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RESUMO 

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o Brasil é o maior 

exportador mundial de café e, consequentemente, gerador de uma considerável quantidade de 

resíduos (cascas de café) que representam uma fonte natural, barata e abundante que pode ser 

utilizada para produção sustentável de bioenergia, biocombustíveis e bioprodutos de maior 

valor agregado. Nesse aspecto, a produção de biogás e bioetanol de segunda geração (2G) a 

partir desta biomassa, seria uma alternativa estratégica e interessante do ponto de vista 

ambiental, mas requer uma etapa de pré-tratamento para fracionar seus constituintes 

lignocelulósicos. No presente trabalho foi utilizado o pré-tratamento oxidativo com ozônio das 

cascas de café, cujas variáveis estudadas incluíram a razão líquido sólido (RLS, mL/g), o pH e 

a carga de ozônio específica aplicada (COEA, mg O3/gcascas). O objetivo principal do pré-

tratamento foi solubilizar as hemiceluloses e a lignina, de forma a gerar uma fração sólida rica 

em celulose (que poderia ser direcionada à produção de etanol 2G após sua hidrólise 

enzimática) e uma fração líquida residual destinada à recuperação de energia via produção de 

biogás (metano e hidrogênio). Após a hidrólise enzimática, a fração sólida que resultou em 

maior produção estimada de etanol 2G (36 mg etanol/g casca pré-tratada) foi aquela resultante 

do ensaio que empregou RLS de 10 mL/g, pH 11 e COEA de 81,0 mg O3/g cascas. O hidrolisado 

gerado nessas condições obteve, por digestão anaeróbia em fase única, uma produção de metano 

de 29 NmL CH4/g cascas. Considerando a digestão anaeróbia em fase única, a maior produção 

de biogás (36 NmL CH4/g cascas) foi obtida com o hidrolisado gerado no ensaio que empregou 

RLS 10 mL/g, pH 11 e COEA 18,5 mg O3/g cascas, levando a uma recuperação energética de 

0,81 kJ/g cascas. Carvão ativado em pó (CAP), na dose de 4 g/L, foi adicionado ao frasco-reator 

com vistas a reduzir a toxicidade aos microrganismos anaeróbios e melhorar a recuperação 

energética deste processo, levando a uma produção de metano de 86 NmL CH4/g cascas e 

recuperação de energia de 2,37 kJ/g cascas. Por outro lado, ao se aplicar a digestão anaeróbia 

em duas fases, a produção de metano aumentou para 49 NmL CH4/g cascas, com produção 

adicional de hidrogênio de 19 NmL H2/g cascas, cuja queima combinada resultaria em 

recuperação energética de 1,40 kJ/g cascas. Os resultados obtidos nesse trabalho mostram que 

as cascas de café possuem potencial para serem utilizadas como matéria-prima em 

bioprocessos, ao gerar, a partir do pré-tratamento por ozonização, hidrolisados susceptíveis à 

digestão anaeróbia para a produção de biogás (CH4 e H2) e uma fração sólida susceptível à 

produção de etanol de segunda geração. 

Palavras-chave: cascas de café, pré-tratamento, ozonólise, biogás, digestão anaeróbia, 

hidrólise enzimática   
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ABSTRACT 

According to the Brazilian National Supply Company (CONAB), Brazil is the world's largest 

exporter of coffee and, as a result, generates a considerable amount of waste (coffee husks) that 

represent a natural, cheap and abundant source that can be used for the sustainable production 

of bioenergy, biofuels and higher value added bioproducts. In this aspect, the production of 

second generation biogas and bioethanol (2G) from this biomass would be an strategic and 

interesting alternative from an environmental point of view, but it requires a pretreatment stage 

to fractionate its lignocellulosic constituents. In the present study, oxidative ozone pretreatment 

of the coffee husks was tested, whose variables included the solid liquid ratio (RLS, mL/g), pH 

and applied specific ozone load (COEA, mg O3/g husks). The main objective of the pre-

treatment was to solubilize hemicelluloses and lignin, in order to generate a solid fraction rich 

in cellulose (which could be directed to the production of 2G ethanol after its enzymatic 

hydrolysis) and a residual liquid fraction intended to the recovery of energy via biogas (methane 

and hydrogen) production. Solid fraction that led to the highest estimated 2G ethanol production 

