3 105,8 

4 75 120 15 7,5 85,1 16,3 7,3 35,6 64,6 55,1 108,1 

5 25 10 45 22,5 22,5 11,6 2,1 27,6 42,9 40,1 80,9 

6 75 10 45 22,5 22,5 12,8 3,8 34,5 45,8 42,5 88,3 

7 25 120 45 22,5 244,5 19,4 12,2 34,9 66,0 67,0 108,8 

8 75 120 45 22,5 255,9 22,2 13,8 38,3 72,1 70,1 111,1 

9 50 157 30 15,0 230,2 22,5 8,6 34,0 65,6 67,2 106,5 

10 50 65 5 2,4 15,5 17,2 3,2 48,2 47,0 39,8 76,6 

11 50 65 55 27,6 179,5 20,4 4,4 41,3 64,0 65,6 101,8 

12 8 65 30 15,0 97,5 10,3 4,2 32,8 49,3 40,8 85,1 

13 92 65 30 15,0 97,5 21,1 11,4 19,3 60,4 66,7 116,6 

14 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 16,6 7,9 34,2 59,7 65,6 124,1 

15 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 15,9 7,4 34,1 59,0 65,3 124,7 

16 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 16,9 8,2 34,1 59,9 65,0 119,6 

17 (PC) 50 65 30 15,0 97,5 16,6 7,1 33,8 59,4 65,7 125,6 
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Analisando os resultados desse pré-tratamento (Tabela 18) é possível perceber que 

a implementação da etapa de EA após a aplicação do O3 acarretou em maiores perdas de 

massas (6,0% a 22,5%). Tais perdas de massa foram superiores àquelas observadas nos 

ensaios envolvendo apenas a ozonólise (Tabela 14). Maiores perdas de massa já eram 

esperadas, uma vez que a EA favorece a remoção de compostos gerados durante a 

ozonização, bem como dos fragmentos de lignina e dos polissacarídeos (celulose e 

hemiceluloses) (Travaini et al., 2016; Souza-Corrêa 2013b).  

Esses valores de perda de massa encontrados com o pré-tratamento de O3 + EA 

são semelhantes aos encontrados em trabalhos na literatura. Exemplos de trabalhos que 

utilizam etapas de remoção de inibidores de substratos ozonizados são o de Ben’ko et al., 

(2013) no qual alcançaram 35% de remoção de inibidores em cavacos de madeira de 

álamo e o de Quesada et al., (1999) em que foram removidos 20% dos inibidores 

presentes em talos de milho. Destaca-se que as frações líquidas dessa etapa (resíduo da 

extração alcalina), denominadas de hidrolisado alcalino, foram caracterizadas por 

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) e utilizadas para a 

produção de biogás (CH4 e H2) via digestão anaeróbia em duplo estágio. Esses resultados 

serão apresentados no Capítulo 6 (seção 6).  

Além das maiores perdas de massa, a etapa de EA favoreceu positivamente as três 

variáveis respostas avaliadas. As eficiências de deslignificação para o pré-tratamento 

O3 + EA variaram de 32% a 72%, e essa maior eficiência de deslignificação foi alcançada 

no ensaio 8, cuja deslignificação foi de 63% quando aplicado apenas a ozonólise 

(acréscimo de 9% com a EA). Contudo, a EA proporcionou um pequeno aumento de 

remoção de celulose e dobrou a remoção das hemiceluloses. Comparando o 

pré-tratamento de O3 com o de O3 + EA a remoção de celulose do ensaio 8 passou de 

12% para 14% e de hemiceluloses de 20% para 38%, respectivamente.  

Outros ensaios merecem a atenção devido aos elevados valores de deslignificação 

com baixo consumo de O3. O ensaio 4 atingiu 65% de deslignificação com uma carga de 

O3 de apenas 85,1 mgO3/gB, enquanto que o PC alcançou 60% consumindo 

97,5 mgO3/gB. Ambos os ensaios 4 e PC resultam em um gasto energético inferior ao do 

ensaio 8 de maior deslignificação (255,9 mgO3/gB) e, portanto, devem ser condições 

almejadas.  
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A comparação das eficiências de deslignificação obtidas nesse estudo com valores 

da literatura apresenta como principal vantagem o menor consumo de O3 nesse trabalho, 

favorecendo os balanços econômicos e de energia do processo. Exemplo dessa 

comparação pode ser visto no trabalho de Perrone et al., (2017), no qual foi pré-tratado o 

bagaço de cana com ozônio (288 mgO3/gB) seguido da aplicação de NaOH (0,1 mol/L) 

na proporção de 1:2 (m/v) durante 2 h, atingindo ~50% de deslignificação. 

Os resultados da análise de variância (ANOVA) para a deslignificação 

envolvendo o pré-tratamento O3 + EA são apresentados na Tabela 19. Esses resultados 

demonstram que além de um elevado coeficiente de determinação (R2 = 99,90) o modelo 

não apresentou “falta de ajuste” significativa (p-valor = 0,22). Além disso, todas as 

variáveis avaliadas demonstraram ser significativas, estatisticamente, na deslignificação 

do bagaço de cana.  

Tabela 19: Resultados da análise de variância (ANOVA) para a resposta deslignificação 

(%) do pré-tratamento O3 + EA. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

Umidade (%) (L) 136,4 1 136,4 889,9 0,00008 

Umidade (%) (Q) 28,7 1 28,7 186,9 0,00085 

Tempo (min) (L) 1363,5 1 1363,5 8892,5 0,00000 

Tempo (min) (Q) 193,1 1 193,1 1259,4 0,00005 

Carga O3 (mgO3/min) (L) 335,5 1 335,5 2188,1 0,00002 

Carga O3 (mgO3/min) (Q) 20,7 1 20,7 135,3 0,00137 

Umidade × Tempo 8,2 1 8,2 53,5 0,00528 

Umidade × Carga O3 5,3 1 5,3 34,4 0,00987 

tempo × Carga O3 0,1 1 0,1 0,7 0,47594 

Falta de ajuste 1,6 4 0,4 2,7 0,22255 

Erro puro 0,46 3 0,153   

Total 2003,491 16    

Na qual: L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; 

GL: grau de liberdade, MQ: média quadrática dos erros F: valor do teste F calculado. 

 

O diagrama de Pareto apresentado na Figura 39 confirma que as variáveis 

“tempo” e “carga de O3” são as mais significativas na deslignificação do bagaço de cana. 

Dessa forma, assim como ocorrido no pré-tratamento por ozonólise sem a etapa de EA, é 

possível perceber que as três variáveis são significativas, estatisticamente, na 

deslignificação, de forma que um aumento em qualquer uma delas, acarreta um aumento 

na eficiência de remoção de lignina do bagaço de cana.  



__________________________________________Capítulo 5: Resultados e discussões 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 169 

Figura 39: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a deslignificação (%) do 

pré-tratamento O3 + EA. 

 

 

A superfície de resposta para a deslignificação do bagaço de cana pré-tratado por 

O3 + EA é apresentada na Figura 40. Essa superfície foi construída utilizando-se as 

variáveis mais significativas na deslignificação (tempo e carga de O3) e mantendo-se a 

umidade fixa no ponto central em 50%. 
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Figura 40: Superfície de resposta para a deslignificação (%) do pré-tratamento O3 + EA. 

A variável umidade foi mantida fixa em 50%. 

 

 

Essa superfície de resposta demonstra que as maiores eficiências de 

deslignificação se encontram dentro do intervalo experimental avaliado, ou seja, em 

tempos de 10 a 120 min e carga de O3 de 7,5 a 27,6 mgO3/min. Utilizando o modelo 

gerado (Equação 41), o pré-tratamento O3 + EA possibilita alcançar uma deslignificação 

máxima de 72,8% (ponto ótimo) aplicando uma carga de O3 de 25 mgO3/min por 130 min, 

com um nível de 95% de confiança. 

Eficiência de deslignificação (%) = 9,1153 + 0,3905U - 0,0025U2 + 0,4066t – 0,0016t2 + 

1,5955CO3
 – 0,0233CO3

2 + 0,00070U×t - 0,0043U×CO3
 + 0,0003t×CO3

    

          (Eq. 41). 

Na qual: U é a umidade do bagaço (%), t é o tempo (min) e CO3
 é a carga de ozônio 

aplicada por grama de bagaço em base seca (mgO3/gB). 

 

Somado às maiores eficiências de deslignificação, a aplicação da EA possibilitou 

que a condição de maior remoção de lignina (ensaio 8) atingisse também a maior 

eficiência de HE (70%). Além disso, o efeito da utilização da etapa de EA também pode 



__________________________________________Capítulo 5: Resultados e discussões 

_____________________________________________________________________ 

Tese de Doutorado – Diego Roberto Sousa Lima 171 

ser observado nas eficiências de HE (Tabela 18). As eficiências de HE variaram de 30% 

a 70% e, portanto, a EA proporcionou eficiências superiores às da ozonólise (26% a 53%).  

A principal justificativa para essas maiores eficiências de HE dos ensaios com a 

EA (O3 + EA), comparadas com os da ozonólise (sem EA), é a remoção dos compostos e 

fragmentos de lignina gerados. No Capítulo 6 serão apresentadas as análises químicas 

comprovando a presença desses compostos inibidores como benzaldeído e ácidos de 

cadeia carbônica pequena (ex. acético e propanoico) e os de cadeia longa como o ácido 

palmítico (16C) e o linoleico e esteárico (ambos 18C). Enquanto os ácidos gerados podem 

reduzir drasticamente o pH do meio, os fragmentos de lignina podem formar ligações 

com os sítios ativos das enzimas celulolíticas, levando a adsorção improdutiva e a 

consequente diminuição da atividade enzimática, além de limitar a acessibilidade à 

celulose (Qin et al., 2016). Segundo Bidlack et al., (1992) os grupos fenólicos, gerados e 

presentes na fibra dos bagaços de cana ozonizados (sem EA), podem servir, 

substancialmente, de obstáculos entre as celulases e os açúcares C6, demandando tempos 

maiores de adaptação.  

Nesse sentido, esse mesmo ensaio 8 quando submetido apenas a ozonólise, 

alcançou uma eficiência de HE de apenas 50% (terceira maior eficiência). Essa 

comparação permite demonstrar que o aumento de 20% nas eficiências das HE alcançada 

no ensaio 8 com a aplicação da EA pode ser associado à remoção, da superfície do bagaço, 

dos compostos oxidados e dos fragmentos de lignina gerados ao longo da ozonólise. Com 

a realização da EA esses compostos foram removidos do sistema previamente às HE 

favorecendo assim o aumento de sua eficiência. 

Os resultados da ANOVA para a eficiência de HE a partir de bagaço pré-tratado 

por O3 + EA são apresentados na Tabela 20. Assim como ocorrido no pré-tratamento por 

ozonólise, o modelo proposto apresentou um valor de coeficiente de determinação 

superior a 95% (R2 = 95,73), porém o parâmetro “falta de ajuste” manteve-se significativo 

(p-valor = 0,00028). 
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Tabela 20: Resultados da análise de variância (ANOVA) para a resposta eficiência de 

HE (%) do pré-tratamento por O3 + EA. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

Umidade (%) (L) 250,1 1 250,1 2500,6 0,00002 

Umidade (%) (Q) 226,8 1 226,8 2268,0 0,00002 

Tempo (min) (L) 1307,8 1 1307,8 13078,4 0,00000 

Tempo (min) (Q) 378,8 1 378,8 3787,8 0,00001 

Carga O3 (mgO3/min) (L) 602,2 1 602,2 6021,6 0,00001 

Carga O3 (mgO3/min) (Q) 267,3 1 267,3 2673,5 0,00002 

Umidade × Tempo 0,2 1 0,2 1,5 0,30641 

Umidade × Carga O3 1,9 1 1,9 19,0 0,02230 

tempo × Carga O3 24,9 1 24,9 248,5 0,00056 

Falta de ajuste 128,3 4 32,1 320,7 0,00028 

Erro puro 0,3 3 0,1   

Total 3011,275 16    

Na qual: L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; 

GL: grau de liberdade, MQ: média quadrática dos erros F: valor do teste F calculado. 

 

O diagrama de Pareto (Figura 41) confirma que as variáveis de maior significância 

estatística na eficiência de HE são “tempo” e a “carga de O3”. Ambas as variáveis 

possuem um efeito positivo, permitindo alcançar as maiores eficiências de HE com o 

emprego dessas variáveis em seus níveis superiores. 

Figura 41: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a eficiência de HE (%) do 

pré-tratamento por O3 + EA. 
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Para a eficiência de HE foi construída uma superfície de resposta (Figura 42) 

utilizando-se das variáveis mais significativas na eficiência de HE (tempo e carga de O3), 

mantendo-se fixa a umidade do bagaço de cana no valor intermediário (50%).  

Figura 42: Superfície de resposta para a eficiência de HE (%) do pré-tratamento por 

O3 + EA. A variável umidade do bagaço foi fixa em 50%. 

 

 

Essa superfície de resposta demonstra que as maiores eficiências de HE se 

encontram dentro do espaço experimental avaliado (10 a 120 min e carga de 7,5 a 

27,6 mgO3/min). A Equação 42 apresenta o modelo gerado para essa variável e, de acordo 

com esse modelo, é possível atingir a máxima eficiência de HE (74,3 %) aplicando uma 

carga de O3 de 21,5 mgO3/gB por 120 min, com 95% de confiança. 

Eficiência de HE (%) = - 14,783 + 0,911U – 0,0069U2 + 0,4616t – 0,0023t2 – 3,2511CO3
 

– 0,0838CO3
2 – 0,0001U×t -0,0026U×CO3

 + 0,0043t×CO3    (Eq. 42) 

Na qual: U é a umidade do bagaço (%), t é o tempo (min) e CO3
 é a carga de ozônio 

aplicada por grama de bagaço em base seca (mgO3/gB). 

 

A avaliação dos resultados de produção teórica de etanol 2G com o pré-tratamento 

por O3 + EA (Tabela 18) mostra que a maior produção foi alcançada nas condições do PC 
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(PCmédia = 123,5 mgetanol/gB). A aplicação da EA acarretou em um aumento de 21% para 

essa condição, comparada com o pré-tratamento por O3 (101,9 mgetanol/gB). Destaca-se 

os resultados do ensaio 4, uma vez que com a EA foi produzido 12% a mais de etanol 

(108,1 mgetanol/gB) do que nesse mesmo ensaio submetido ao pré-tratamento por O3 

somente. Dentre as condições de baixo consumo de O3, destacam-se os ensaios 5 e 6 os 

quais tiveram produções menores de etanol (80,9 e 88,3 mgetanol/gB, respectivamente); 

porém os baixos consumos de O3 (22,5 mgO3/gB) nesses ensaios foram bem inferiores 

ao do PC (97,5mgO3/gB) de maior produção de etanol.  

A literatura apresenta diversos trabalhos de produção de etanol 2G a partir de 

biomassas pré-tratadas. Schultz-Jensen et al. (2011) obteve 52% de rendimento de 

produção de etanol (100 mgetanol/gsubstrato) a partir de palha de trigo ozonizada 

(320 mgO3/gsubstrato por 1h) com etapa de lavagem (1 h). Tais autores utilizando biomassa 

algal (Chaetomorpha linum) ozonizada (~40 mgO3/gsubstrato por 60 min) e obtiveram 

170 mgetanol/gsubstrato. A Tabela 4 (seção 2.6) apresenta outros trabalhos da literatura com 

suas principais características de processo e principais resultados. 

Tabela 21: Resultados da análise de variância (ANOVA) para a resposta produção de 

etanol teórica (mg etanol/gB) do pré-tratamento por O3 + EA. 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

Umidade (%) (L) 396,1 1 396,1 55,5 0,00501 

Umidade (%) (Q) 623,9 1 623,9 87,4 0,00259 

Tempo (min) (L) 1815,6 1 1815,6 254,3 0,00054 

Tempo (min) (Q) 1303,1 1 1303,1 182,5 0,00088 

Carga O3 (mgO3/min) (L) 402,8 1 402,8 56,4 0,00489 

Carga O3 (mgO3/min) (Q) 1544,6 1 1544,6 216,3 0,00068 

Umidade × Tempo 16,2 1 16,2 2,3 0,22858 

Umidade × Carga O3 0,2 1 0,2 0,0 0,88393 

tempo × Carga O3 49,0 1 49,0 6,9 0,07901 

Falta de ajuste 255,9 4 64,0 9,0 0,05117 

Erro puro 21,4 3 7,14   

Total 5718,5 16    

Na qual: L: modelo linear; Q: modelo quadrático; SQ: soma quadrática dos erros; 

GL: grau de liberdade, MQ: média quadrática dos erros F: valor do teste F calculado. 

 

A Tabela 21 apresenta os principais resultados da ANOVA para a produção 

teórica de etanol 2G para o pré-tratamento de O3 e EA. Para essa resposta também foi 
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obtido um elevado coeficiente de determinação (R2 = 95,15%) e o parâmetro “falta de 

ajuste” não foi significativo (p-valor = 0,05117). 

As variáveis “tempo” e “carga de O3” permaneceram sendo as mais 

significativas para o sistema estudado, conforme observado no diagrama de Pareto 

(Figura 43). Além disso, como ocorrido para o pré-tratamento por O3 (sem EA), o 

aumento do tempo e da carga de O3 proporcionam maiores produções teóricas de etanol, 

muito embora nenhuma interação entre as variáveis estudadas tenha sido significativa. 