(36 mg ethanol/g pretreated husk) was that resulting from the pretreatment test employing RLS 

of 10 mL/g, pH 11 and COEA of 81,0 mg O3/g husks. The hydrolyzate obtained under these 

conditions generated, by anaerobic digestion in a single step, a methane production of 29 Nml 

CH4/g husks. Considering single-stage anaerobic digestion, the highest biogas production (36 

NmL CH4/g husks) was obtained with the hydrolyzate generated in the test using RLS 10 mL/g, 

pH 11 and COEA 18,5 mg O3/g husks, leading to an energy recovery of 0,81 kJ/g husks. 

Powdered activated carbon (CAP) at the 4 g/L dose was added to the reactor to reduce toxicity 

to anaerobic microorganisms and to improve the energy recovery of this process, leading to 

methane production of 86 NmL CH4/g husks and energy recovery of 2,37 kJ/g husks. On the 

other hand, when two-stage anaerobic digestion was applied, methane production increased to 

49 NmL CH4/g husks, with additional hydrogen production of 19 NmL H2/g husks, whose 

combined burning would result in energy recovery of 1,40 kJ/g husks. The results obtained in 

this study show that the coffee husks have the potential to be used as raw material in 

bioprocesses, by generating, after its ozonation, hydrolysates susceptible to anaerobic digestion 

for the production of biogas (CH4 and H2) and a solid fraction susceptible to the production of 

second generation ethanol.  

 

Keywords: coffee husks, pretreatment, ozonolysis, biogas, anaerobic digestion, enzymatic 

hydrolysis
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1. INTRODUÇÃO  

 

O aumento acentuado da demanda por energia e a dependência contínua de combustíveis 

fósseis causam preocupações, em nível mundial, pois a incerteza do abastecimento futuro e o 

impacto ambiental gerado com o uso desses combustíveis são evidentes. Neste aspecto, a busca 

por energia sustentável é um dos muitos desafios que a humanidade tem enfrentado. Cada país 

deverá, então, concentrar esforços para modificar sua matriz energética para ter um maior leque 

de opções. Para que isso aconteça, é essencial diminuir a dependência de fontes energéticas não 

renováveis e procurar o maior número possível de formas de energias alternativas (COUTO et 

al., 2004; KING et al., 2013). 

Os biocombustíveis têm se tornado uma opção ideal para suprir a grande demanda de 

energia que o planeta enfrenta atualmente e se mostram excelentes substitutos dos combustíveis 

fósseis. Sua produção e uso têm crescido recentemente e suas vantagens sobre os combustíveis 

derivados do petróleo se mostram promissoras (SAINI; SAINI; TEWARI, 2014). Em 

particular, o biogás é uma fonte alternativa de energia que tem sido amplamente estudada e 

reconhecida para o suprimento de energia em um futuro próximo. Como o biogás (mistura de 

metano e dióxido de carbono) é produzido por digestão anaeróbia de matéria orgânica, ele é 

considerado um combustível limpo e ambientalmente favorável e tem sido usado para geração 

de calor, vapor e eletricidade e, ainda, como combustível de veículos (APPELS et al., 2008). 

De fato, vários estudos retratam que a digestão anaeróbia tem se mostrado promissora para a 

transformação da biomassa lignocelulósica em energia renovável, uma vez que é possível 

realizar a conversão microbiana da matéria orgânica em biogases com potencial energético, tais 

como, CH4 e H2 (HEISKE et al., 2013; ZHENG et al., 2014). 

Para os países em desenvolvimento, como o Brasil, a biomassa constitui a mais 

promissora fonte alternativa para uma situação de suprimento energético que só tende a se 

agravar (COUTO et al., 2004). A biomassa lignocelulósica, por exemplo, representa uma fonte 

natural, barata e abundante que pode ser explorada para produção sustentável de bioenergia, 

biocombustíveis e bioprodutos de elevado valor agregado. Como exemplos de biomassa 

lignocelulósica, pode-se citar o bagaço da cana-de-açúcar, as cascas de café, eucalipto, milho e 

arroz (PANDEY et al., 2000a; ZHENG et al., 2014).  

Anualmente grandes quantidades de resíduos lignocelulósicos são acumuladas no planeta 

em decorrência da produção agrícola ou agroflorestal. Tais biomassas residuais estão 

disponíveis em uma forma razoavelmente limpa e em larga escala, porém, muitas vezes, a 
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disposição final desses materiais é inadequada, gerando impactos ambientais, e portanto, não 

possibilitando o aproveitamento de seu conteúdo energético ou químico (BRAGATTO, 2010; 

ZHENG et al., 2014).  

Dessa forma, a aplicação de resíduos agroindustriais em bioprocessos, tais como a 

produção de biogás, contribui para o suprimento de energia e ajuda a mitigar o problema de 

poluição que pode ser causado pela disposição inadequada dos mesmos (PANDEY et al., 

2000a). Além disso,  a utilização de resíduos ajuda a controlar as mudanças globais no clima, 

reduzindo emissões de gases poluentes como o CO2, e contribui com a diminuição da 

dependência de combustíveis fósseis (FRIGON; GUIOT, 2010; SAINI; SAINI; TEWARI, 

2014). 

De acordo com a Organização para a Cooperação e Desenvolvimento da Europa (OCDE) 

e a Organização das Nações Unidas para Agricultura e Alimentação (FAO), o Brasil é o maior 

produtor e exportador de açúcar, além de ter posição de destaque no setor agrícola devido à 

produção de soja, milho e algodão. Ademais, de acordo com a Companhia Nacional de 

Abastecimento (CONAB), o Brasil é o maior exportador mundial de café. Neste cenário, é 

possível perceber que, além de produtor, o país é gerador de uma considerável quantidade de 

resíduos (CONAB, 2017; OECD-FAO, 2016). Tendo em vista essa situação, as cascas de café, 

geradas durante o beneficiamento do fruto, foram escolhidas como a biomassa lignocelulósica 

para ser utilizada neste trabalho.  

As cascas de café são o subproduto gerado durante o processamento do café, cujo 

rendimento pode atingir 50% do peso na colheita (ROCHA et al., 2006), ou seja, para produzir 

1 tonelada de café é gerada, aproximadamente, 1 tonelada de cascas. Como a produção de café 

para 2017 está estimada em 45,6 milhões de sacas de 60 quilos de café beneficiado, espera-se 

que sejam geradas 2,7 milhões de toneladas de biorresíduo, sendo Minas Gerais o maior 

produtor, respondendo por mais de 58,1% da produção nacional (CONAB, 2017). 

Os resíduos lignocelulósicos possuem elevada resistência à degradação química e 

biológica que é explicada, principalmente, pela presença de lignina e hemiceluloses na 

superfície da celulose (ZHANG, 2008). Em decorrência da complexidade estrutural 

apresentada pelas biomassas lignocelulósicas, o uso das mesmas como matéria-prima para 

produção de bioenergia, como o biogás, e compostos químicos de elevado valor agregado, 

necessita de uma etapa prévia de tratamento. O principal objetivo desta etapa é desagregar ou 

romper as interações existentes dentro do complexo lignocelulósico (reduzir o tamanho das 

partículas, aumentar a área superficial e volume de poros, reduzir o teor de lignina e diminuir a 
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cristalinidade da celulose), facilitando o acesso e a digestibilidade enzimática e microbiológica 

(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; MUSSATTO; DRAGONE, 2016). Além disso, visto que após 

o pré-tratamento são obtidas frações sólidas e líquidas, é possível produzir biogás tanto através 

da fração sólida na digestão anaeróbia em fase sólida (DA-S), como através do uso da fração 

líquida (hidrolisado), obtido no pré-tratamento, pelo processo de digestão anaeróbia em fase 

líquida (DA-L). Ademais a fração sólida gerada, rica em celulose, pode ser utilizada na 

produção de etanol de segunda geração depois de passar por uma etapa de hidrólise enzimática 

seguida de fermentação alcoólica (GOUVEA et al., 2009). 