Figura 43: Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para a resposta produção teórica 

de etanol (mg etanol/gB) do pré-tratamento por O3 + EA. 

 

 

Por fim, a superfície de resposta para a produção teórica de etanol é apresentada 

na Figura 44. Sua construção foi realizada com as variáveis mais significativas (tempo e 

carga de O3), mantendo-se a umidade do bagaço de cana fixa no ponto central em 50%. 
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Figura 44: Superfície de resposta para a produção teórica de etanol (mg etanol/gB) do 

pré-tratamento de O3 + EA. A variável umidade do bagaço foi fixa em 50%. 

 

Como pode ser observado na superfície de resposta da Figura 44, as maiores 

produções de etanol 2G se encontram dentro das condições experimentais avaliadas. De 

acordo com os valores estipulados pelo modelo gerado e apresentado na Equação 43 é 

possível atingir a máxima produção teórica de etanol (127,4 mgetanol/gB) utilizando um 

tempo de 100 min e uma carga de O3 igual a 16 mgO3/gB, com 95% de confiança. 

Produção teórica de etanol 2G (mgetanol/gB) = - 17,2300 + 1,4466U – 0,0115U2 + 0,9589t 

– 0,0043t2 + 7,1949CO3 – 0,2013CO3
2 - 0,0010U*t – 0,0080U*CO3

 - 0,0060t*CO3   

          (Eq. 43) 

Na qual: U é a umidade do bagaço (%), t é o tempo (min) e CO3
 é a carga de ozônio 

aplicada por grama de bagaço em base seca (mgO3/gB). 

 

Vale destacar que as discussões apresentadas anteriormente foram feitas sobre a 

produção teórica de etanol 2G, ou seja, foram fundamentadas apenas na conversão teórica 

dos teores de açúcares C6 disponibilizados ao longo das HE. Nesse sentido, os resultados 

demonstraram que a condição experimental do PC, cujas eficiências de HE foram as 

maiores e as perdas de celulose foram as menores, proporcionou a maior produção de 

etanol 2G (123,5 mgetanol/gB). 
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Para a confirmação da terceira hipótese desta tese “A utilização do pré-tratamento 

do bagaço de cana, com aplicação de ozônio em condições brandas, torna-se ainda mais 

viável economicamente e energeticamente, quando se utiliza a integração da produção de 

etanol 2G com a cogeração de energia elétrica a partir do biogás gerado das suas correntes 

residuais” foram escolhidas 5 condições experimentais do pré-tratamento de O3 e de 

O3 + EA. Portanto, a partir dessas condições foi realizada a etapa de fermentação do 

bagaço de cana pré-tratado (O3 e O3 + EA) para a produção experimental de etanol 2G 

via fermentação SHF (sacarificação e fermentação separados).  

Essas condições foram escolhidas com base nos resultados otimizados obtidos no 

pré-tratamento por O3 + EA, valorizando as melhores produções teórica de etanol 2G com 

os menores consumos de O3. Portanto, foram escolhidas as condições do PC (as maiores 

produções de etanol 2G) e do ensaio 4 (elevada produção de etanol com baixo consumo 

de O3). Além dessas, as condições dos ensaios 1; 5 e 6 foram escolhidas dentre as que 

alcançaram elevadas produções de etanol com os menores consumos de O3 

(< 22,5 mgO3/gB).  

5.3. Influência da ozonólise (sem e com extração alcalina) na produção 

experimental de etanol 2G 

Nessa seção são apresentados os resultados que mostram a influência da 

ozonólise, associada (Tabela 18) ou não (Tabela 14) à extração alcalina, na produção de 

etanol 2G a partir de seus resíduos gerados nas 5 condições experimentais (ensaio 1; 4; 

5; 6 e PC) de ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA). A Tabela 22 apresenta todos os 

resultados para essas 5 condições utilizadas e suas produções experimentais de etanol 2G. 

Destaca-se que os resultados de produção experimental de etanol 2G apresentados nessa 

tabela levam em consideração as perdas de massa dos pré-tratamentos. 

A metodologia de fermentação dos açúcares C6 gerados nas HE para a produção 

experimental de etanol 2G via SHF (sacarificação e fermentação separado) foi descrita 

na seção 3.6 do Capítulo 3 (Material e métodos). A Figura 45 apresenta os dados de 

monitoramento dos ensaios de SHF (duplicata) na produção de etanol 2G. Vale ressaltar 

que os resultados experimentais de etanol apresentados nessa figura foram calculados a 

partir da sua relação estequiométrica com o CO2, que por sua vez foi monitorado por 

gravimetria. Mesmo assim, por meio dessa figura é possível avaliar o comportamento da 

produção de etanol ao longo do tempo. Por fim, cabe destacar que ao final de cada ensaio 
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(após 27h) foram coletadas amostras de cada condição e as mesmas tiveram seus teores 

de etanol quantificados via cromatografia de fase líquida de alta eficiência. 

A maior produção de etanol 2G por massa de bagaço em base seca (52 mgetanol/gB) 

foi obtida no ensaio do PC do pré-tratamento por O3 + EA, seguida do ensaio 4 

(37 mgetanol/gB) desse mesmo pré-tratamento. Esses ensaios (PC e 4) tiveram, 

respectivamente, as maiores eficiências de deslignificação (60 % e 63 %) e as maiores 

eficiências de HE (66 % e 56 %), muito embora tenham apresentado as maiores perdas 

de massas (16 % e 18 %), as quais provocaram reduções nos valores de produção 

experimental de etanol 2G.  

Esses mesmos ensaios (PC e 4) realizados na ausência de EA, não resultaram em 

nenhuma produção experimental de etanol (Tabela 22). Assim como ocorrido nos ensaios 

do pré-tratamento por O3 + EA, os ensaios PC e 4 sem EA tiveram as maiores eficiências 

de deslignificação (51 % e 52 %) e as maiores eficiências de HE (44 % e 47 %), 

respectivamente. Contudo, atrelado às maiores perdas de celulose, a ausência da etapa de 

EA permitiu que todos os compostos oxidados e fragmentos de lignina gerados ao longo 

da ozonólise desses ensaios permanecessem na fibra do bagaço de cana, causando 

inibição parcial das celulases durante os ensaios de HE, bem como a inibição metabólica 

das leveduras S. cerevisiae ao longo da fermentação. 
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Tabela 22: Resultados das cinco condições experimentais (duplicata) dos pré-tratamentos por O3 e de O3 + EA e suas variáveis respostas 

(deslignificação, eficiência de HE e produção experimental de etanol 2G). 

Pré-

tratamento 
Ensaio 

Umidade 

(%) 

Tempo 

(min) 

Consumo 

O3 (mgO3/ 

gB) a 

Perda de 

Massa 

(%) 

Remoção 

Celulose 

(%) 

Remoção 

Hemicelulose 

(%) 

Remoção 

Lignina 

(%) 

Rend. 

HE (%) 

Etanol 

(mg/gB) b 

Rend. Conv. 

Glicose-

Etanol (%) c 

O
zo

n
ó
li

se
 

(O
3
) 

1 25 10 7,5 
2,5  

(± 0,3) 
1,6  

(± 0,1) 
10,8  

(±0,1) 
25,9  

(± 0,5) 
29,0  

(± 0,6) 
24,1  

(± 0,4) 
97,7  

(± 4,7) 

4 75 120 85,1 
5,0  

(± 1,1) 
8,3  

(± 0,1) 
15,0 

(± 0,1) 
52,4 

(± 0,1) 
44,4  

(± 0,1) 
0,0 0,0 

5 25 10 22,5 
3,4  

(± 0,7) 
2,1  

(± 0,1) 
10,1 

(± 0,1) 
32,2  

(± 0,8) 
37,9  

(± 0,4) 
27,7  

(± 0,6) 
86,6  

(± 2,1) 

6 75 10 22,5 
4,5  

(± 1,1) 
3,5  

(± 0,2) 
12,7 

(± 0,1) 
38,8  

(± 0,1) 
39,5  

(± 0,2) 
26,5 

(± 0,8) 
81,9 

(± 2,0) 

PC 50 65 97,5 
4,0  

(± 1,3) 
7,7  

(± 0,1) 
16,0 

(± 0,1) 
50,7 

(± 0,1) 
46,7 

(± 0,5) 
0,0 0,0 

O
zo

n
ó
li

se
 +

 E
x
tr

a
çã

o
 

A
lc

a
li

n
a

 (
O

3
 +

 E
A

) 

1 25 10 7,5 
7,3  

(± 2,1) 
2,24  

(± 0,1) 
22,3 

(± 0,1) 
31,0 

(± 0,1) 
30,8  

(± 0,1) 
24,9  

(± 1,3) 
92,4  

(± 4,9) 

4 75 120 85,1 
16,5  

(± 2,8) 
7,29  

(± 0,1) 
33,5 

(± 0,1) 
62,9 

(± 0,1) 
55,5  

(± 0,4) 
37,3 

(± 2,4) 
92,1 

(± 5,3) 

5 25 10 22,5 
13,8  

(± 2,1) 
3,07  

(± 0,2) 
28,5 

(± 0,1) 
43,2 

(± 0,2) 
41,0 

(± 0,3) 
24,7 

(± 2,6) 
75,8 

(± 5,6) 

6 75 10 22,5 
14,7  

(± 2,8) 
3,84 

(± 0,3) 
34,0 

(± 0,2) 
45,5 

(± 0,3) 
42,8 

(± 0,6) 
26,8 

(± 1,3) 
85,6 

(± 3,0) 

PC 50 65 97,5 
17,7  

(± 3,1) 
7,78  

(± 0,1) 
33,0 

(± 0,1) 
60,5 

(± 0,1) 
66,0  

(± 0,6) 
52,2  

(± 1,9) 
94,7  

(± 4,3) 

a: Consumo real de O3; b: Produção real de etanol por massa de bagaço em base seca, via SHF e calculada através da Equação 22 (ver 

seção 3.6); c: Rendimento de conversão da glicose em etanol calculado através da Equação 24 (ver seção 3.6); PC: Ponto Central 
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Figura 45: Resultados de produção de etanol (duplicata) dos ensaios de fermentação (SHF) realizados para as 5 condições de ambos os pré-

tratamentos por O3 (linhas pretas) e O3 + EA (linhas vermelhas). a) bagaço bruto; b) ensaio 1; c) ensaio 4; d) ensaio 5; e) ensaio 6 e f) ensaio PC. 

 

 

a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

e) 

 

f) 
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Além das maiores produções de etanol 2G alcançadas com a aplicação da etapa 

de EA (Tabela 22), os comportamentos das fermentações demonstram que as taxas de 

produção também foram favorecidas com a adição dessa etapa (Figura 45). Analisando 

essa figura é possível perceber que o bagaço de cana submetido apenas à ozonólise do 

ensaio 6 atingiu a produção máxima de etanol com 25 h (Figura 45 e). Enquanto esse 

mesmo ensaio realizado com a aplicação da etapa de EA alcançou sua produção máxima 

com apenas 15 h (Figura 45 e), o que equivale a uma redução de ~ 40% no tempo de 

fermentação. A Figura 45 f também apresenta a grande diferença das produções de etanol 

2G quando aplicado a etapa de EA. 

Como já mencionado, as principais justificativas das inibições nas etapas de HE, 

nos bagaços de cana ozonizados (sem EA), são associadas às adsorções improdutivas dos 

fragmentos oxidados nas enzimas celulolíticas (Qin et al., 2016). Enquanto as inibições 

provocadas às leveduras podem ser atreladas ao estresse osmótico pelos compostos 

gerados como o glicerol e pelo aumento da lignina solúvel. Nesse sentido, os teores de 

glicerol detectados nas amostras fermentadas dos ensaios 4 (1,94 g/L) e PC (2,02 g/L), as 

quais não tiveram nenhuma produção de etanol, podem ser correlacionados como resposta 

da S. cerevisiae à uma condição externa de estresse osmótico, como relatado por Yazdani 

et al., (2010). A inibição total da produção de etanol nesses dois ensaios (4 e PC) no pré-

tratamento por ozonólise demonstra mais uma vez a importância da implementação da 

etapa de EA.  

As inúmeras reações do ozônio na biomassa lignocelulósica são descritas na 

literatura e autores como Pandey et al., (2015), Travaini et al., (2015) e Nakamura et al., 

(2004) demonstram as possibilidades de geração de diversos tipos de compostos 

inibitórios como já mencionado (ex.: polifenois, ácidos, ésteres, dentre outros). Travaini 

et al., (2013) afirmam que a geração de compostos inibidores durante a ozonólise do 

bagaço de cana aumenta para as condições de maiores eficiências de deslignificação.  

Os resultados da caracterização dos hidrolisados alcalinos (fração líquida da etapa 

de extração alcalina) confirmam a presença desses compostos apresentados na literatura 

como inibidores. Dentre outros foram detectados aldeídos (ex.: benzaldeido), ésteres e 

diversos ácidos (fórmico, acético, oxálico, propanoico, caproico, palmítico, linoleico e 

esteárico). Ainda que a concentração desses compostos não tenha sido determinada, a sua 

presença no hidrolisado alcalino demonstra que os mesmos estavam presentes na fibra 
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dos bagaços de cana ozonizados sem EA, durante a fermentação. Todos os compostos 

detectados nesse estudo, bem como a discussão a seu respeito serão apresentados no 

Capítulo 6.  

Juntamente com esses compostos inibidores foram observados nas amostras de 

bagaço de cana ozonizado (sem EA) os maiores teores de lignina solúvel (ASL). Uma 

vez que os valores dos teores de lignina insolúvel (AIL) foram reduzidos (Figura 46), é 

possível concluir que o processo de ozonólise em coluna é eficiente para a deslignificação 

do bagaço de cana (redução da AIL). Contudo, sem a etapa de EA, o teor da ASL aumenta, 

provocando efeitos inibitórios tanto na HE quanto na SHF. Tal hipótese justifica a total 

inibição observada dos ensaios 4 e PC (sem EA) os quais, dentre as condições escolhidas 

para fermentação, foram as mais severas e com as maiores eficiências de deslignificação 

(ver Tabela 22). 

Figura 46: Teores de lignina dos bagaços de cana pré-tratados (O3 e O3 + EA). 

LT: lignina total; AIL: lignina insolúvel e ASL: lignina solúvel. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dessa forma, na avaliação da produção de etanol 2G a partir de bagaço de cana 

ozonizado devem-se levar em consideração todas as etapas desse processo (pré-

tratamento, HE e fermentação). Portanto, juntamente com os fatores energéticos e 
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econômicos, a presença dos inibidores gerados pelo pré-tratamento, bem como as perdas 

de massa devem ser consideradas nos rendimentos de produção de etanol 2G, 

aproximando os resultados otimizados em escala de laboratório dos cenários mais 

prováveis de uma biorrefinaria lignocelulósica. 

Outros autores demonstraram a importância da etapa de “lavagem” após a 

aplicação do ozônio em substratos lignocelulósicos como alternativa para a remoção de 

possíveis inibidores. Schultz-Jensen et al., (2011) trataram palha de trigo com ozônio por 

3 h e atingiram 60% de deslignificação. As amostras de palha que foram lavadas com 

água (pH = 7) após a ozonólise alcançaram 52% de rendimento de etanol utilizando SSF. 

Porém as mesmas amostras (60% de deslignificação) que não foram submetidas à etapa 

de lavagem não tiveram nenhum sucesso durante a fermentação. Wu et al., (2013) 

observaram efeitos inibitórios de menor magnitude na etapa de fermentação de palha de 

trigo pré-tratada com ozônio (444 mgO3/g palha).  

Os resultados de produção de etanol dos demais ensaios (1; 5 e 6) foram próximos 

para ambos os pré-tratamentos (Tabela 22). Comparando os resultados desses ensaios 

entre os pré-tratamentos (com e sem EA) é possível perceber uma similaridade entre suas 

eficiências de deslignificação e, também, entre suas eficiências de HE. A proximidade 

entre os resultados desses ensaios demonstra que suas condições experimentais mais 

brandas (< 22,5 mgO3/gB) propiciaram baixas eficiências de deslignificação de 26 % a 

39 % (sem EA). Uma vantagem disso foi a menor geração de compostos inibidores, 

quando comparada com as condições mais severas dos ensaios 4 e PC (> 85,1 mgO3/gB). 

Por outro lado, a deslignificação foi muito baixa, inibindo parcialmente a ação das 

enzimas celulolíticas e, consequentemente, a produção de etanol.  

Além disso, as perdas de massa dos ensaios 1, 5 e 6 do pré-tratamento por O3 + EA 

(7; 14 e 15%) foram muito superiores às de O3 sem EA (2; 3 e 4%), respectivamente. Para 

essas condições, mesmo sem a etapa de EA as produções de etanol (24,1; 27,7 e 

26,5 mgetanol/gB) se aproximaram daquelas obtidas com a EA (24,9; 24,7 e 

26,8 mgetanol/gB), respectivamente. Dessa forma, as pequenas diferenças obtidas na 

produção de etanol com O3 + EA foram compensadas com suas maiores perdas de massa, 

aproximando a produção de ambos os pré-tratamento, para essas condições. Essas 

comparações demonstram que as condições brandas não exigem, necessariamente, a etapa 

de EA após a ozonólise. 
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Essa afirmação pode ser comparada com os resultados de Schultz-Jensen et al., 

(2011), no qual demonstraram que amostras de palha de trigo ozonizadas por 1 h não 

apresentaram diferenças nas produções de etanol (rendimento ~ 45% de etanol) entre as 

amostras lavadas e não lavadas, demonstrando que a lavagem foi insignificante. Já para 

tempos superiores a 3 h, as amostras de palhas lavadas tiveram 52% de rendimento de 

etanol, enquanto que as amostras não lavadas para essa condição não tiveram produção 

de etanol. 