Como técnica de pré-tratamento, pode-se citar a ozonização, visto que o ozônio é um 

poderoso oxidante de materiais orgânicos como a biomassa lignocelulósica, já que o mesmo 

degrada a lignina e parte das hemiceluloses (TAHERZADEH; KARIMI, 2008; ZHENG et al., 

2014). A ozonização já tem sido usada com diferentes tipos de biomassas para melhorar sua 

biodegradabilidade, destacando-se a palha de trigo, aveia, cevada, arroz, bagaço de cana, 

gramas e serragem de diferentes espécies de arvores. Além disso, o ozônio tem sido utilizado 

como técnica de tratamento na indústria de papel e celulose na etapa de branqueamento com 

vistas à remoção de resíduos e fragmentos de lignina da superfície da fibra, no entanto, poucos 

trabalhos abordam este pré-tratamento para cascas de café (SUMATHI; HUNG, 2004; 

TRAVAINI et al., 2015). 

Pelo exposto, o objetivo deste trabalho é estudar o processo de ozonização de cascas de 

café como técnica de pré-tratamento que visa produzir hidrolisados (fração líquida) 

biodegradáveis que seriam então utilizados na produção de biogás (metano e/ou hidrogênio) 

via digestão anaeróbia e uma fração sólida que poderia ser utilisada para produção de bioetanol 

2G após hidrólise enzimática. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 
 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar a eficiência da oxidação com ozônio no pré-

tratamento de cascas de café e a influência dos parâmetros de processo (RLS, pH e COEA) na 

obtenção de hidrolisados susceptíveis à digestão anaeróbia para a produção de biogás (CH4 e 

H2) e de uma fração sólida susceptível à produção de etanol 2G após hidrólise enzimática. 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

i. Determinar as variáveis operacionais significativas para o pré-tratamento 

oxidativo com ozônio das cascas de café, objetivando a liberação de açúcares 

fermentescíveis e a preservação da celulose na fração sólida. 

ii. Avaliar o potencial de produção de biogás (CH4 e/ou H2) pela digestão anaeróbia 

dos hidrolisados obtidos no pré-tratamento oxidativo das cascas de café. 

iii. Avaliar o modelo cinético que melhor descreve os dados de produção de biogás. 

iv. Avaliar a produção estimada de etanol 2G após hidrólise enzimática da fração 

sólida. 

v. Determinar a viabilidade energética do processo por meio de balanço energético 

do pré-tratamento oxidativo e da digestão anaeróbia. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Bioenergia 
 

O mundo se encontra diante de um grave problema no que diz respeito ao seu suprimento 

sustentável de energia. A demanda energética na sociedade moderna cresce a cada dia e grande 

parte é suprida por combustíveis fósseis que, além de não serem renováveis, causam danos ao 

meio ambiente. Todo ano, a atmosfera terrestre recebe cerca de 15 bilhões de toneladas de gás 

carbônico (CO2) e os combustíveis fósseis são grandes contribuintes dessas emissões que estão 

diretamente relacionadas com as alterações climáticas no planeta. Por esses motivos, há grande 

interesse na produção e uso de combustíveis originados de materiais vegetais ou resíduos 

orgânicos para desenvolvimento de energias sustentáveis e renováveis (CHANDRA; 

TAKEUCHI; HASEGAWA, 2012; COUTO et al., 2004; LEHMANN, 2007). 

Fontes renováveis de energia são aquelas que podem ser usadas várias vezes sem se 

esgotarem, tais como a energia solar, hídrica, eólica, geotérmica e a biomassa. Tais fontes são 

abundantes e se encontram em uma forma razoavelmente limpa na natureza (PANWAR; 

KAUSHIK; KOTHARI, 2011). 

A bioenergia é a única fonte renovável que pode substituir os combustíveis fósseis em 

todos os mercados energéticos: geração de calor, eletricidade e combustíveis para transporte. 

Esse tipo de energia já possui uma contribuição significativa para suprir a demanda global com 

possibilidade de ser ainda maior no futuro, o que diminuiria as emissões de gases estufa e 

contribuiria para o meio ambiente. Além disso, o uso da bioenergia pode contribuir para o 

desenvolvimento social e econômico de comunidades rurais, melhorando o gerenciamento de 

recursos e resíduos agrícolas (BAUEN et al. 2009). 

É de suma importância inverter o atual quadro de consumo energético, dependente de 

fontes em fase de esgotamento, para um cenário com um maior número de alternativas. Para os 

países em desenvolvimento, como o Brasil, a biomassa constitui uma fonte alternativa 

promissora, por ser renovável e abundante (COUTO et al., 2004). 