Para avaliar e comparar estatisticamente os resultados de cada condição 

experimental dos pré-tratamentos e entre os pré-tratamentos foi realizada uma ANOVA 

para a variável resposta “produção experimental de etanol 2G”. Os resultados da análise 

de variância são apresentados na Tabela 23, cujo modelo gerado teve um ajuste (R2) igual 

a 91,52%. 

Tabela 23: Resultados da análise de variância (ANOVA) para o pré-tratamento de 

ozonólise (O3), para a etapa de extração alcalina (EA) e para a interação entre O3 e EA 

utilizando a variável resposta “produção experimental de etanol 2G” (mg etanol/gB). 

Fator SQ GL MQ F p-valor 

Pré-tratamento (O3) 203,8 4 50,96 1,24 0,355 

Extração Alcalina (EA) 1970,4 1 1970,44 47,92 0,000 

O3 × EA 2262,6 4 565,66 13,76 0,000 

Erro puro 411,2 10 41,12   

Total 4848,1 19    

Na qual: SQ: soma quadrática dos erros; GL: grau de liberdade, MQ: média quadrática 

dos erros F: valor do teste F calculado. 

 

Esses resultados da ANOVA demonstram que as condições experimentais 

testadas do pré-tratamento por O3 (sem EA) não acarretaram diferenças significativas nas 

produções experimentais de etanol 2G (p-valor = 0,355), com um nível de 95% de 

confiança. Dessa forma, não havendo diferenças significativas entre as produções de 

etanol para o pré-tratamento por O3 (sem EA), a condição do ensaio 1 (25% umidade, 

10 min e 7,5 mgO3/gB) cuja produção de etanol foi de 24,1 mgetanol/gB torna-se a mais 

atrativa, uma vez que seu consumo de O3 foi três vezes menor do que do ensaio 5, cuja 

produção foi de 27,7 mg etanol/gB. 
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Já os resultados da ANOVA (Tabela 23) para a etapa de EA (p-valor 0,0001) 

comprovam que a adição dessa etapa proporcionou diferenças significativas nas 

produções de etanol 2G entre os pré-tratamentos, com o mesmo rigor estatístico. Os 

resultados do teste de Tukey confirmam a existência de diferenças significativas nas 

médias de produção experimental de etanol entre os pré-tratamentos de ozônio sem e com 

EA. Esses resultados confirmam que a implementação da etapa de EA proporcionou 

melhorias significativas na produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana ozonizado. 

Por último, os resultados da ANOVA evidenciam que as interações das condições 

de ozonólise com a etapa de extração alcalina (O3 + EA) acarretaram em diferenças 

significativas na produção de etanol 2G (p-valor = 0,0001). Por meio do teste de Tukey 

foi possível confirmar que a condição experimental do PC do pré-tratamento por O3 + EA 

levou à maior produção de etanol 2G (52,15 mg etanol/gB) e esse valor foi diferente, 

significativamente, dos demais valores de produção. A comparação dos resultados do 

teste de Tukey entre as demais médias de produção de etanol demonstra não haverem 

diferenças significativas.  

Dessa forma, conclui-se que as condições experimentais do ensaio PC 

(50% umidade; 15 mgO3/min e 65 min) do pré-tratamento de O3 + EA foi a condição 

experimental otimizada em função da produção teórica de etanol (superfície de resposta), 

bem como a condição de maior produção experimental de etanol 2G via SHF, com um 

rendimento de conversão de glicose em etanol de 94,7%. Esses resultados demonstram a 

influência da aplicação da etapa de EA em função das condições de ozonólise, quando o 

objetivo é a produção de etanol 2G. Dessa maneira, essa discussão responde um dos 

objetivos específicos do trabalho “Avaliar a influência das condições de pré-tratamento 

(ozonólise e extração alcalina) do bagaço de cana na produção de etanol 2G”. 

Por fim, destaca-se que as análises econômicas envolvendo a produção de etanol 

2G serão apresentadas após avaliar o potencial energético dos principais resíduos do 

processo de produção de etanol 2G (Capítulo 6). Nesse sentido o Capítulo 7 apresenta a 

integração energética do vetor etanol 2G com o vetor biogás. 
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CAPÍTULO 6 

6. Aproveitamento energético das correntes residuais do processo de produção 

de etanol 2G a partir do bagaço de cana pré-tratado por ozônio na produção de 

biocombustíveis de terceira geração.  

Nesse capítulo são apresentados os principais resultados obtidos pelo 

aproveitamento dos resíduos gerados na produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana 

pré-tratado com ozônio (com e sem EA). Nesse sentido, dentro do contexto de 

biorrefinaria lignocelulósica, os produtos gerados a partir dessas “matérias-primas” 

(resíduos da produção de etanol 2G) são classificados como biocombustíveis de terceira 

geração. Portanto, o biocombustível de terceira geração gerados a partir dos resíduos 

(líquidos e sólidos) da produção de etanol 2G via digestão anaeróbia em um (DA-1E) e 

em dois (DA-2E) estágios foi o biogás.  

Utilizando-se o pré-tratamento de ozônio com extração alcalina (O3 + EA), as 

principais etapas que geraram resíduos na produção de etanol 2G foram o pré-tratamento 

e a hidrólise enzimática (HE). Durante esse pré-tratamento (O3 + EA) obteve-se como 

resíduo a fração líquida (FL) da etapa de EA, denominada por hidrolisado alcalino. Já o 

bagaço de cana residual (fração sólida = FS) da etapa de HE de ambos os pré-tratamentos 

(O3 e O3 + EA) tornaram-se os resíduos sólidos dessa etapa. A Figura 47 ilustra as etapas 

da produção de etanol 2G com ambos os pré-tratamentos, as quais geraram as frações 

residuais (líquidas e sólidas) utilizadas para a produção de biogás. 
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Figura 47: Fluxograma da produção de etanol 2G, suas principais etapas e os principais 

resíduos (bagaço residual - FS e hidrolisado alcalino - FL) utilizados para a produção de 

biogás via digestão anaeróbia. A) Pré-tratamento com O3; b) Pré-tratamento com 

O3 + EA. 

A) 

 
 

B) 

 
 

 

Nesse sentido, ambas as “matérias-primas” hidrolisado alcalino (fração líquida – 

FL) das 5 condições do pré-tratamento O3 + EA, bem como os bagaços residuais da etapa 

de HE (fração sólida - FS) das 5 condições de ambos os pré-tratamento (O3 e O3 + EA) 

foram utilizadas para a produção de metano (CH4) e hidrogênio (H2) via digestão 

anaeróbia nos ensaios de BMP (biological methane production) e BHP (biological 

hydrogen production), respectivamente. Todas as condições experimentais dos pré-

tratamentos as quais geraram a fração residual líquida (hidrolisado alcalino) e a fração 

sólida (bagaço residual) foram descritas no Capítulo 5 (ver Tabela 22 da seção 5.2).  

As metodologias dos ensaios de BMP e BHP foram descritas no Capítulo 3 

(seção 3.7 - Produção de biogás e em suas subseções). Ressalta-se que para todos esses 

ensaios (BMP e BHP) foi utilizado o inóculo UASB-FBM, uma vez que esse 
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proporcionou a maior biometanização do bagaço de cana, conforme resultados discutidos 

no Capítulo 4.  

Portanto, na seção 6.1 são apresentados os resultados da produção de biogás (CH4 

e H2) a partir dos hidrolisados alcalinos (FL) obtidos do pré-tratamento (O3 + EA) em um 

(DA-1E) e em dois (DA-2E) estágios. Já na seção 6.2 serão apresentados os resultados da 

produção de biogás (CH4 e H2) também em DA-1E e DA-2E, obtidos a partir do bagaço 

de cana residual (FS) da etapa de HE de ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA). Nessa 

seção são apresentados, portanto, a produção total de biogás gerada a partir da fração 

líquida e sólida do pré-tratamento de O3 + EA. Todos os resultados de produção de biogás 

foram normalizados para a condição padrão (273,15 K e 101,315 Pa). 

A discussão dos resultados de produção de biogás para ambas as configurações 

(DA-1E e DA-2E) dá suporte ao objetivo específico “Avaliar o potencial de produção de 

biogás (CH4 e H2) via digestão anaeróbia em duplo estágio dos resíduos gerados na 

produção de etanol 2G)”. Além disso, os dados experimentais apresentados permitem 

verificar a segunda hipótese do trabalho “Em função da recalcitrância das correntes 

residuais líquidas e sólidas geradas durante a produção de etanol 2G a partir do bagaço 

de cana ozonizado, a utilização da digestão anaeróbia em duplo estágio é uma alternativa 

tecnológica para o aproveitamento energético desses resíduos”.  

Vale destacar que a integração do aproveitamento energético desse 

biocombustível de terceira geração, produzido via DA-2E, na matriz energética da 

produção de etanol 2G torna-se uma contribuição para a literatura amparada nos 

benefícios energéticos e econômicos da utilização de combustíveis renováveis. 

6.1. Produção de metano via digestão anaeróbia (um e dois estágios) a partir da 

fração líquida gerada no pré-tratamento (O3 + EA) do bagaço de cana 

Os resultados da produção de biogás (CH4 e H2) em um (DA-1E) e dois (DA-2E) 

estágios a partir dos hidrolisados alcalinos (FL) são apresentados na Tabela 24. Além 

desses, são apresentados os valores de perda de massa do material submetido à O3 + EA. 

Vale destacar que essas perdas de massa são decorrentes da remoção e solubilização das 

polioses e da lignina do bagaço. Nesse sentido, todas as massas perdidas durante o 

pré-tratamento (ex. celulose, hemiceluloses, lignina e seus respectivos fragmentos 

oxidados) compuseram o hidrolisado alcalino (gDQO/L), que foi convertido a metano 

conforme os resultados apresentados na Tabela 24. 
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As condições mais severas de aplicação de ozônio por massa de bagaço em base 

seca (ensaio PC = 97,5 mgO3/gB e ensaio 4 = 90 mgO3/gB) propiciaram as maiores 

produções de etanol 2G (ensaio PC = 52 getanol/gB e ensaio 4 = 37 getanol/gB) e também 

tiveram as maiores perdas de massa (ensaio PC = 18% e ensaio 4 = 16%), as quais 

acarretaram nas maiores produções de metano a partir da FL. As FL desses ensaios PC e 

4, cujos valores de DQO foram de 7,0 gDQO/L e 3,5 gDQO/L, produziram 252 NmLCH4
/gDQO 

e 247 NmLCH4
/gDQO, respectivamente, indicando que tais ensaios tiveram, 

aproximadamente, 70% de biodegradabilidade10.  

Os ensaios PC e 4 também tiveram as maiores produções de metano por massa 

de bagaço bruto (Tabela 24), ou seja, para cada quilo de bagaço (base seca) submetido às 

condições de pré-tratamento dos ensaios PC e 4 foram produzidos, respectivamente, 

35 NLCH4 /kgB e 17 NLCH4 /kgB, os quais correspondem a geração de energia teórica11 

de 1,2 MJ/kgB e 0,6 MJ/kgB. Essas produções são decorrentes da biometanização dos 

carboidratos e fragmentos de lignina oxidados extraídos durante a EA e, portanto, 

presentes na FL residual dessa etapa.  

Esses maiores valores são fundamentados nas condições experimentais dos 

ensaios PC e 4, as quais proporcionaram as maiores remoções de açúcares C6 

(ambas ~ 7,5%), C5 (ambas ~ 33%) e de lignina (ambas ~ 60%) (ver Tabela 22 da seção 

5.2). Vale destacar que, ainda que tais produções de metano sejam baixas, elas foram 

geradas a partir de uma corrente residual da produção de etanol 2G, favorecendo 

energeticamente o pré-tratamento (O3 + EA) e beneficiando a aplicação da etapa de EA 

após o ozônio.  

Para os demais ensaios desse pré-tratamento (O3 + EA) suas produções de 

metano foram 6 NLCH4 /kgB (ensaio 1) e 11 NLCH4 /kgB (ensaios 5 e 6), correspondendo 

a 40% e 60% de biodegradabilidade, respectivamente. Esses valores moderados de 

biodegradabilidade ampararam os estudos da DA-2E, visando verificar se essa 

                                                           
10 Biodegradabilidade: Determinada pela razão entre a produção experimental de metano 

e sua produção teórica (350 mL CH4/gDQO a T = 273,15 K e p = 101,315 Pa) (Angelidaki 

e Sanders, 2004); 
11 Produção de energia a partir do bagaço bruto inicial em base seca 

(1 Nm3CH4 = 34,5 MJ) (Boussarsar et al., 2009). 
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configuração favorece a biometanização da FL, acarretando maiores ganhos energéticos 

com o aproveitamento dessas matéria-prima. 

Essas menores produções dos ensaios 1; 5 e 6 são justificadas pelas suas 

condições brandas de pré-tratamento, as quais acarretaram em menores perdas de massa. 

O ensaio 1 (7,5 mgO3/gB) teve a menor perda de massa (7 %), enquanto os ensaios 5 e 6 

(ambos 22,5 mgO3/gB) tiveram 14 % e 15 % de perda de massa, respectivamente. Nesse 

sentido, as produções reduzidas de metano estão atreladas as menores concentrações de 

polioses e lignina presentes nas FL dessas condições. 

Contudo, mesmo com as menores produções de metano a partir da FL, as 

condições experimentais brandas dos ensaios 1; 5 e 6 ainda podem ser consideradas 

vantajosas energeticamente, uma vez que seus gastos energéticos são até 10 vezes 

menores que os dos ensaios PC e 4 (maiores produções de etanol 2G e metano). Todas as 

discussões englobando os aspectos energéticos e econômicos serão apresentadas no 

Capítulo 7, onde será integrada a produção de etanol 2G com a produção energética via 

sistema de cogeração do biogás, demonstrando as principais vantagens da configuração 

DA-2E. 

A utilização da DA-2E permitiu a maximização do processo de degradação 

anaeróbia, uma vez que separou fases limitantes, e de certa forma antagônicas (hidrólise 

e metanogênica), favorecendo a utilização das melhores condições operacionais para cada 

um dos grupos microbianos específicos (Liu et al., 2013; Hallenbeck, 2009; Ke et al., 

2005). Os principais resultados dessa configuração (DA-2E) foram a produção de H2 na 

fase acidogênica e os benefícios acarretados na biometanização das FL. As produções de 

H2 na configuração de 2E foram baixas, contudo durante todos os testes de BHP não 

houve produção de metano, demonstrando que o procedimento adotado para a adaptação 

(100 oC por 2 h) do inóculo UASB-FBM foi eficiente na eliminação das arqueas 

metanogênicas.  
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Tabela 24: Resultados de produção de biogás (CH4 e H2) em um estágio (DA-1E) e em dois estágios (DA-2E) a partir das frações líquidas residuais 

(hidrolisado alcalino) geradas pelo pré-tratamento de ozônio seguido de extração alcalina (O3 + EA). 

  Um estágio (DA-1E)  Dois estágios (DA-2E) 

Ensaio 
Etanol 

(g etanol 

/kgB) a 

Perda de 

Massa 

(g) b 

 

CH4 

(NmLCH4

/gDQO) c 

CH4 

(NLCH4 

/kgB) d 

Prod. 

Energética 

(MJ/kgB) e 

 

H2 

(NmLH2 

/gDQO) c 

H2 

(NLH2 

/kgB) d 

CH4 após H2 

(NmLCH4 

/gDQO) f 

CH4 após H2 

(NLCH4 

/kgB) g 

Prod. 

Energética 

(MJ/kgB) h 

Aumento 

prod. CH4 

(DA-2E) 

(%) i 

1 24,9 7,3  141,7 5,7 0,198  0,95 0,04 221,3 12,7 0,439 121,8 

4 37,3 16,5  246,6 17,4 0,601  29,30 2,07 312,3 20,9 0,722 23,9 

5 24,7 13,8  203,3 10,7 0,369  7,32 0,39 271,9 14,3 0,493 34,9 

6 26,8 14,7  214,9 10,5 0,362  7,60 0,37 238,6 14,3 0,492 37,2 

PC 52,2 17,7  252,1 35,3 1,217  16,82 2,35 321,5 39,3 1,354 13,4 

a: produção experimental de etanol por massa de bagaço de cana em base seca; b: perda de massa do pré-tratamento (O3 + EA); c: produção de 

biogás (H2 ou CH4) em função da massa de DQO no hidrolisado alcalino (FL); d: produção de biogás (H2 ou CH4) em função da massa de bagaço 

bruto inicial (base seca); e: produção de energia a partir do bagaço bruto inicial em base seca (1 Nm3CH4 = 34,5 MJ) (Boussarsar et al., 2009); 

f: produção de CH4 após estabilização da produção de H2 em função da massa de DQO no hidrolisado alcalino (FL); g: produção de CH4 após 

estabilização da produção de H2 em função da massa de bagaço bruto inicial (base seca); h: produção de energia do biohythane (H2 e CH4) gerada 

via DA-2E a partir do aproveitamento do hidrolisado alcalino (1 Nm3H2 = 10,8 MJ) (Boussarsar et al., 2009); i: aumento (%) da produção de 

metano por massa de bagaço bruto em base seca (Nm3CH4 /kgB) com a aplicação da DA-2E comparada com a DA-1E. 
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Na Tabela 24 é possível observar que as maiores produções de H2 em função da 

DQO do hidrolisado alcalino foram alcançadas nos ensaios 4 (29 NmLH2/gDQO) e PC 

(17 NmLH2/gDQO), cujas condições de aplicação de ozônio foram as mais severas. Para 

essas condições (ensaios 4 e PC), as produções de H2 em função da massa de bagaço 

inicial foram também as maiores (~ 2 NLH2/kgB). Essas condições mais severas 

proporcionaram as maiores perdas de massas (açúcares C5 e C6), juntamente com os 

demais compostos recalcitrantes (lignina e seus fragmentos oxidados), as quais foram 

provavelmente aproveitadas pelas bactérias acidogênicas (maior resistência) na produção 

de H2. Essas maiores produções de H2 a partir das FL obtidas a partir das condições mais 

severas de ozonização comprovam a maior resistência do consórcio microbiológico 

presente na fase acidogênica.  