A biomassa consiste em qualquer matéria orgânica de origem vegetal ou animal e está 

disponível em muitas formas e a partir de diferentes fontes, por exemplo, produtos florestais 

(resíduos de processos nas madeireiras e tratamentos silvícolas tais como serragem, licor negro, 

etc.); produtos agrícolas (resíduos da colheita e de processamento de alimentos, esterco animal, 

etc.) e outros resíduos (lamas de depuração, componentes orgânicos dos resíduos sólidos 
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urbanos, etc.) (BAUEN et al., 2009). Do ponto de vista energético, biomassa é todo recurso 

renovável, oriundo de matéria orgânica, que pode ser utilizado na produção de energia 

(MARCONATO; SANTINI, 2008).  

A biomassa lignocelulósica residual (resíduos agroindustriais) tem sido amplamente 

estudada para a conversão em biocombustíveis, nas chamadas biorrefinarias. Esta conversão 

tem aspecto ambiental favorável, já que a emissão de CO2 na atmosfera é compensada pela 

absorção desse gás durante o desenvolvimento vegetativo de novas biomassas (BRAGATTO, 

2010). 

O conceito de biorrefinaria é análogo ao de refinarias de petróleo, ou seja, é uma 

instalação que integra processos, equipamentos e tecnologias capazes de converter a biomassa 

em combustíveis, energia e produtos de valor agregado (CHERUBINI, 2010). 

Existem três tecnologias principais para converter a biomassa em energia: conversão 

termoquímica, físico-química e biológica. Na conversão termoquímica, a biomassa é submetida 

a elevadas temperaturas e pode gerar calor e eletricidade além de combustíveis líquidos, como 

o bio-óleo e gasosos. A conversão físico-química é utilizada para produzir combustíveis 

líquidos, como o biodiesel ou o óleo vegetal. Por outro lado, a conversão biológica utiliza 

micro-organismos para produzir combustíveis líquidos ou gasosos como o etanol e o biogás 

(BAUEN et al., 2009; DEMIRBAS; OZTURK; DEMIRBAS, 2006). 

As biorrefinarias podem ser classificadas em função do tipo de biocombustível (1ª ou 2ª 

geração) produzido. Os biocombustíveis de 1ª geração são obtidos de matérias-primas 

utilizadas em indústrias de alimentos, como o etanol, obtido do milho, beterraba ou da cana-de-

açúcar. A utilização destes materiais para produção de combustíveis compete diretamente com 

a produção de alimento, o que gera conflitos éticos, políticos e ambientais. Dessa forma, há um 

maior interesse em biocombustíveis de 2ª geração que são obtidos de matérias-primas baseadas 

em resíduos e culturas de base não alimentar (CHERUBINI, 2010). 

Biocombustíveis de segunda geração incluem biogás (hidrogênio e metano), bio-óleo e 

álcoois (SAINI; SAINI; TEWARI, 2014). Esses biocombustíveis são produzidos a partir de 

uma variedade de resíduos agrícolas e agroflorestais, que inclui materiais lignocelulósicos 

como bagaços, cascas, serragens, madeiras, dentre outros (CHERUBINI, 2010). A produção de 

biocombustíveis de segunda geração derivados da biomassa lignocelulósica possui aspectos 

favoráveis do ponto de vista ambiental. No mundo inteiro, elevadas quantidades de resíduos 

são geradas em atividades agroflorestais e grande parte desses resíduos é simplesmente 

queimada para produzir calor e eletricidade. No entanto, o uso da biomassa lignocelulósica 
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pode ter grande potencial na geração de biocombustíveis líquidos e/ou de produtos de maior 

valor agregado (MENON; RAO, 2012; NAIK et al., 2010). 

A meta para tecnologias de 2ª geração é, portanto, produzir biocombustíveis sustentáveis 

de baixo custo, a partir de uma ampla gama de recursos que não competem com a produção de 

alimentos e que possuam emissões de gases estufa significativamente menores do que 

biocombustíveis de 1ª geração (BAUEN et al., 2009). 

3.2 Biomassa lignocelulósica 
 

Por biomassa lignocelulósica entende-se toda a matéria de origem vegetal, seja ela a 

floresta nativa ou plantada; as culturas agrícolas e seus resíduos (ex. cascas e galhos de árvores, 

bagaço e palha de cana; cascas de arroz, palha e sabugo de milho ou cascas de café, etc.); bem 

como fezes de animais ruminantes. A biomassa lignocelulósica é a fonte biológica renovável 

mais abundante na Terra. É uma fonte natural e barata que pode ser explorada para produção 

de biocombustíveis (DINIZ, 2008). 

Os materiais lignocelulósicos são constituídos basicamente dos biopolímeros celulose, 

lignina e hemiceluloses, juntamente com uma pequena quantidade de outros materiais como 

proteínas, sais minerais e metabólitos secundários, sendo que sua composição química varia 

consideravelmente de espécie para espécie, com variação até na mesma espécie, dependendo 

da idade, fase de crescimento, tipo de solo, estresse hídrico, índice de radiação solar, dentre 

outras (PANDEY et al., 2000a; PÉREZ et al., 2002; ZHANG, 2008). 

Tais resíduos podem ser convertidos em biocombustíveis, energia e produtos químicos 

de elevado valor agregado quando usados como matéria-prima biorrenovável em processos 

capazes de realizar a conversão microbiana de carboidratos, contidos na forma de celulose e 

hemiceluloses, em estruturas menos complexas, liberando assim açúcares fermentescíveis (C5 

e C6) (SANCHEZ; CARDONA, 2008). 

Os carboidratos da parede celular, na forma de celulose (glicose) e hemiceluloses 

(arabinose, galactose, glicose, xilose e manose), representam substratos que podem ser 

convertidos em biogás. Contudo, a complexidade das interações dos três constituintes principais 

(celulose, hemiceluloses e lignina) na parede celular é o grande desafio tecnológico para a 

recuperação e fermentação dos carboidratos (SUN et al., 2004). A Figura 1 esquematiza a 

composição de uma biomassa lignocelulósica, na qual é possível visualizar a estrutura de uma 

célula vegetal, a parede celular, as microfibrilas e macrofibrilas, bem como seus principais 

constituintes (celulose, hemiceluloses (polioses) e lignina). 
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Figura 1: Esquema da estrutura lignocelulósica recalcitrante contendo celulose, 

hemiceluloses e lignina. Fonte: Adaptado de (RUBIN, 2008). 

 

3.2.1 Celulose 

A celulose pode ser descrita como um polímero com regiões cristalinas e amorfas. Sua 

forma depende da origem do material da parede celular e de como ele foi obtido (BARTON, 

1988). Considerada o principal componente estrutural da parede celular das plantas, a celulose 

é formada por uma longa cadeia de moléculas de glicose conectadas umas às outras por ligações 

glicosídicas (RUBIN, 2008). 

Portanto, a celulose é um homopolímero linear composto por unidades de D-β-

anidroglicopiranose ligadas por ligações glicosídicas do tipo β-(1-4). Tendo o dímero celobiose 

como unidade básica de repetição, a celulose pode ser considerada como um polímero de 
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celobiose. Na estrutura da celulose, dois monômeros de glicose adjacentes são ligados pela 

eliminação de uma molécula de água e esta ligação dá origem à celobiose. A cadeia de celulose 

pode conter até 10.000 unidades de glicose. A Figura 2 mostra de modo simplificado a estrutura 

molecular da celulose, com as unidades básicas de celobiose (KLEMM et al., 1998). 

 

Figura 2 - Estrutura molecular da celulose. Fonte (KLEMM et al., 1998). 

 

 

 

Devido à sua estrutura complexa, a celulose não é facilmente degradada. Para que sua 

cadeia seja convertida em monômeros de glicose é necessária uma etapa de hidrólise, que pode 

ser ácida ou enzimática. Entretanto, a presença de hemiceluloses e lignina dificulta a ação de 

ácidos e, principalmente, de enzimas, demandando assim uma etapa de pré-tratamento na 

biomassa para maximizar a etapa de hidrólise. Então, os açúcares liberados na etapa de hidrólise 

podem ser utilizados em biorrefinarias para produção de etanol ou outros compostos químicos 

de valor agregado, tais quais etileno, propeno, buteno, propileno, ácidos acrílicos, poliéster, 

dentre outros (KUMAR et al., 2009). 