Como apresentado na revisão da literatura, em função das diferenças 

fisiológicas, nutricionais e cinéticas existentes entre os consórcios microbianos presentes 

nas fases acidogênicas e metanogênicas, sua separação espacial favorece, 

energeticamente, o processo global. Os micro-organismos acidogênicos (primeira fase) 

presentes nos ensaios de BHP possuem maior resistência a variações de pH e, por 

possuírem maiores taxas de crescimento (duplicação celular em 30 min), são mais 

resilientes a compostos inibitórios.  

Essas características permitem a aplicação de maiores cargas orgânicas nessa 

fase sem danos ao consórcio microbiano, justificando a utilização de sistemas em dois 

estágios (Thompson, 2008; Azbar et al., 2001; Mosey 1983). Uma vez que os micro-

organismos acidogênicos convertem os principais compostos presentes na FL em ácidos 

graxos simples, o efluente dessa fase contém menor teor de compostos recalcitrantes, 

beneficiando a etapa metanogênica, cujas arqueas possuem menores taxas de crescimento 

(~ duplicação celular em 2 a 3 dias) (Mosey 1983) e menor resistência a compostos 

tóxicos e inibidores. Nesse sentido, mesmo com baixos valores de produção de H2, a 

principal vantagem da utilização da DA-2E é a melhoria na biometanização da FL, 

traduzida nas maiores taxas de produção de metano. Além disso, a adição do H2 na queima 

do biogás rico em CH4 favorece a inflamabilidade do biogás (Ceper et al., 2012). 

A Figura 48 apresenta os resultados da produção de H2 em função da DQO da 

FL (DQO aplicada) ao longo de 30 dias de monitoramento. Como é possível perceber 

nessa figura, a produção máxima de hidrogênio foi atingida em apenas 10 dias, mesmo 
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nos ensaios em que observaram as maiores produções de H2 (ensaio 4 e PC). Além disso, 

as maiores taxas de acidificação foram alcançadas nas condições mais severas de 

ozonização. Tal fato demonstra que, mesmo na presença de lignina e de seus fragmentos 

oxidados (alguns dos quais provavelmente se comportam como inibidores), os 

micro-organismos acidogênicos possuem capacidade de assimilar tanto os açúcares C5 e 

C6 presentes, quanto os fragmentos gerados na aplicação do ozônio. No Apêndice é 

apresentada uma tabela com todos os compostos encontrados nesses hidrolisado. 

Figura 48: Dados de monitoramento da produção de H2 em função da DQO presente na 

fração líquida (FL) das 5 condições experimentais do pré-tratamento O3 + EA para os 

ensaios acidogênicos em dois estágios (DA-2E). 

 

 

Conforme previamente mencionado na metodologia dos ensaios de DA-2E em 

fase líquida (ver seção 3.7.2.1), após a estabilização da produção de H2, o efluente da fase 

acidogênica foi centrifugado e aplicado nos ensaios metanogênicos. Todas as produções 

de metano obtidas com a configuração de DA-2E também foram apresentadas na 

Tabela 24. Nessa tabela é possível perceber que a implementação da DA-2E proporcionou 

as maiores produções de metano, quando comparadas com as produções obtidas na DA-

1E, para todas as 5 condições de pré-tratamento avaliadas. As produções de metano a 

partir da DQO presente na FL, utilizando o sistema de DA-2E, atingiram um aumento de 

até 121 %.  
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Esse maior aumento de produção de metano via DA-2E foi alcançado no 

ensaio 1, cuja condição de pré-tratamento foi a mais branda, ou seja, proporcionou a 

menor perda de massa (menores remoções de polioses e lignina). Dessa forma, a baixa 

concentração dos açúcares C5 (10 % de remoção) e C6 (2 % de remoção) na FL desse 

ensaio, fez com que a utilização da configuração de DA-2E promovesse a conversão 

desses açúcares, juntamente dos fragmentos de lignina e compostos oxidados a ácidos 

mais simples (etapa acidogênica) pelos micro-organismos acidogênicos de maior 

resistência. Por fim, esses ácidos foram aproveitados e biometanizados pelas 

metanogênicas (segunda fase), justificando seu maior aumento na produção de metano.  

Mesmo com esse maior aumento na biometanização (121 %), o ensaio 1 não foi 

a condição que favoreceu a maior produção de metano. A justificativa de tal fato é 

amparada nas maiores perdas de massa dos demais ensaios. Essas maiores perdas durante 

o pré-tratamento acarretaram em elevadas produções de metano utilizando apenas um 

estágio. Dessa forma, mesmo com menores porcentagens de melhorias com a 

implementação da DA-2E, as produções de metano dos ensaios PC e 4 permaneceram 

superiores à do ensaio 1. As maiores produções de metano com a DA-2E, em função da 

massa de bagaço de cana bruto (base seca), também foram alcançadas nos ensaios PC 

(39 NLCH4 /kgB) e 4 (21 NLCH4 /kgB). Esses valores correspondem energeticamente a 

uma produção de 1,4 e 0,7 MJ/kgB, respectivamente.  

O benefício observado na biometanização de resíduos da produção de etanol 2G, 

adquirido pela implementação da DA-2E, pode ser comparado com resultados da 

literatura. Fuess (2017) estudou o aproveitamento da vinhaça de cana-de-açúcar via 

UASB com a configuração de DA-2E (condições termofílica ~55oC). Utilizando 

aplicações de 25 gDQO/L.dia tal autor obteve, em seu melhor cenário, uma produção média 

de metano de 283 ± 24 mLCH4/gDQO, Vale destacar que esses resultados alcançados por 

Fuess (2017) não foram normalizados. 

Os ensaios PC e 4 tiveram os menores aumentos (13% e 24 %) de produção de 

metano com a configuração de DA-2E, respectivamente. Tal fato pode ser explicado nas 

suas elevadas produções de metano alcançadas com DA-1E. Como tais ensaios tiveram 

as maiores perdas de massa (polioses e lignina), suas produções de metano com DA-1E 

já foram as maiores. Mesmo assim, a implementação da DA-2E favoreceu a 
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biometanização da FL com maiores produções acumuladas e com maiores taxas de 

produção de metano, atreladas com reduções da fase lag.  

A Tabela 25 apresenta os parâmetros cinéticos obtidos por meio do modelo de 

Gompertz modificado das produções de metano, via DA-1E e DA-2E, obtidos a partir 

dos hidrolisados alcalinos das 5 condições de pré-tratamento (O3 + EA). São apresentados 

apenas os resultados desse modelo, uma vez que o mesmo apresentou os melhores ajustes. 

Assim como realizado para os dados cinéticos de biometanização do bagaço bruto 

(Capítulo 4), a escolha do melhor modelo de cinética foi realizada usando o AIK (Akaike 

Informatic Criterion).  

Analisando o tempo de adaptação (fase lag) estimado pelo modelo de Gompertz 

(Tabela 25), é possível confirmar que a implantação da DA-2E diminuiu a fase lag em 

todas as condições de pré-tratamento avaliadas, com reduções de até 81% (ensaio 1). 

Destaca-se que a redução da fase lag é ressaltada na literatura como uma das principais 

vantagens quando se almeja otimizar um processo de biometanização via digestão 

anaeróbia (van Haandel e Lettinga 1994).  

Essa maior redução foi observada a partir do hidrolisado obtido na condição de 

pré-tratamento do ensaio 1 (condição mais branda dentre as avaliadas). Como é sabido 

que o ozônio tem maior afinidade para com a lignina (Bule et al., 2013), essa condição 

branda de ozônio acarretou em baixa remoção de polioses, sendo seu hidrolisado alcalino 

residual constituído basicamente de fragmentos de lignina (de reconhecida dificuldade de 

degradação biológica). Dessa forma, a redução da fase lag para essa condição parece 

confirmar a capacidade dos micro-organismos acidogênicos em tolerar mais compostos 

de caráter inibitório quando comparado aos metanogênicos.  
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Tabela 25: Parâmetros cinéticos (modelo de Gompertz) da biometanização dos 

hidrolisados alcalinos - fração líquida (FL) - obtidos a partir do pré-tratamento O3 + EA. 

Configuração 
Parâmetros 

Cinéticos 
Ensaio 1 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio PC 

1 Estágio 

(DA-1E) 

P0 

(NLCH4/kgSV) 
144,1 254,8 212,0 228,3 261,5 

µm 

(NLCH4/kgSV

dia) 

8,0 15,0 11,7 11,2 13,7 

λ (dia) 15,0 16,5 15,8 14,6 14,6 

R2 0,999 0,994 0,997 0,993 0,997 

RMSE 1,92 7,51 4,15 6,79 5,35 

NRMSE 1,36 3,05 2,04 3,16 2,12 

2 Estágios 

(DA-2E) 

P0 

(NLCH4/kgSV) 
176,5 257,6 270,6 237,1 322,7 

µm 

(NLCH4/kgSV

dia) 

8,4 18,0 16,0 14,0 23,4 

λ (dia) 2,8 7,2 5,8 6,4 8,3 

R2 0,997 0,998 0,999 0,998 0,997 

RMSE 3,34 4,54 2,38 3,57 6,51 

NRMSE 1,91 1,73 0,87 1,50 2,04 

 

Os compostos detectados, via CG/MS, no hidrolisado alcalino são apresentados 

no Apêndice (Tabela 1), porém não foram quantificados. Mesmo assim, a hipótese 

apresentada aqui se sustenta na menor variedade de compostos detectados nas condições 

mais brandas (ensaios 1;5 e 6), do que nas condições mais severas (ensaios 4 e PC). Além 

da maior diversidade, os ácidos gerados nos ensaios mais severos possuem as cadeias 

mais longa dentre os detectados, os quais são relatados na literatura como compostos de 

maior resistência à degradação biológica (Alves et al., 2012). 

Outro benefício, além da redução da fase lag, obtido pela utilização da 

configuração de DA-2E foi o aumento de até 70% nas taxas de produção de metano 

(NLCH4
/kgSVdia). Esse maior aumento foi encontrado na condição mais severa do ensaio 

PC, demonstrando que a hidrólise e acidificação (primeira fase da configuração DA-2E) 

dos compostos presentes no hidrolisado alcalino (polioses e fragmentos de lignina) 

permitiram um melhor rendimento da metanização durante a segunda fase. Para essa 
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condição (ensaio PC), a taxa de produção de metano passou de 14 para 23 NLCH4
/kgSVdia 

(Tabela 25). Esses parâmetros cinéticos confirmam os benefícios que a implementação da 

DA-2E pode atribuir quando deseja-se aproveitar esses resíduos de elevada resistência.  

A Figura 49 apresenta os resultados do monitoramento de produção de metano em 

DA-1E e DA-2E para as 5 condições do pré-tratamento O3 + EA. Nessa figura também é 

possível confirmar os principais benefícios na biometanização do bagaço com a 

implementação da DA-2E, como as maiores produções de metano e os menores tempos 

de adaptação (fase lag), quando comparado com os resultados de DA-1E (para todos os 

ensaios em DA-2E).  
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Figura 49: Resultados da produção de CH4 (NmLCH4/gDQO) em DA-1E e DA-2E a 

partir da fração líquida (FL) residual do pré-tratamento de O3 + EA. 

 

A) 
 

B) 

 

C) 

 

D) 

 
E) 
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Os benefícios da digestão anaeróbia de duplo estágio são mais ressaltados ao 

avaliar as produções de metano do ensaio 1 (Figura 49a) que, com o aumento (122%) na 

produção de metano (maior aumento), teve a fase lag reduzida de 15 para 3 dias. Esses 

benefícios demonstram que o efeito da DA-2E na produção de metano foi mais 

pronunciado na condição mais branda de pré-tratamento, confirmando que os compostos 

oxidados nessa condição foram mais facilmente convertidos à AGV durante a fase 

acidogênica, com consequências positivas na biometanização durante a segunda etapa.  

6.2. Produção de metano via digestão anaeróbia em fase sólida (um e dois 

estágios) a partir dos bagaços residuais da etapa de hidrólise enzimática da 

produção de etanol 2G 

Os resultados da produção de biogás via digestão anaeróbia em fase sólida 

(SS-AD) a partir dos bagaços de cana residuais (fração sólida = FS) da etapa de hidrólise 

enzimática de ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA) em um (DA-1E) e em dois 

(DA-2E) estágios são apresentados na Tabela 26. Analisando os resultados de produção 

de biogás gerados com a configuração de DA-1E, a partir dos bagaços submetidos apenas 

à aplicação do ozônio (sem EA), é possível perceber que as melhores condições de 

biometanização foram alcançadas nos ensaios 1; 5 e 6, cujas condições de pré-tratamento 

foram as mais brandas.  

O bagaço residual da condição experimental do ensaio 1 (7,5 mgO3/gB) alcançou 

a maior produção de metano por grama de sólidos voláteis (27,2 NmLCH
4
/gSV), seguido 

do ensaio 5 (18,1 NmLCH
4
/gSV) e do ensaio 6 (23,5 NmLCH

4
/gSV), os quais utilizaram 

22,5 mgO3/gB. As produções de metano desses ensaios em função da massa inicial de 

bagaço bruto foram, respectivamente, de 4 NL/kgB (ensaio 1) e 3 NL/kgB (ensaio 5 e 6). 

Essas produções equivalem, energeticamente, à 0,14 MJ/kgB; 0,09 MJ/kgB e 

0,12 MJ/kgB, respectivamente. 
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Tabela 26: Resultados de produção de biogás (H2 e CH4) em um estágio (DA-1E) e em dois estágios (DA-2E) a partir dos bagaços de cana residuais 

da etapa de hidrólise enzimática do bagaço de cana pré-tratado por ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA). 

  Um estágio (DA-1E)  Dois estágios (DA-2E) 

Pré-trat. Ensaio 
Etanol 

(g etanol 

/kgB) a 

 
CH4 

(NmLCH4

/gSV) b 

CH4 

(NLCH4 

/kgB) c 

Prod. 

Energética 

(MJ/kgB) d 

 

H2 

(NmLH2 

/gSV) b 

H2 

(NLH2 

/kgB) c 

CH4 após H2 

(NmLCH4 

/gSV) b 

CH4 

(NLCH4 

/kgB) c 

Prod. 

Energética 

(MJ/kgB) d 

Aumento da 

prod. CH4 

(DA-2E) 

(%) e 

O
zo

n
ó
li

se
 

(O
3
) 

1 24,1  27,2 3,9 0,136  0,012 0,002 70,2 10,1 0,349 157 

4 0,0  0,4 0,1 0,002  0,008 0,001 58,8 8,9 0,307 15734 

5 27,7  18,1 2,8 0,095  0,013 0,002 70,5 10,8 0,372 290 

6 26,5  23,5 3,3 0,115  2,170 0,308 43,5 6,2 0,213 85 

PC 0,0  1,1 0,1 0,008  0,066 0,013 25,8 5,3 0,181 2254 

O
zo

n
ó
li

se
 +

 

E
x
tr

a
çã

o
 A

lc
a
li

n
a

 

(O
3
 +

 E
A

) 

1 24,9  12,1 1,7 0,057  2,635 0,4 45,3 6,2 0,215 275 

4 37,3  26,0 4,4 0,150  2,452 0,4 62,7 7,8 0,268 78 

5 24,7  20,6 2,6 0,091  3,957 0,5 73,8 9,4 0,325 258 

6 26,8  11,7 1,6 0,055  3,605 0,5 77,4 10,5 0,362 561 

PC 52,2  28,0 3,9 0,134  4,054 0,6 38,1 5,3 0,183 36 

a: produção experimental de etanol por massa de bagaço de cana em base seca; b: produção de biogás (CH4 ou H2) em função da massa de sólidos 

voláteis (SV) do bagaço pré-tratado; c: produção de biogás (CH4 ou H2) em função da massa de bagaço bruto em base seca; d: produção de energia 

a partir do bagaço bruto em base seca (1 Nm3CH4 = 34,5 MJ; 1 Nm3H2 = 10,8 MJ) (Boussarsar et al., 2009); e: aumento (%) da produção de 

metano por massa de bagaço bruto em base seca (Nm3CH4 /kgB) com a aplicação da digestão anaeróbia em dois estágios (DA-2E). 
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As condições mais severas de ozonização dos ensaios 4 (85,1 mgO3/gB) e PC 

(97,5 mgO3/gB) na ausência da etapa de EA, além de não favorecerem nenhuma produção 

de etanol 2G, também geraram bagaços residuais (após as HE) que levaram às menores 

produções de metano (≤ 1 NmLCH
4
/gSV) na configuração DA-1E. Esses reduzidos 

valores de produção de metano podem ser justificados pelas condições severas de ozônio 

(sem EA) que, além de proporcionar as maiores eficiências de deslignificações (~ 50%) 

com consequente geração de fragmentos de lignina e compostos oxidados, acarretaram 

em elevadas perdas de polioses.  