 

3.2.2 Hemiceluloses 

As hemiceluloses, também chamadas de polioses, são heteropolissacarídeos com cadeias 

menores que as da celulose, porém com muitas ramificações. São macromoléculas heterogêneas 

que contribuem para a rigidez da parede celular da planta. Elas estão associadas às microfibrilas 

de celulose por ligações de hidrogênio e são responsáveis por promoverem a união das 

microfibrilas de celuloses adjacentes (MCKENDRY, 2002). 

As hemiceluloses possuem caráter amorfo e massa molar relativamente baixa 

(HOLTZAPPLE, 1993). A principal diferença das hemiceluloses para a celulose é que a 

primeira possuiu ramificações em sua cadeia principal com cadeias laterais curtas de diferentes 
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açúcares que, por isso são mais facilmente hidrolisáveis. Além disso, o caráter amorfo das 

hemiceluloses garante maior acessibilidade dos reagentes, facilitando as reações de hidrólise 

(PÉREZ et al., 2002). 

As hemiceluloses representam de 20 a 30% da biomassa lignocelulósica. A estrutura de 

vários tipos de hemiceluloses depende do tipo de planta e pode variar até mesmo entre 

diferentes partes da mesma planta. Suas cadeias possuem composição heterogênea constituídas 

por pentoses (açúcares de 5 carbonos 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-glicourônico, α-D-galactourônico e o α-D-4-O-metilglicourônico) 

(MARABEZI, 2009; SAHA, 2003). Na Figura 3 é possível ver a estrutura dos principais 

constituintes das hemiceluloses. 

 

Figura 3: Estrutura dos principais constituintes das hemiceluloses. Fonte: (BRUM, 2007). 
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3.2.3 Lignina 

A lignina é a segunda macromolécula mais abundante na superfície terrestre, superada 

apenas pela celulose, representando de 15 a 35% da massa seca dos materiais lignocelulósicos. 

Sua complexa estrutura de caráter fenólico desempenha papel importante para o suporte 

mecânico das plantas, formando uma estrutura rígida e hidrofóbica, que permite a condução de 

água da base até o topo em grandes plantas vasculares, além da defesa contra patógenos 

(BRAGATTO, 2010). 

A lignina pode ser considerada como a “cola” celular, responsável por promover ao tecido 

das plantas e às fibras individuais força compressiva, e à parede celular resistência contra a 

deformação. Além disso, é responsável por unir as diferentes células vegetais e fornecer 

resistência biológica à planta contra insetos e micro-organismos (RUBIN, 2008). 

Em contraste com a celulose e as hemiceluloses, que se organizam em cadeia, o 

mecanismo de polimerização da lignina resulta em uma trama tridimensional de compostos 

fenólicos que envolvem os outros componentes da parede celular, protegendo-os contra a 

atuação de enzimas hidrolíticas produzidas por microrganismos patogênicos e saprófitos. Isso 

faz com que a lignina seja altamente recalcitrante à degradação química e biológica (BOND; 

ALONSO; DUMESIC, 2013). 

De acordo com FENGEL e WEGENER (1989) a lignina é uma macromolécula complexa 

com estrutura de natureza aromática, elevada massa molar que é sintetizada pela célula vegetal 

a partir de uma polimerização desidrogenativa de três álcoois fenilpropanóides (p-cumarílico, 

coniferílico e sinapílico) formando um arranjo amorfo com grandes quantidades de ligações 

cruzadas entre os anéis aromáticos. A Figura 4 apresenta a estrutura desses álcoois. 

A presença de diferentes unidades precursoras e o elevado número de combinações 

possíveis entre essas unidades faz com que a estrutura da macromolécula de lignina seja bem 

mais complexa que as estruturas da celulose e das hemiceluloses. Na literatura existem vários 

modelos de lignina construídos a partir de análises de grupos funcionais e análises 

espectroscópicas. A estrutura da lignina ainda é matéria de estudo e modelos vêm sendo 

propostos (FANG et al., 2016). A Figura 5 mostra uma representação esquemática de uma 

macromolécula de lignina de madeiras moles. 
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Figura 4: Precursores primários envolvidos na formação da lignina por polimerização 

desidrogenativa (álcool p-cumarílico, álcool coniferílico e álcool sinapílico). Fonte: Adaptado 

de (FENGEL; WEGENER, 1989). 