Esse cenário (condições severas de ozonização sem EA) acarretou em inibição 

tanto das atividades das leveduras na produção de etanol 2G, quanto das arqueas 

metanogênicas durante a DA-1E do bagaço residual. Mais uma vez, os pequenos valores 

de produção de metano justificam a necessidade da aplicação da etapa de EA após a 

ozonização, bem como amparam os estudos da digestão anaeróbia em fase sólida com 

dois estágios (DA-2E). 

Os valores de produção de biogás obtidos neste trabalho podem ser comparados 

com outros trabalhos da literatura que também avaliaram o aproveitamento de resíduos 

da produção de etanol 2G para a produção de metano. Rabelo et al., (2011) utilizaram os 

bagaços residuais dos pré-tratamentos ácido e autohidrólise e obtiveram, 

respectivamente, 162 ± 2 NmL/gDQO e 152 ± 1 NmL/gDQO, com digestão anaeróbia 

em um estágio.  

A utilização da digestão anaeróbia em fase sólida com a configuração de dois 

estágios (DA-2E) para esses bagaços residuais pré-tratados por O3 (sem EA) acarretou 

em excelentes aumentos na biometanização, quando comparados com as suas produções 

com DA-1E. A configuração de DA-2E permitiu monitorar a produção de H2 (hidrólise 

do bagaço) durante a fase acidogênica, bem como maximizar as produções de metano 

durante a fase metanogênica. Todas as produções de metano obtidas com a DA-2E foram 

superiores às da DA-1E e são apresentadas na Tabela 26. Como é possível perceber nos 

resultados apresentados nesta tabela, os maiores aumentos na biometanização foram 

alcançados nos bagaços residuais das condições mais severas dos ensaios 4 e PC do pré-

tratamento com ozônio (sem EA).  

As condições mais severas dos ensaios 4 e PC do pré-tratamento de O3 (sem EA) 

tiveram os maiores ganhos na produção de metano com a DA-2E, passando de 0,5 e 
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1 NmLCH4/gSV (DA-1E) para 59 e 26 NmLCH4/gSV, respectivamente. As produções 

de metano com a DA-2E desses ensaios (4 e PC) em função da massa inicial de bagaço 

bruto foram de 9 NL/kgB e 5 NL/kgB, respectivamente. Essas produções equivalem, 

energeticamente, à 0,307 MJ/kgB e 0,181 MJ/kgB, respectivamente.  

Nesse sentido, mesmo com uma baixa produção de H2, o principal benefício de 

se utilizar a digestão anaeróbia em fase sólida em dois estágios foi a melhoria na fase de 

hidrólise do substrato, ou seja, sua conversão à AGVs. Com isso, as arqueas 

metanogênicas sofreram menor inibição mesmo na presença dos bagaços submetidos às 

condições severas de O3 (sem EA), acarretando na maximização da biometanização do 

bagaço. Portanto, a DA-2E possibilitou maior capacidade de aproveitamento energético 

desses resíduos sólidos de maior resistência à degradação biológica.  

A Tabela 27 apresenta os parâmetros cinéticos calculados pelo modelo de 

Gompertz modificado para as produções de metano geradas a partir dos bagaços residuais 

da etapa de HE de ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA). A avaliação desses 

parâmetros confirma os benefícios da adição da configuração de duplo estágio (DA-2E), 

bem como da etapa de EA após a ozonização. A comparação dos parâmetros cinéticos 

entre os resultados obtidos com DA-1E e com DA-2E demonstra os aumentos nas taxas 

de produção de metano (NmLCH4/gSV.dia) ao utilizar a DA-2E (Tabela 27).  

Os maiores aumentos nessas taxas foram alcançados a partir dos bagaços 

residuais das condições severas de ozonização dos ensaios 4 (21500 %) e PC (3400 %). 

Tais aumentos extremamente elevados alcançados com a DA-2E são justificados com a 

baixíssima produção alcançada com a DA-1E para essas mesmas condições severas. Já 

suas produções reduzidas com a DA-1E são justificadas na presença de fragmentos de 

lignina e outros compostos resultantes das condições severas de aplicação de ozônio. 

Com relação à fase lag, foi possível perceber que não houve reduções 

significativas ao utilizar a DA-2E para os bagaços residuais. Tal fato pode ser explicado 

em função das diferenças experimentais em relação à DA-2E das frações líquidas. No 

procedimento adotado para as frações líquidas, o efluente acidogênico foi separado do 

inóculo após a estabilização dos ensaios de BHP e reinoculado com lodo metanogênico. 

Já nos ensaios de DA-2E em fase sólida, após o término dos ensaios de BHP, apenas 

adicionou-se o inóculo UASB-FBM e neutralizou-se o valor de pH para iniciar a fase 
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metanogênica, o que pode ter mascarado eventuais diferenças na fase de adaptação dos 

microrganismos metanogênicos.  

Em outras palavras, toda a fração sólida residual dos ensaios de BHP, juntamente 

com o inóculo adaptado para a produção de H2 permaneceram no reator na fase 

metanogênica. Portanto, mesmo sabendo que a fase acidogênica corrobora para a 

biodegradabilidade do substrato, o tempo de adaptação do inóculo metanogênico 

mascarou os ganhos na etapa de hidrólise e acidificação da fase acidogênica do bagaço 

residual, mantendo praticamente inalterado seus tempos da fase lag. 

Como mostram os resultados de cinética obtidos pelo modelo de Gompertz 

modificado (Tabela 27), as melhorias observadas no aumento das taxas de produção de 

metano e nas reduções nas fases lag demonstram que a implementação da digestão 

anaeróbia em dois estágios favoreceu a biometanização dos bagaços residuais, permitindo 

que até as condições mais severas de ozonização tivessem suas frações sólidas residuais 

aproveitadas energeticamente.  
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Tabela 27: Parâmetros de cinética (modelo de Gompertz) da biometanização dos bagaços 

residuais (fração sólida) obtidos a partir de ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA). 

Pré-tratamento/ 

Configuração 

Parâmetros 

Cinéticos 
Ensaio 1 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio PC 

Ozônio  

(O3) 

1 Estágio 

(DA-1E) 

P0 (NLCH4/kgSV) 26,6 0,4 18,2 22,9 1,2 

µm 

(NLCH4/kgSVdia) 
1,36 0,01 1,00 1,40 0,03 

λ (dia) 7,9 2,5 11,2 10,3 8,6 

R2 0,990 0,994 0,998 0,993 0,991 

RMSE 1,008 0,009 0,321 0,767 0,035 

NRMSE 3,705 2,508 1,774 3,271 3,193 

2 Estágios 

(DA-2E) 

P0 (NLCH4/kgSV) 79,6 61,9 75,0 43,3 26,0 

µm 

(NLCH4/kgSVdia) 
1,80 2,16 2,98 1,78 1,06 

λ (dia) 10,4 9,4 16,7 7,2 9,0 

R2 0,986 0,996 0,992 0,994 0,983 

RMSE 2,555 1,354 2,308 1,272 1,261 

NRMSE 3,649 2,303 3,272 2,926 4,892 

Ozônio + 

extração 

alcalina 

(O3 + EA) 

1 Estágios 

(DA-1E) 

P0 (NLCH4/kgSV) 12,3 25,6 21,7 11,6 28,3 

µm 

(NLCH4/kgSVdia) 
0,66 1,87 0,78 0,47 2,65 

λ (dia) 6,2 11,3 8,4 4,6 12,6 

R2 0,994 0,996 0,993 0,996 0,991 

RMSE 0,369 0,705 0,620 0,264 1,129 

NRMSE 3,052 2,719 3,004 2,251 4,036 

2 Estágios 

(DA-2E) 

P0 (NLCH4/kgSV) 43,9 70,6 77,7 79,4 34,7 

µm 

(NLCH4/kgSVdia) 
2,29 2,20 2,48 2,88 1,91 

λ (dia) 7,9 17,2 8,3 8,9 7,7 

R2 0,987 0,994 0,987 0,989 0,974 

RMSE 1,946 1,610 2,937 2,968 2,222 

NRMSE 4,293 2,569 3,979 3,835 5,829 
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A Figura 50 apresenta todos os resultados de monitoramento da produção de 

metano em DA-1E e DA-2E obtidos a partir dos bagaços residuais da etapa de HE do pré-

tratamento com ozônio (sem EA). Na Figura 50 (B e E) é possível observar o 

comportamento das produções de metano em DA-1E e DA-2E dos ensaios 4 e PC 

(condições mais severas), respectivamente, permitindo a visualização do amplo 

favorecimento da implementação da DA-2E (aumento da produção acumulada de metano 

e redução da fase lag). Nesse sentido, a digestão anaeróbia em fase sólida com dois 

estágios demonstra ser uma possibilidade atrativa para a integração da produção de etanol 

2G com esse biocombustível de terceira geração.  

Os resultados de produção de metano em DA-1E e DA-2E a partir dos bagaços 

residuais da HE pré-tratados com ozônio seguido da extração alcalina (O3 + EA) também 

são apresentados na Tabela 26. Vale relembrar que as maiores produções de etanol 2G 

foram obtidas a partir das condições mais severas (ensaios 4 e PC) desse pré-tratamento 

(O3 + EA). Atrelado aos melhores rendimentos etanólicos, a utilização da EA também 

proporcionou as maiores produções de metano a partir do bagaço residual da etapa de HE. 

As condições mais severas dos ensaios 4 e PC desse pré-tratamento (O3 + EA) 

tiveram os melhores benefícios com a utilização da etapa de EA, acarretando em maiores 

biometanizações com DA-1E (63 e 38 NmLCH4/gSV, respectivamente). Essas produções 

correspondem a uma capacidade energética de 0,27 e 0,18 MJ/kgB, respectivamente. 

Como já mencionado, esses mesmos ensaios (4 e PC) sem a etapa de EA resultaram em 

menores produções de etanol 2G e nas menores produções de metano com DA-1E 

(~1 NmLCH4/gSV). Nesse viés, essa comparação permitiu concluir que as condições 

severas de O3, em que há maior efeito do ozônio sobre a lignina (maior deslignificação e 

maior geração de inibidores), exigem a etapa de EA para eliminação dos inibidores, com 

consequente ganhos em suas produções de etanol 2G e de biogás na DA-1E dos resíduos 

sólidos. Mesmo com perdas de massa de até 20%, a EA torna-se necessária para essas 

condições severas, uma vez que a eliminação dos inibidores acarretou em benefícios na 

produção de metano superiores às perdas de massa.  
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Figura 50: Resultados da produção de CH4 (NmLCH4/gSV) em um (DA-1E) e em dois 

estágios (DA-2E) a partir da fração sólida (FS) residual da etapa de hidrólise enzimática 

do bagaço pré-tratado por ozônio. 
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Como já apresentado na seção anterior, durante a discussão do aproveitamento 

dos hidrolisados alcalinos, a aplicação da DA-2E permitiu que os micro-organismos 

acidogênicos (de maior resistência) convertessem os fragmentos de elevada resistência e 

os inibitórios presentes no hidrolisado em compostos mais simples (AGV), maximizando 

a produção de metano. Além disso, vale destacar que as maiores produções de metano via 

DA-2E foram alcançadas a partir dos hidrolisados alcalinos das condições mais severas 

do pré-tratamento O3 + EA (ensaio 4 e PC). 

Nesse sentido, de forma similar os bagaços residuais das etapas de HE dessas 

mesmas condições severas (ensaio 4 e PC) do pré-tratamento de O3 tiveram os maiores 

aumentos com o sistema de DA-2E. Portanto, esse aumento na produção de metano dos 

bagaços residuais também pode ser utilizado como justificativa para a utilização da 

configuração de digestão anaeróbia em dois estágios para esses resíduos sólidos, 

permitindo de forma maximizada a integração energética da produção do etanol 2G com 

a de biocombustível de terceira geração.  

As produções de metano com DA-1E a partir dos bagaços residuais das condições 

brandas (ensaio 1; 5 e 6) do pré-tratamento O3 + EA tiveram as mesmas magnitudes 

daquelas obtidas a partir dos bagaços residuais do pré-tratado nas mesmas condições com 

ozônio (sem EA). Tal fato pode ser explicado com base nas menores eficiências de 

deslignificação dessas condições, as quais consequentemente tiveram menor geração de 

inibidores e, portanto, não possuem necessidade de implantação da etapa de EA para 

remoção dos compostos fragmentados. A ausência da EA para as condições brandas 

torna-se uma estratégica viável, uma vez que sua aplicação envolve mais gastos. 

Por último, na Tabela 26 também são apresentados os resultados da produção de 

metano utilizando-se da configuração de DA-2E a partir dos bagaços residuais da etapa 

de HE pré-tratados por O3 + EA. Assim como ocorrido para os bagaços residuais pré-

tratados por O3 (sem EA), a implementação de DA-2E proporcionou melhorias em todos 

os ensaios de produção de metano. Contudo, de forma oposta ao ocorrido com o pré-

tratamento com O3, os maiores aumentos nas biometanizações (561 %) foram alcançados 

a partir dos bagaços submetidos às condições mais brandas (ensaios 1; 5 e 6) de pré-

tratamento (O3 + EA). Utilizando a DA-2E esses ensaios geraram, respectivamente, 

45; 74 e 77 NmLCH4/gSV, os quais correspondem a uma produção, em termos de bagaço 

bruto inicial, igual a 6; 9 e 10 NLCH4/kgB, respectivamente. Dessa forma, as frações 
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sólidas desses ensaios brandos possuem um potencial energético de 0,215; 0,325 e 

0,362 MJ/kgB. 

A Figura 51 apresenta todos os resultados do monitoramento das produções de 

metano em um (DA-1E) e em dois estágios (DA-2E) a partir desses bagaços residuais da 

etapa de HE pré-tratados por O3 + EA. Nessa é possível confirmar as maiores produções 

de metano com a configuração DA-2E, para todas as condições de pré-tratamento 

(O3 + EA) avaliadas. 

A análise de todos os resultados de produção de metano demonstrou que a 

utilização da DA-2E favoreceu a biometanização das frações líquidas (hidrolisado 

alcalino) e das sólidas (bagaço residual). Foi possível perceber que essa configuração 

(DA-2E) favoreceu a biodegradabilidade destas frações residuais recalcitrantes, 

acarretando em maiores graus de biometanização. Além disso, foi possível perceber a 

necessidade de aplicação da etapa de EA após as condições severas de ozonização. A 

condição experimental do ensaio PC do pré-tratamento O3 + EA foi a mais severa 

(maiores gastos energéticos) e ocasionou a maior produção de etanol 2G. A Aplicação da 

EA permitiu além das melhorias na produção de etanol, o aproveitamento energético do 

hidrolisado alcalino residual gerado. Dessa forma, a EA permitiu uma melhor integração 

energética do etanol 2G e biogás, proporcionando melhorias em ambos os vetores 

energéticos.  
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Figura 51: Resultados da produção de CH4 (NmLCH4/gSV) em DA-1E e DA-2E a partir 

da fração sólida (FS) residual do pré-tratamento com O3 + EA. 
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As condições brandas de ozonização acarretaram em menores produções de 

etanol 2G, porém trazerem como vantagens o fato de dispensarem a etapa de EA após a 

aplicação do ozônio, demandando menor consumo de energia. Para essas condições, 

apenas a utilização de DA-2E é suficiente para maximizar a produção de metano a partir 

do bagaço residual. Contudo, como o objetivo do trabalho é a integração energética do 

etanol 2G com o biogás, a EA torna-se essencial, pois é a principal responsável pela maior 

produção de etanol 2G. O Capítulo 7 apresentará os balanços energético e econômico 

envolvidos nas condições de ambos os pré-tratamentos avaliados neste trabalho 

utilizando-se de dados atuais do mercado de energia no Brasil. 

 

6.3. Avaliação energética da produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana 

pré-tratado com ozônio integrada à produção de biogás via DA-1E e DA-2E das 

correntes residuais 

O aproveitamento da energia advinda da digestão anaeróbia de um (DA-1E) e 

de dois estágios (DA-2E) dos principais resíduos da produção de etanol 2G a partir de 

bagaço de cana pré-tratado por ozônio pode ser uma opção atrativa para o melhoramento 

energético desse processo. Nesse sentido, a literatura dispõe de poucos estudos baseados 

nas estimativas dos potenciais energéticos do aproveitamento dos resíduos do processo 

de extração alcalina após ozonização, bem como do bagaço de cana residual da produção 

de etanol 2G. Ressalta-se que, mesmo assim, os estudos existentes são estruturados nos 

balanços de energia da DA-1E, tornando os estudos de viabilidade energética empregando 

DA-2E ainda emergentes. 

Os principais resultados de geração de energia (produção de etanol 2G e de biogás 

via DA-1E e DA-2E) obtidos a partir do pré-tratamento por O3 (sem EA) são apresentados 

na Tabela 28. Como já discutido no capítulo 5, as condições mais brandas (ensaio 1; 5 e 

6) desse pré-tratamento (O3) foram as que proporcionaram as maiores produções de etanol 

2G e as maiores produções de metano usando DA-1E e DA-2E. 

Como pode ser visto nos balanços de energia apresentados na Tabela 28, o 

aproveitamento do potencial energético oriundo da produção de biogás via DA-1E a partir 

do bagaço residual da produção de etanol 2G (etapa de HE) proporcionou um balanço de 

energia favorável (0,012 MJ/kgB) na condição mais branda de ozonização (ensaio 1). A 

reduzida carga de O3 aplicada durante essa condição (7,5 mgO3/min) proporcionou o 
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menor gasto de energia (0,124 MJ/kgB) de pré-tratamento, dentre as condições estudadas. 

Esse consumo de energia corresponde apenas a 8% do utilizado na condição mais severa 

de aplicação de ozônio do ensaio PC (1,609 MJ/kgB).  

Devido ao fato dos resultados das análises de estatística (teste de Tukey) 

apresentados no capítulo 5 (ver seção 5.3) mostrarem não haver diferenças significativas 

entre as produções de etanol geradas a partir das condições de ozonização testadas, a 

condição experimental do ensaio 1 torna-se a mais favorável. Essa conclusão é 

fundamentada em seu balanço de energia favorável (0,012 MJ/kgB), ou seja, o 

aproveitamento energético do bagaço residual dessa condição branda torna a aplicação de 

ozônio rentável energeticamente.  
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Tabela 28: Balanço de energia da produção de etanol 2G utilizando o pré-tratamento por O3, atrelado à produção de energia obtida do biogás 

gerado a partir do bagaço residual (fração sólida - FS) via DA-1E e DA-2E. Os valores em destaque representam os balanços de energia favoráveis. 

Ensaio 
Condição de pré-

tratamento 

Demanda 

energética 

(MJ/kgB) d 

Prod. etanol 2G 

(mL/kgB) e 

Prod. energ. FS  

(DA-1E) 

(MJ/kgB) f 

Balanço energ. 

FS (DA-1E) 

(MJ/kgB) 

Prod. energ. FS  

(DA-2E) 

(MJ/kgB) g 

Balanço energ. 

FS (DA-2E) 

(MJ/kgB) h 

1 
a) 25%; b) 10 min; 

c) 7,5 mgO3/min 
0,124 30,5 0,136 0,012 0,349 0,226 

4 
a) 75%; b) 120 min; 

c) 7,5 mgO3/min 
1,485 0,0 0,002 -1,483 0,307 -1,178 

5 
a) 25%; b) 10 min; 

c) 22,5 mgO3/min 
0,371 35,0 0,095 -0,276 0,372 0,001 

6 
a) 75%; b) 10 min; 

c) 22,5 mgO3/min 
0,371 33,4 0,115 -0,256 0,216 -0,155 

PC 
a) 50%; b) 65 min; 

c) 15 mgO3/min 
1,609 0,0 0,008 -1,601 0,181 -1,427 

a) Umidade do bagaço; b) Tempo de aplicação de O3; c) Carga aplicada de O3; d) Demanda de energia do pré-tratamento (100g O3 = 1,65 MJ) 

(Travaini et al., 2016b); e) Produção de etanol 2G por massa de bagaço bruto (base seca) (densidade etanol = 0,792 g/L) (Cardona et al., 2010); 

f) Produção de energia gerada via DA-1E a partir do aproveitamento do bagaço residual (FS); g) Produção de energia do biohythane12 (H2 e CH4) 

gerada via DA-2E a partir do aproveitamento do bagaço residual (FS); h) Balanço de energia entre os gastos do pré-tratamento e a produção de 

energia do biohythane via DA-2E (H2 e CH4) a partir da FS. 

 

                                                           
12 Biohythane: Soma do aproveitamento energético do biogás contendo a mistura da produção de H2 (fase acidogênica) somada com a do CH4 (fase 

metanogênica) gerados via DA-2E (Liu et al., 2013). 
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Ao incluir os potenciais energéticos da DA-2E no balanço de energia, a condição 1 

do pré-tratamento de ozônio permaneceu com o melhor cenário, proporcionando o maior 

saldo de energia de 0,226 MJ/kgB (aumento de 18 vezes em relação à DA-1E). Portanto, 

a utilização da condição experimental de ozônio do ensaio 1 (25% de umidade, com carga 

de O3 de 7,5 mgO3/min por 10 min) proporcionou a maior produção de etanol 2G por 

massa de bagaço em base seca (31 mL/kgB), uma vez que não houve diferença 

significativa entre as produções (teste de Tukey) e o balanço de energia mais favorável. 

Dessa maneira, a implementação da DA-2E durante a digestão anaeróbia do bagaço 

residual corroborou para que essa condição branda de pré-tratamento se tornasse o melhor 

cenário, em termos energéticos, para a produção de etanol 2G a partir de bagaço de cana 

pré-tratado por ozônio. 

Vale evidenciar que as demais condições brandas (ensaio 5 e 6) tiveram seus 

balanços de energia mais favoráveis do que os dos ensaios mais severos (ensaio 4 e PC) 

desse pré-tratamento. O ensaio 5 com a implementação da DA-2E também teve seu 

balanço de energia ligeiramente favorável (0,001 MJ/kgB), atrelado a uma produção de 

etanol igual a 35 mL/kgB. Por fim, é possível concluir que as condições severas estudadas 

de aplicação de ozônio sem a etapa de extração alcalina (ensaio 4 e PC) não foram 

vantajosas, uma vez que não proporcionaram nenhuma produção de etanol 2G e seus 

balanços de energia ficaram os mais desfavoráveis (-1,18 e -1,43 MJ/kgB, 

respectivamente). Dessa forma, esses resultados confirmam, energeticamente, as 

desvantagens dessas condições severas de aplicação de ozônio e justificam, mais uma 

vez, a necessidade da utilização da etapa de extração alcalina após a aplicação de elevadas 

cargas de O3. 
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CAPÍTULO 7 

7. Avaliação da viabilidade energética e econômica da produção de etanol 2G a 

partir do bagaço pré-tratado por ozônio, integrada com o aproveitamento dos 

resíduos desse processo 

Esse capítulo apresenta uma análise energética e econômica das 5 condições 

experimentais de ambos os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA) utilizados para a produção de 

etanol 2G. Visando o melhoramento energético e econômico da produção de etanol 2G a 

partir do bagaço pré-tratado com ozônio, são apresentadas as integrações energéticas do 

vetor etanol 2G com a do biogás gerado dos principais resíduos desse processo. Nesse 

cenário de potencialidades e desafios energéticos, os resultados desse capítulo apresentam 

uma discussão entre as condições experimentais de ozonização e suas principais 

influências no balanço energético e econômico da produção de etanol 2G integrado com 

a produção energética a partir do biogás.  

Sendo assim, este capítulo visa verificar a terceira hipótese do trabalho “A 

utilização do pré-tratamento do bagaço de cana, com aplicação de ozônio em condições 

brandas, torna-se ainda mais viável economicamente e energeticamente, quando se utiliza 

a integração da produção de etanol 2G com a cogeração de energia elétrica a partir do 

biogás gerado das suas correntes residuais”. Atrelada à hipótese, a discussão desses 

resultados contribui para o objetivo geral do trabalho “Avaliar o potencial energético do 

bagaço de cana-de-açúcar na produção de etanol 2G, com a integração de seus resíduos 

no processo de cogeração de energia, visando favorecer o balanço energético e 

econômico”. 

A avaliação energética e econômica da produção de etanol 2G a partir de bagaço 

pré-tratado por ozônio (O3) e por ozônio com extração alcalina (O3 + EA) foi estimada 

com base nos principais gastos de energia dos pré-tratamentos (geração de O3) (ver 

Capítulo 5; seção 5.3; Tabela 22) e nos resultados de produção de energia (etanol 2G 

integrado ao biogás). Os demais gastos para a produção de etanol (ex. destilação, 

purificação) não foram considerados por já estarem incluídos no processo de geração do 

etanol de primeira geração. Mesmo assim, o trabalho de Dias et al., (2015) apresenta os 

principais consumos de energia de diferentes tecnologias utilizadas para a produção de 

álcool anidro. Além desses autores, Cavalett et al., (2012) apresentam, detalhadamente, 
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os principais custos energéticos e econômicos em uma biorrefinaria lignocelulósica no 

Brasil.  

Nesse capítulo, a conversão teórica do biogás à energia elétrica foi realizada 

utilizando um sistema CHP13 e vendida nas condições atuais de mercado (EPE, 2016)14, 

permitindo uma estimativa econômica desse sistema integrado (etanol 2G e energia 

elétrica). A seção a seguir (7.1) apresenta uma discussão em termos energéticos, da 

integração da produção de etanol 2G com a produção de energia elétrica gerada via CHP, 

utilizando o pré-tratamento de ozônio (sem EA). O balanço energético desse pré-

tratamento envolveu os gastos com a geração de ozônio, enquanto que a receita foi 

amparada nas produções de etanol 2G e na de energia elétrica (via CHP) a partir do bagaço 

residual.  

A seção 7.2 apresenta os resultados energéticos envolvidos no pré-tratamento 

O3 + EA. O balanço de energia desse pré-tratamento envolveu os gastos com geração de 

ozônio e os relacionados com a etapa de EA. Para a geração energética foram 

consideradas as produções de etanol 2G a partir do bagaço pré-tratado e de energia 

elétrica (via CHP), a partir do biogás gerado pela digestão anaeróbia do hidrolisado 

alcalino da etapa de EA e do bagaço residual. Em ambas as seções foi apresentada uma 

discussão sobre o efeito da utilização da DA-2E no balanço energético. 

Por fim, a seção 7.3 apresenta os resultados da análise econômica envolvendo uma 

estimativa de despesas com o pré-tratamento e de receitas geradas pela venda do 

etanol 2G, juntamente com a venda da energia elétrica excedente gerada pelo sistema 

CHP. Portanto, são apresentados os balanços energéticos e os valores econômicos de 

energia elétrica excedente vendida à rede, permitindo a realização de balanço econômico 

do processo com dados atualizados do mercado energético do Brasil. Portanto, foi 

possível estipular os benefícios econômicos do aproveitamento dos resíduos da produção 

de etanol 2G a partir do bagaço pré-tratado pela ozonização seguida ou não de extração 

alcalina. 

 

                                                           
13 Sistema CHP (Combined heat and Power) utilizado comercialmente para converter o 

biogás em energia elétrica (ver seção 2.9 do Capítulo 2). 
14 De acordo com os valores (R$ 0,251/kWh) do leilão A-5 2016 (EPE 2016). Dólar 

comercial (1,00 USD = R$ 3,3083) no dia 14/11/17. 
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7.1. Avaliação energética da produção de etanol 2G, a partir do bagaço de cana 

pré-tratado com ozônio seguido da extração alcalina (O3 + EA), integrada com a 

produção de biogás via DA-1E e DA-2E 

Os principais resultados da estimativa de energia da produção de etanol 2G, 

utilizando o pré-tratamento por ozônio seguido da extração alcalina (O3 + EA), integrada 

à produção de energia do biogás obtido via DA-1E e DA-2E, são apresentados na 

Tabela 29. Como já discutido no capítulo 5, a implementação da etapa de EA após 

aplicação do ozônio corroborou, significativamente, para atingir as maiores produções de 

etanol 2G, justificando sua implementação. Atrelado a esse benefício, o aproveitamento 

energético de seu principal resíduo (hidrolisado alcalino) a torna ainda mais favorável 

para a aplicação após o ozônio. As contribuições energéticas desse resíduo líquido foram 

as maiores quando comparadas àquelas obtidas a partir do bagaço residual (Tabela 28). 

A maior produção de etanol 2G (66 mL/kgB) foi alcançada na condição do 

ensaio PC (50% de umidade, 15 mgO3/min por 65 min) do pré-tratamento (O3 + EA). 

Porém, a elevada carga de O3 utilizada nessa condição acarretou em maior gasto de 

energia (1,609 MJ/kgB). O aproveitamento do potencial energético da produção de biogás 

via DA-2E obtido a partir do hidrolisado alcalino da etapa de EA do ensaio PC 

(1,38 MJ/kgB) não é suficiente para custear seus elevados gastos energéticos, acarretando 

em um balanço de energia desfavorável (- 0,229 MJ/kgB). 

Dentre as demais condições desse pré-tratamento (O3 + EA), aquelas que são 

brandas (ensaio 1; 5 e 6) destacam-se, uma vez que tiveram seus valores energéticos, 

obtidos via DA-2E a partir da FL, superiores aos gastos no pré-tratamento (Tabela 29). 

Para essas condições, o ensaio 1 (condição mais branda) obteve um saldo de energia de 

0,316 MJ/kgB; seguido dos ensaios 5 (0,126 MJ/kgB) e 6 (0,125 MJ/kgB).  

Os resultados energéticos obtidos via DA-2E a partir de ambos os resíduos 

(hidrolisado alcalino e bagaço residual da HE) demonstram melhorias em todos os 

balanços de energia (Tabela 29). Contudo, mesmo com essas melhorias, o aproveitamento 

energético dos resíduos gerados na produção de etanol 2G a partir do pré-tratamento por 

O3 + EA do ensaio PC (maior produção de etanol) proporcionou um balanço de energia 

ligeiramente desfavorável (-0,040 MJ/kgB). Ou seja, mesmo aproveitando a energia 

(1,569 MJ/kgB) de ambos os resíduos gerados (FL e FS), o gasto energético da condição 
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experimental de ozonização do ensaio PC (1,609 MJ/kgB) é ligeiramente superior à 

capacidade de geração de energia de seus resíduos.  
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Tabela 29: Balanço de energia da produção de etanol 2G utilizando o pré-tratamento de ozônio com extração alcalina (O3 + EA), atrelado à 

produção de energia do biogás gerado a partir do hidrolisado alcalino (fração líquida – FL - da etapa de extração a alcalina) e a partir do bagaço 

residual (fração sólida - FS), ambos via DA-1E e DA-2E. Os valores em destaque representam os balanços de energia favoráveis. 

Ensaio 
Condição de pré-

tratamento 

Demanda 

energética 

(MJ/kgB)d 

Prod. 

etanol 2G 

(mL/kgB)e 

Prod. 

Energ. FL  

(DA-1E) 

(MJ/kgB)f 

Balanço 

energ. FL 

(DA-1E) 

(MJ/kgB) 

Prod. 

Energ. FL  

(DA-2E) 

(MJ/kgB)g 

Balanço 

energ. FL 

(DA-2E) 

(MJ/kgB) 

Prod. 

Energ. FS  

(DA-1E) 

(MJ/kgB)h 

Balanço 

energ. FS 

(DA-1E) 

(MJ/kgB)i 

Prod. 

Energ. FS  

(DA-2E) 

(MJ/kgB)j 

Balanço 

energ. Total 

(MJ/kgB)k 

1 
a) 25%; b) 10 min; 

c) 7,5 mgO3/min 
0,124 31,5 0,198 0,074 0,439 0,316 0,057 0,373 0,219 0,534 

4 
a) 75%; b) 120 min; 

c) 7,5 mgO3/min 
1,485 47,1 0,601 -0,884 0,744 -0,741 0,150 -0,591 0,272 -0,469 

5 
a) 25%; b) 10 min; 

c) 22,5 mgO3/min 
0,371 31,2 0,369 -0,002 0,497 0,126 0,091 0,217 0,330 0,457 

6 
a) 75%; b) 10 min; 

c) 22,5 mgO3/min 
0,371 33,9 0,362 -0,010 0,496 0,125 0,055 0,180 0,368 0,492 

PC 
a) 50%; b) 65 min; 

c) 15 mgO3/min 
1,609 65,8 1,217 -0,392 1,380 -0,229 0,134 -0,095 0,189 -0,040 

a) umidade do bagaço; b) tempo de aplicação de O3; c) carga aplicada de O3; d) gasto de energia do pré-tratamento (100g O3 = 1,65 MJ) (Travaini 

et al., 2016b); e) produção de etanol 2G por kg de bagaço bruto (base seca) (densidade etanol = 0,792 g/L) (Cardona et al., 2010); f) produção de 

energia gerada via DA-1E a partir do aproveitamento da fração líquida (FL) residual da etapa de extração alcalina; g) produção de energia gerada 

via DA-2E a partir do aproveitamento da fração líquida (FL) da etapa de EA; h) produção de energia gerada via DA-1E a partir do aproveitamento 

do bagaço residual (FS); i) balanço de energia utilizando a energia produzida a partir da FL via DA-2E (biohythane) e a obtida a partir da FS 

(DA-1E); j) produção de energia do biohythane (H2 e CH4) gerada via DA-2E a partir do aproveitamento do bagaço residual (FS); k) balanço de 

energia com o aproveitamento energético da produção de biohythane (H2 e CH4) via DA-2E a partir de ambos os resíduos (FL e FS). 
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As condições mais brandas (ensaio 1; 5 e 6) tiveram seus balanços de energia 

ainda mais favoráveis quando considerada o potencial energético advindo da DA-2E de 

ambos os resíduos. Nessa configuração de duplo estágio, o ensaio 1 permaneceu com o 

melhor cenário energético, ou seja, a energia produzida pelo aproveitamento dos resíduos 

(FL e FS) via DA-2E supriu os gastos de energia do pré-tratamento, resultando no maior 

superávit de energia (0,534 MJ/kgB). As demais condições brandas dos ensaios 5 e 6 

também tiveram seus gastos energéticos do pré-tratamento inferiores à energia produzida 

via DA-2E, proporcionando em um saldo positivo (0,457 e 0,492 MJ/kgB, 

respectivamente).  

Nesse sentido, e conforme apresentado no capítulo 5, os resultados do teste de 

Tukey para as médias das produções de etanol 2G entre as condições brandas desse pré-

tratamento não demonstraram diferenças significativas. Nesse viés, a produção de etanol 

2G a partir das condições brandas de pré-tratamento (O3 + EA) torna-se a mais atrativa 

energeticamente. Tal conclusão é fundamentada tanto nos menores gastos de energia 

(baixa carga de O3), bem como nas menores modificações causadas à biomassa, 

possibilitando um maior aproveitamento de seus constituintes tanto na produção de etanol 

quanto na de biogás. Em termos práticos, os resultados apontam para a possibilidade de 

biodigestão dos resíduos da produção de etanol 2G com acréscimos de energia recuperada 

à biorrefinaria. 

Atrelado a esse balanço de energia, a próxima seção apresenta os resultados da 

estimativa econômica da produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana pré-tratado 

(O3 + EA) integrada à produção de energia por cogeração. Portanto será apresentada a 

discussão correlacionando as demandas econômicas e as receitas desse processo. 

7.2. Avaliação econômica da produção de etanol 2G a partir do bagaço de cana 

pré-tratado (O3 e O3 + EA) integrada à cogeração de energia elétrica via CHP 

Os resultados econômicos estimados para os pré-tratamentos (O3 e O3 + EA) 

utilizados na produção de etanol 2G, integrados ao aproveitamento de energia de seus 

resíduos, via sistema CHP, são apresentados nas Tabelas 30 e 31. Os principais gastos 

econômicos do pré-tratamento foram referentes à geração de O3 e ao consumo de “soda 

caustica” da EA. Já as principais receitas foram fundamentadas na cogeração e venda da 

energia elétrica excedente gerada pelo sistema CHP. Todos os resultados são 

apresentados considerando como base de cálculo uma tonelada de bagaço de cana em 
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base seca (1tB). Ressalta-se que nesses balanços foi contabilizada apenas a energia 

elétrica útil gerada pelo sistema CHP, considerada como 30% da energia total (Cano et 

al., 2015).  

A energia térmica útil gerada pelo sistema CHP (~30% da energia total) também 

é passiva de ser aproveitada dentro das necessidades da biorrefinaria lignocelulósica, 

porém não foi incluída no balanço de energia nem no econômico. Mesmo assim, sabendo 

de sua importância dentro do processo (ex.: turbinas e fontes de aquecimento) a literatura 

apresenta trabalhos nos quais são apresentados seus benefícios (Dantas, 2009). Outros 

gastos e fatores econômicos relacionados à instalação das plantas de biodigestão 

anaeróbia para geração de energia também são avaliados nos estudos de caso abordados 

no trabalho de tese de Dantas (2009). 

A Tabela 30 apresenta os indicadores energéticos e econômicos da integração da 

produção de etanol 2G, a partir do bagaço de cana pré-tratado via ozônio (sem EA), com 

a energia elétrica gerada via sistema CHP. Esses resultados demonstram que a energia 

elétrica gerada pelo sistema CHP (apenas ~30% da energia total gerada) não supre a 

demanda de energia de nenhuma das condições do pré-tratamento por O3 (sem EA). Nesse 

propósito, a produção de etanol 2G utilizando apenas o ozônio (sem EA) não se sustenta, 

energeticamente, pelo aproveitamento da energia elétrica gerada via CHP a partir de seus 

resíduos. Portanto, a cogeração desse processo acarretou em um balanço de energia 

desfavorável, não havendo energia excedente para a venda.  

Como já mencionado, não houve diferença significativa entre as produções de 

etanol 2G decorrentes do bagaço submetido a diferentes condições de ozonização (sem 

EA). Nesse sentido, vale uma ressalva para as condições brandas (ensaios 1; 5 e 6) desse 

pré-tratamento. O ensaio 1 (condição mais branda avaliada) proporcionou uma produção 

de etanol 2G de 30,5 L/tB, com uma estimativa de rentabilidades energética 

(-0,001 kWh/tB) e econômica (-0,1 USD/tB) ligeiramente desfavoráveis, porém próximas 

da autossustentabilidade energética e financeira.  
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Tabela 30: Indicadores energéticos e econômicos da integração da produção de etanol 2G, a partir de bagaço pré-tratado via O3 (sem EA), com a 

energia elétrica gerada via CHP a partir do biogás (cogeração). 

Ensaio 

Demanda 

energética 

(kWh/tB) a 

Despesa 

econômica 

(USD/tB) b 

Prod. 

etanol 2G 

(L/tB) c 

Rent. econ. 

etanol 2G 

(USD/tB) d 

Prod. total 

energia 

biogás-CHP 

(kWh/tB) e 

Rent. energia 

disponível 

biogás-CHP 

(kWh/tB) f 

Energia 

elétrica 

biogás-CHP 

(kWh/tB) g 

Rent. econ. 

energia elétrica 

biogás-CHP 

(USD/tB) h 

Balanço energia 

Elétrica 

CHP (kWh/tB) i 

Rent. Econ. 

CHP 

(USD/tB) j 

Rent. Econ. 

Cogeração 

 2G e CHP 

(USD/tB) K 

1 34,4 2,6 30,5 16,5 111,4 94,7 33,2 2,5 -1,3 -0,1 16,4  

4 412,8 31,3 0,0 0,0 98,0 83,3 29,2 2,2 - 383,7 -29,1 -29,1  

5 103,2 7,8 35,0 19,0 118,6 100,8 35,3 2,7 - 67,9 -5,2 13,8  

6 103,2 7,8 33,4 18,1 67,9 57,7 20,2 1,5 - 83,0 -6,3 11,8  

PC 447,2 33,9 0,0 0,0 57,8 49,1 17,2 1,3 - 430,0 -32,6 -32,6  

a) Demanda de energia do pré-tratamento (100g O3 = 1,65 MJ) (Travaini et al., 2016b); b) Despesa econômica do pré-tratamento em dólar 

(0,076 USD/kWh) (dólar comercial no dia 14/11/17: 1,00 USD = R$ 3,3083); c) produção de etanol 2G (densidade = 0,792 g/L) (Cardona et al., 

2010); d) Rentabilidade econômica com a venda do etanol 2G (valor de venda do etanol = R$ 1,793/L BM&FBovespa 14/11/17); e) Rentabilidade 

energética do biogás gerado via DA-2E a partir do bagaço residual utilizando o sistema de cogeração CHP (11 kWh/Nm3CH4) (Cano et al., 2015); 

f) Rentabilidade energética disponível gerada pelo sistema de CHP (85% da energia total); g) Energia elétrica gerada pelo sistema CHP (30% da 

energia total); h) Produção econômica com a venda da energia elétrica gerada pelo sistema CHP (USD 0,08/kWh) (EPE, 2016); i) Balanço de 

energia (gasto de energia no pré-tratamento e energia elétrica disponível produzida pelo sistema CHP) e j) Balanço econômico (valor gasto com o 

pré-tratamento e valor gerado pela venda da energia elétrica excedente gerada pelo sistema CHP) (R$ 0,251/kWh) (EPE, 2016); k) Rentabilidade 

econômica total (receita da venda do etanol 2G somada com a da energia elétrica excedente, descontada as despesas econômica do pré-tratamento).  
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As demais condições brandas (ensaios 5 e 6) resultaram em produção de etanol 

(35 e 33 L/tB, respectivamente) de mesma grandeza, as quais tiveram suas rentabilidades 

energéticas (-0,068 e – 0,083 kWh/tB) e econômicas (- 5,2 e - 6,3 USD/tB) também 

desfavoráveis, respectivamente. Atenta-se que, ambas as rentabilidades mencionadas 

(energética e econômica) não levaram em conta as receitas relacionadas às vendas do 

etanol 2G, ou seja, considerou-se apenas as receitas relacionadas à venda da energia 

elétrica excedente da cogeração.  

Mesmo que tais estimativas sejam desfavoráveis (sem geração de receita direta 

com a venda do excedente de energia elétrica gerada), a utilização da energia elétrica 

gerada pela própria biorrefinaria agrega valor ao processo produtivo, uma vez que 

substitui a energia que seria comprada de terceiros. Dessa forma, o custo evitado pela 

compra de energia representa receita adicional no fluxo de caixa. Conforme discutido por 

Fuess (2007) essa receita pode ser mensurada por meio do retorno dos custos evitados.  

Nesse viés, a inclusão do aproveitamento da energia térmica gerada pelo CHP e a 

valorização no mercado da energia elétrica comercializada por biorrefinarias são fatores 

que podem tornar essas condições brandas de ozonização sustentáveis energeticamente. 

Segundo a COGEN15, o mercado é promissor e a associação vem convergindo esforços 

para que o valor de referência (remuneração das companhias que tem o bagaço de cana 

como matéria-prima) seja maior que R$ 300/MWh, que representa um aumento de 19,5% 

em relação ao valor utilizado (Nova Cana, 2017). 

Por fim, na Tabela 30 também foi possível observar os resultados de estimativa 

de rentabilidade econômica total da produção de etanol 2G (receita da venda do etanol 

somada à de venda da energia elétrica excedente). Tais resultados demonstram que 

somente utilizando as condições brandas de pré-tratamento de ozônio (sem EA), a 

produção de etanol 2G torna-se um processo lucrativo. Essas condições experimentais 

(ensaios 1; 5 e 6) proporcionaram uma estimativa de rentabilidade econômica a partir do 

etanol de 16; 19 e 18 USD/tB, respectivamente. 

Os resultados alcançados com o pré-tratamento de ozônio seguido da extração 

alcalina (O3 + EA), bem como as estimativas energéticas e econômicas da produção de 

etanol 2G atrelada à cogeração de energia elétrica (via CHP) são apresentadas na 

                                                           
15 COGEN: Associação de empresas de cogeração de energia. 
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Tabela 31. Esses resultados confirmam, mais uma vez, que a implementação da etapa de 

EA após a aplicação de O3 corrobora tanto para a produção de etanol 2G (maiores 

produções), quanto para o favorecimento das rentabilidades do processo (cogeração). A 

etapa de EA acarretou em melhorias em todos os balanços, tornando o processo (O3 + 

EA) mais favoráveis do que os obtidos com a aplicação de apenas do ozônio.  

Os resultados do pré-tratamento por O3 + EA demonstram que a condição mais 

severa de ozonização com extração alcalina (ensaio PC: 50% umidade e 15 mgO3/min 

por 65 min) acarretou na maior produção de etanol 2G (66 L/tB). Porém a receita 

energética e econômica obtida somente com o aproveitamento da energia elétrica gerada 

via CHP, a partir da cogeração não supre sua demanda. Nesse sentido, a demanda de 

energia (447 kWh/tB) responsável pela maior produção de etanol foi superior à energia 

elétrica gerada via CHP (231 kWh/tB), acarretando em um balanço de energia 

(- 216 kWh/tB) desfavorável. A condição severa do ensaio 4 desse pré-tratamento 

também teve o mesmo comportamento. Sua elevada demanda de energia (412,8 kWh/tB), 

responsável pela produção de etanol 2G de 47 L/tB, também acarretou em um balanço de 

energia desfavorável (- 173 kWh/tB).  

As condições brandas do pré-tratamento por O3 + EA (ensaios 1; 5 e 6) 

proporcionaram menores produções de etanol 2G (32; 31 e 34 L/tB) em relação ao 

ensaio PC (66 L/tB), porém tiveram os melhores balanços de energia ao aproveitar a 

energia elétrica gerada na cogeração (via CHP). Uma tonelada de bagaço bruto (base 

seca) submetida à condição do ensaio 1 do pré-tratamento de O3 + EA tem o potencial de 

gerar energia elétrica (via CHP) suficiente para sua demanda (34,4 kWh/tB), como um 

excedente de 144,7 kWh/tB. Em um cenário atual, em que é possível fazer a venda dessa 

energia elétrica excedente, a condição de pré-tratamento do ensaio 1 pode proporcionar 

um saldo econômico de 1,00 USD/tB, somente com a venda da energia elétrica obtida a 

partir do biogás.  
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Tabela 31: Indicadores energéticos e econômicos da integração da produção de etanol 2G, a partir de bagaço de cana pré-tratado via O3 + EA, 

com a energia elétrica gerada via CHP a partir do biogás (cogeração). 

Ensaio 

Demanda 

energética 

(kWh/tB) a 

Despesa 

econômica 

(USD/tB) b 

Prod. 

etanol 

2G 

(L/tB) c 

Rent. econ. 

etanol 2G 

(USD/tB) d 

Prod. total 

energia 

biogás-CHP 

(kWh/tB) e 

Rent. 

energia 

disponível 

biogás-CHP 

(kWh/tB) f 

Rent. 

energia 

elétrica 

biogás-CHP 

(kWh/tB) g 

Rent. econ. 

energia elétrica 

biogás-CHP 

(USD/tB) h 

Balanço energia 

elétrica 

CHP (kWh/tB) i 

Rent. 

Econ. 

CHP 

(USD/tB) j 

Rent. Econ. 

Integração Etanol 

2G e CHP 

(USD/tB) k 

1 34,4 12,6 31,5 17,1 602,1 511,8 179,1 13,6 144,7 1,0 18,1  

4 412,8 41,3 47,1 25,5 805,4 684,6 239,6 18,2 -173,2 - 23,1 2,4  

5 103,2 17,8 31,2 16,9 857,3 728,7 255,0 19,4 151,8 1,6 18,5  

6 103,2 17,8 33,9 18,4 856,8 728,2 254,9 19,3 151,7 1,5 19,9  

PC 447,2 43,9 65,9 35,7 776,8 660,3 231,1 17,5 -216,1 -26,4 9,3  

a) Demanda de energia do pré- tratamento (100g O3 = 1,65 MJ) (Travaini et al., 2016b); b) Despesas econômico do pré-tratamento em dólar 

(0,076 USD/kWh) somado à 10,00 USD/tB (custo estimado da etapa de extração alcalina) (dólar comercial no dia 14/11/17: 

1,00 USD = R$ 3,3083); c) produção de etanol 2G (densidade = 0,792 g/L) (Cardona et al., 2010); d) Rentabilidade econômica com a venda do 

etanol 2G (valor de venda do etanol = R$ 1,793/L BM&FBovespa); e) produção de energia a partir do biogás gerado via DA-2E a partir do 

hidrolisado alcalino e a partir do bagaço residual da etapa de HE (11 kWh/Nm3 CH4) (Cano et al., 2015); f) Produção de energia elétrica disponível 

gerada pelo sistema de CHP (85% da energia total); g) Produção de energia elétrica gerada pelo sistema CHP (30% da energia total); 

h) Rentabilidade econômica com a venda da energia elétrica gerada pelo sistema CHP (R$ 0,251/kWh) (EPE, 2016); i) Energia excendete (demanda 

de energia do pré-tratamento e energia elétrica disponível produzida pelo sistema CHP); j) balanço econômico (valor gasto com o pré-tratamento 

e valor gerado pela venda da energia elétrica excedente gerada pelo sistema CHP); k) Rentabilidade econômica total (receita da venda do etanol 

2G somada com da energia elétrica excedente, descontadas as despesas econômicas do pré-tratamento).  
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Para as demais condições brandas desse pré-tratamento (O3 + EA), ambos os 

ensaios 5 e 6 podem gerar (via CHP) ~ 255 kWh/tB, dos quais 103 kWh/Tb pagam as 

demandas de energia do pré-tratamento. Sendo assim, para esses ensaios 5 e 6 também 

há um excedente de energia elétrica (152 kWh/tB), os quais podem propiciar um 

faturamento de ~1,6 USD/tB com sua venda. Portanto, fica evidente que as condições 

brandas de ozônio com EA permitem a sustentabilidade do processo de produção de 

etanol 2G integrada com a cogeração de energia elétrica a partir do biogás.  

As receitas da cogeração cobrem as demandas energéticas do pré-tratamento 

(condições brandas), gerando um excedente de energia elétrica com potencial de venda, 

favorecendo as receitas econômicas do processo. Com isso, os resultados apresentados 

nessa etapa confirmam a terceira hipótese do trabalho “A utilização do pré-tratamento do 

bagaço de cana, com aplicação de ozônio em condições brandas, torna-se ainda mais 

viável economicamente e energeticamente, quando se utiliza a integração da produção de 

etanol 2G com a cogeração de energia elétrica a partir do biogás gerado das suas correntes 

residuais”. 

Conforme apresentado na Tabela 31, todas as 5 condições do pré-tratamento 

(O3 + EA) apresentaram excelente rentabilidade de energia elétrica por cogeração, 

atingindo valores de 179 kWh/tB a 255 kWh/tB. Esses elevados valores vieram do 

aproveitamento da fração líquida residual da etapa de EA (extrato alcalino), a qual foi 

responsável por 57 a 88% da eletricidade da cogeração. Tais resultados demonstram que 

as condições avaliadas de ozonização atreladas à EA enquadraram os resultados de 

cogeração do presente trabalho em uma boa posição para o mercado. Segundo site da 

NovaCana16 as tecnologias atuais de cogeração possuem a capacidade média de geração 

de excedente de eletricidade próximo de 40 kWh/tB. Enquanto as tecnologias 

consideradas otimizadas possuem a capacidade de geração de eletricidade excedente da 

ordem de 160 kWh/tB (Nova Cana, 2017). 

A energia elétrica excedente (kWh/tB) obtida pelas condições brandas (ensaios 1; 

5 e 6) de pré-tratamento O3 + EA (Tabela 31) foi convertida em potência elétrica (MW) 

gerada durante o período de uma safra17. Considerando um exemplo de biorrefinaria com 

                                                           
16 Nova Cana: Empresa do setor sucroenergético do Brasil. 
17 Considerando um período médio de uma safra igual a 7 meses, equivalente a 5040 horas 

de fornecimento de energia (7 meses * 30 dias * 24 horas) (Nova Cana, 2017). 
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geração, em uma safra, de 1.000.000 de toneladas de bagaço, as condições de pré-

tratamento do ensaio 1 (145 kWh/tB) e dos ensaios 5 e 6 (152 kWh/tB) possuem 

estimativas de produção de energia elétrica excedente de ~30 MW/safra. Essa energia 

elétrica excedente produzida por meio da cogeração dos resíduos da produção de 

etanol 2G tem potencial para abastecer uma população de aproximadamente 

320.000 habitantes18 durante a safra. 

Por fim, a Tabela 31 apresenta a avaliação da rentabilidade econômica total do 

processo de produção de etanol 2G via O3 + EA. Nesses resultados é considerada a 

integração econômica da venda do etanol 2G com a venda da energia elétrica excedente. 

Esses resultados demonstram que as condições brandas (ensaio 1; 5 e 6) do pré-tratamento 

por O3 + EA proporcionaram as melhores rentabilidades econômicas.  

Essas condições brandas (ensaio 1; 5 e 6) tiveram excedentes de energia elétrica 

com a cogeração (145; 152 e 152 kWh/tB) e rentabilidades econômicas favoráveis 

(~18 USD/tB). As maiores rentabilidades são amparadas nos maiores valores agregados 

à venda do etanol (USD 0,54/L)19 frente à venda da energia elétrica da cogeração 

(R$ 0,08/kWh) 20. Portanto, mesmo não havendo contribuição econômica da cogeração, 

as condições severas de ozonização seguidas da EA permitiram a maior produção de 

etanol 2G, agregando maior valor econômico ao bagaço de cana.  

 

                                                           
18 Consumo residencial estimativo baseado em 194 kWh/mês (EPE, 2015), assumindo-se 

três habitantes por residência e com consumo per capita de 64,7 kWh/hab*mês. 
19 Dólar comercial no dia 14/11/17 = 3,3083. 
20 Dólar comercial no dia 14/11/17 = 3,3083. 
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CAPÍTULO 8 

8. Conclusões finais 

Nesse trabalho foram avaliadas estratégicas tecnológicas visando o melhor 

aproveitamento energético e econômico do bagaço de cana-de-açúcar. Para tanto, as 

conclusões foram amparadas nos maiores rendimentos de produção experimental de 

etanol 2G a partir do bagaço de cana, integrado à produção de biogás advindo da digestão 

anaeróbia dos resíduos (bagaço de cana residual da etapa de hidrólise enzimática e extrato 

alcalino do pré-tratamento) desse processo. 

Os principais resultados sobre a primeira hipótese do trabalho “As adaptações 

do inóculo (adição de micro-organismos, melhoria da relação C/N e co-digestão) no 

processo de digestão anaeróbia do bagaço de cana são mais influentes do que a utilização 

de técnicas de pré-tratamento quando o objetivo é a biometanização deste substrato 

lignocelulósico” foram amparados no Capítulo 4. Esses permitem concluir que todas as 

adaptações para o inóculo avaliadas acarretaram benefícios para a produção de metano 

(aumento da taxa de produção e redução da fase lag). Apesar de a codigestão com 

biomassa algal pré-tratada ter propiciado um aumento de 99%, a adição de estrume 

bovino cujo aumento foi de 67% foi considerada a melhor adaptação, uma vez que não 

há gastos energéticos e conômicos para a biometanização do bagaço. Em função dos 

reduzidos gastos energéticos e econômicos, o inóculo UASB-FBM foi considerado a 

melhor estratégia de adaptação para maximização da produção de metano. 

Já as conclusões obtidas da segunda hipótese “Em função da recalcitrância das 

correntes residuais líquidas e sólidas geradas durante a produção de etanol 2G a partir do 

bagaço de cana ozonizado, a utilização da digestão anaeróbia em duplo estágio é uma 

alternativa tecnológica para o aproveitamento energético desses resíduos” foram 

fundamentadas nos resultados do Capítulo 6. A produção de biogás com a implementação 

da DA-2E resultou em melhorias de até 121% na produção de metano, com aumentos nas 

taxas de produções e reduções na fase lag, atingindo a maior produção de metano nas 

condições severas de pré-tratamento. 

Portanto, pode-se concluir que ao utilizar apenas o ozônio (sem EA) no pré-

tratamento do bagaço, somente as condições brandas permitem uma produção de etanol 

2G, juntamente com produções de metano a partir dos resíduos. Tais resultados permitem 
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concluir que a utilização da etapa de EA e a DA-2E beneficiaram o aproveitamento do 

bagaço de cana integrando a produção de etanol 2G e a de biogás a partir de seus resíduos. 

Por fim, a terceira hipótese do trabalho “A utilização do pré-tratamento do 

bagaço de cana, com aplicação de ozônio em condições brandas, torna-se ainda mais 

viável economicamente e energeticamente, quando se utiliza a integração da produção de 

etanol 2G com a cogeração de energia elétrica a partir do biogás gerado das suas correntes 

residuais” se confirma pelos resultados apresentados nos Capítulos 5 e 7. 

Em relação ao pré-tratamento do bagaço de cana com ozônio, seguido ou não de 

extração alcalina (EA) foi possível concluir a influência significativa das três variáveis 

estudadas (umidade do bagaço, carga de ozônio e tempo) nas variáveis respostas avaliadas 

(deslignificação, eficiência de HE e produção de etanol 2G). Após a otimização da 

condição experimental é possível concluir que a utilização da etapa de EA após a 

ozonização (O3 + EA) permite reduzir a carga de ozônio com ganhos na produção de 

etanol 2G. Dessa maneira pode-se concluir que a extração alcalina remove os fragmentos 

oxidados gerados durante a ozonização, permitindo maiores eficiências de conversão da 

celulose a etanol. 

Por fim, em relação à viabilidade energética e econômica da integração da 

produção de etanol 2G e biogás, os resultados permitem concluir que as condições 

brandas de ozonização foram as mais rentáveis. Considerando apenas a venda do etanol 

2G, as condições mais severas de pré-tratamento resultaram nas maiores receitas, uma 

vez que levaram às maiores produções. Uma visão completa do processo permite concluir 

que a integração da produção de etanol 2G com a venda da energia elétrica excedente 

produzida a partir do biogás, permitiu às condições brandas de pré-tratamento os melhores 

cenários energéticos e econômicos, confirmando a terceira hipótese do trabalho. 
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9. Perspectivas de pesquisas futuras 

Incentiva-se o desenvolvimento de todo conteúdo abordado no trabalho e para 

as pesquisas futuras, destaca-se: 

 Adaptação do inóculo anaeróbio. Realizar otimização da melhor relação UASB 

e estrume bovino (FBM); 

 Análise técnica e econômica da viabilidade da utilização do estrume bovino em 

escala contínua; 

 Avaliação do tempo de ozonização nas condições otimizadas (possibilidade de 

redução do tempo operacional); 

 Otimização da etapa de hidrólise enzimática visando maximização dessa etapa. 

Dentre as observações experimentais, destaca-se a necessidade de otimização da 

relação enzima-substrato, bem como a carga de enzima aplicada; 

 Avaliar os principais subprodutos (maior valor agregado) identificados via 

CG-MS e quantificá-los. Avaliar os balanços energéticos e econômicos para as 

técnicas de recuperação, concentração e purificação de tais compostos. 
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10. Apêndice 

Tabela 32: Compostos detectados via CG/MS (ver Capítulo 3 seção 3.4) a partir dos hidrolisados da etapa da extração alcalina (ver Capítulo 3, 

seção 3.3.1). 

Ensaio Solvente 
Tempo 

(min) 
% Composto OBS 

1 (O3) 

ACN 

10,021 82 Methyl-5-mercaptotetrazole  

10,829 92 Disiloxane, hexamethyl  

11,150 92 1,2-Bis(trimethylsiloxy)ethane Derivatizado 

13,625 94 Acetic acid  

20,204 93 Trimethylsilyl ether of glycerol Derivatizado 

44,883 93 9,12-Octadecadienoic acid (Linoleic acid Derivatizado 

11,146 92 ethane 3,6-Dioxa-2,7-disilaoctane, Ethylene glycol, Derivatizado 

20,217 93 Ether of glycerol Glycerol, ether Derivatizado 

DCM 
41,238 86 Hexadecanoic acid, Palmitic acid, Derivatizado 

44,879 94 Octadecadienoic acid Linoleic acid  

Hexano 

11,125 92 ethane Ethylene glycol,  

13,150 90 Butane Propionic acid (90)  

13,588 92 Acetic acid  

15,704 85 Propanoic acid  

15,850 89 3,6-Dioxa  

16,846 87 Pentasiloxane  
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Tabela 32: Compostos detectados via CG/MS (ver Capítulo 3 seção 3.4) a partir dos hidrolisados da etapa da extração alcalina (ver Capítulo 3, 

seção 3.3.1) (continuação). 

Ensaio Solvente Tempo (min) % Composto OBS 

4 (O3) 

ACN 

10,692 93 Benzene, 1-ethyl-2-methyl- $$ Toluene, o-ethyl-  

13,125 90 Butane  

13,550 93 Acetic acid  

15,375 96 Ethanedioic acid, Oxalic acid,  

15,663 86 2-Propenoic acid, Pyruvic acid Derivatizado 

22,896 94 Benzaldehyde  

30,713 92 Benzoic acid  

41,225 87 Hexadecanoic acid, Palmitic acid, Derivatizado 

44,883 91 9,12-Octadecadienoic acid Linoleic acid Derivatizado 

45,571 85 Octadecanoic acid, Stearic acid Derivatizado 

DCM 

10,692 93 Benzene, ethyl-2-methyl- Toluene, o-ethyl  

11,138 92 ethane $$ 3,6-Dioxa-2,7-disilaoctane, Derivatizado 

13,125 90 
Butane, 2,2,4,5,7,7-Hexamethyl-3,6-dioxa-2,7-

disilaoctane 
Derivatizado 

13,55 93 Acetic acid  

15,371 97 
Ethanedioic acid, 

Oxalic acid 
Derivatizado 

20,208 93 Trimethylsilyl ether of glycerol  

22,883 94 Benzaldehyde  

30,721 91 Benzoic acid  

41,229 86 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 
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Tabela 33: Compostos detectados via CG/MS (ver Capítulo 3 seção 3.4) a partir dos hidrolisados da etapa da extração alcalina (ver Capítulo 3, 

seção 3.3.1) (continuação). 

Ensaio Solvente Tempo (min) % Composto OBS 

4 (O3) Hexano 

11,146 91 Ethane $$ 3,6-Dioxa-2,7-disilaoctane  

15,383 97 Ethanedioic acid, Oxalic acid  

22,896 95 Benzaldehyde  

41,229 87 Hexadecanoic acid, Palmitic acid  

45,567 85 
Octadecanoic acid,  

Stearic acid, 
 

49,575 86 Eicosanoic acid, Arachidic acid  

5 (O3) ACN 

10,025 81 1-Methyl-5-mercaptotetrazole $$ 5H-Tetrazole-5-thione  

10,825 92 Disiloxane, hexamethyl-  Derivatizado 

13,142 90 Butane  

13,757 92 Acetic acid  

15,413 96 
Ethanedioic acid,  

Oxalic acid, 

Derivatizado 

20,208 92 
Trimethylsilyl ether of glycerol $$ 3,7-Dioxa-2,8-

disilanonane 

 

22,90 94 Benzaldehyde  

41,229 88 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 

44,883 94 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-,Linoleic acid  Derivatizado 

45,563 84 Octadecanoic acid, Stearic acid, Derivatizado 
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Tabela 32: Compostos detectados via CG/MS (ver Capítulo 3 seção 3.4) a partir dos hidrolisados da etapa da extração alcalina (ver Capítulo 3, 

seção 3.3.1) (continuação). 

Ensaio Solvente Tempo (min) % Composto OBS 

5  

DCM 

13,213 90 Propanoic acid,  Derivatizado 

13,396 92 Hexanoic acid, Caproic acid Derivatizado 

13,629 93 Acetic acid  

15,463 97 Ethanedioic acid, Oxalic acid Derivatizado 

15,742 91 Propanoic acid  

16,871 94 
Pentasiloxane, dodecamethyl- $$ 

Dodecamethylpentasiloxane 

 

20,213 93 Trimethylsilyl ether of glycerol  

22,875 94 Benzaldehyde  

41,221 88 Hexadecanoic acid, Palmitic acid, Derivatizado 

44,871 93 Octadecadienoic acid Linoleic acid  Derivatizado 

45,554 85 Octadecanoic acid, Stearic acid Derivatizado 

Hexano 

13,138 90 Butane  

13,333 92 Hexanoic acid, Caproic acid Derivatizado 

13,571 93 Acetic acid  

20,221 93 
Trimethylsilyl ether of glycerol $$ 3,7-Dioxa-2,8-

disilanonane 

 

22,858 93 Benzaldehyde  

32,138 72 m-Hydroxymandelic acid  

41,212 88 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 

44,875 94 9,12-Octadecadienoic acid (Z,Z)-, Linoleic acid  Derivatizado 

44,992 88 Oleic acid, (9Z)-9-octadecenoate Derivatizado 
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Tabela 34: Compostos detectados via CG/MS (ver Capítulo 3 seção 3.4) a partir dos hidrolisados da etapa da extração alcalina (ver Capítulo 3, 

seção 3.3.1) (continuação). 

Ensaio Solvente Tempo (min) % Composto OBS 

6 

ACN 

13,138 90 Butane (ou Propanoic acid)  

13,321 92 Hexanoic acid, Caproic acid Derivatizado 

13563 93 Acetic acid  

15,379 97 Ethanedioic acid, Oxalic acid Derivatizado 

15,658 90 Propanoic acid  

20,213 91 Trimethylsilyl ether of glycerol $$ 3,7-Dioxa-2,8-disilanonane  

22,900 94 Benzaldehyde  

41,246 89 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 

44,888 94 Octadecadienoic acid Linoleic acid  Derivatizado 

45,56 86 Octadecanoic acid, Stearic acid Derivatizado 

DCM 

13,508 90 Butane  

13,521 91 Propanoic acid (butane 91%)  

13,908 93 Acetic acid  

15,650 97 
Ethanedioic acid,  

Oxalic acid, 

Derivatizado 

15,913 90 Propanoic acid  

17,012 96 Pentasiloxane, dodecamethyl- $$ Dodecamethylpentasiloxane  

20,267 93 Trimethylsilyl ether of glycerol $$ 3,7-Dioxa-2,8-disilanonane  

22,858 94 Benzaldehyde  

41,225 87 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 

44,888 94 Octadecadienoic acid Linoleic acid  Derivatizado 
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Tabela 35: Compostos detectados via CG/MS (ver Capítulo 3 seção 3.4) a partir dos hidrolisados da etapa da extração alcalina (ver Capítulo 3, 

seção 3.3.1) (continuação). 

Ensaio Solvente Tempo (min) % Composto OBS 

6 Hexano 

13,538 91 Butane  

13,908 93 Acetic acid  

15,629 97 
Ethanedioic acid,  

Oxalic acid, 

Derivatizado 

15,933 90 Propanoic acid  

18,954 94 Urea -  Derivatizado 

20,258 93 
Trimethylsilyl ether of glycerol $$ 3,7-Dioxa-2,8-

disilanonane, 

 

22,071 93 Propanoic acid  

22,883 93 Benzaldehyde  

41,204 87 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 

44,879 93 Octadecadienoic acid Linoleic acid  Derivatizado 

45,563 86 Octadecanoic acid, Stearic acid Derivatizado 

PC ACN 

13,154 90 Butane (ou Propanoic acid)  

22,879 93 Benzaldehyde  

41,233 89 Hexadecanoic acid, Palmitic acid  

45,571 86 Octadecanoic acid, Stearic acid,  

52,667 96 Hexadecanoic acid  

56,104 85 Octadecanoic acid, Stearic acid  
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Tabela 36: Compostos detectados via CG/MS (ver Capítulo 3 seção 3.4) a partir dos hidrolisados da etapa da extração alcalina (ver Capítulo 3, 

seção 3.3.1) (continuação). 

Ensaio Solvente 
Tempo 

(min) 
% Composto OBS 

PC 

DCM 

13,150 90 Butane  

22,800 94 Benzaldehyde  

32,142 69 Benzenepropanoic acid, Hydrocinnamic acid Derivatizado 

41,225 89 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 

45,583 87 Octadecanoic acid, Stearic acid, Derivatizado 

52,650 96 Hexadecanoic acid Derivatizado 

56,079 86 Octadecanoic acid, Stearic acid Derivatizado 

Hexano 

13,158 90 Butane (ou Propanoic acid)  

22,821 93 Benzaldehyde  

41,229 89 Hexadecanoic acid, Palmitic acid Derivatizado 

26,271 92 Heptadecan  

45,575 87 Octadecanoic acid, Stearic acid Derivatizado 

52,675 96 Hexadecanoic acid  

56,108 86 Octadecanoic acid  
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