 

 

 

 

Figura 5: Representação esquemática de uma macromolécula de lignina de madeiras 

moles. Fonte: Adaptado de (FANG et al., 2016). 

 



13 

 

3.3 Processamento de café e geração de resíduos no Brasil 
 

O café é uma das bebidas mais consumidas e comercializadas na atualidade, sendo o 

segundo produto mais negociado no mundo, atrás apenas do petróleo. De acordo com a 

Organização Internacional de Café (ICO), são produzidas mais de nove milhões de toneladas 

anuais de café em todo mundo, sendo o Brasil o maior produtor e exportador deste fruto, e o 

segundo maior consumidor (CONAB, 2017; ICO, 2016). 

A produção brasileira de café, para o ano de 2017, está estimada em 45,6 milhões de sacas 

de 60 quilos de café beneficiado, sendo o estado de Minas Gerais o maior produtor, 

respondendo por mais de 58,1% da produção nacional (CONAB, 2017). Devido à enorme 

demanda de café, grandes quantidades de resíduos são geradas e não possuem um uso rentável. 

Além disso, sua eliminação inadequada constitui um grande problema ambiental (MUSSATTO 

et al., 2011; OLIVEIRA; FRANCA, 2015; PANDEY et al., 2000a). 

A árvore do café pertence à família Rubiaceae e existem mais de 70 espécies de plantas 

diferentes, porém, no mundo todo, somente duas espécies são comercialmente exploradas: 

Coffea arábica (Arábica) e Coffea canéfora (Robusta) (PREEDY, 2014). O Brasil produz as 

duas espécies, mas a Arábica é produzida em maior quantidade (78% da produção nacional) 

sendo considerada a planta cafeeira mais nobre (CONAB, 2017; MUSSATTO et al., 2011). 

As cascas de café e a polpa são os resíduos sólidos obtidos depois do descasque dos grãos 

durante o processamento seco e úmido, respectivamente. Eles são os principais resíduos 

oriundos da atividade cafeeira e ainda não existe um método para o descarte adequado dos 

mesmos (MUSSATTO et al., 2011; OLIVEIRA; FRANCA, 2015). 

Estima-se que durante o beneficiamento do café (via seca), a produção de resíduo possa 

atingir rendimento de 50% do peso na colheita (ROCHA et al., 2006), ou seja, para produzir 1 

tonelada de café, aproximadamente, 1 tonelada de cascas é gerada. Para um melhor 

entendimento, uma breve descrição do fruto do café será apresentada, juntamente com a 

composição das cascas e os dois principais tipos de processamentos utilizados na indústria 

cafeeira. 

 

3.3.1 Composição química e histologia da planta do café 

O fruto do café é composto por dois grãos (endosperma), com suas faces planas voltadas 

uma para a outra, cobertos por uma fina camada chamada película prateada. Uma segunda 

camada, chamada pergaminho (endocarpo), também cobre os grãos. Os grãos são ainda 
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envoltos por uma capa mucilaginosa chamada polpa (mesocarpo) e por fim, recobertos pela 

casca (exocarpo) (MUSSATTO et al., 2011). Na Figura 6 é possível ver um esquema 

representando a estrutura do fruto do café. 

 

Figura 6 - Esquema ilustrativo da estrutura do fruto do café e seus principais constituintes. 

Fonte: Adaptado de (PREEDY, 2014). 

 

A composição das cascas de café engloba constituintes como carboidratos, proteínas, 

pectina (heteropolissacarídeo), cafeína, taninos e alguns ácidos como o ácido cafeico, 

clorogênico e galacturônico (CORRO et al., 2013; MURTHY; MADHAVA NAIDU, 2012; 

MUSSATTO et al., 2011). A rica composição de tal resíduo torna-o desejável para utilização 

como matéria-prima em bioprocessos, visando à produção de bioenergia e bioprodutos de valor 

agregado (GOUVEA et al., 2009). 

Na Tabela 1 encontra-se a composição química das cascas de café relatada por alguns 

autores. É possível perceber, a partir dos dados da literatura, que existe uma variação 

significativa na composição desta biomassa. Segundo PANDEY et al. (2000) tais diferenças 

podem ser decorrentes do tipo de processamento, das diferentes variedades de cultivos e das 

condições de cultura, além da falta de metodologias analíticas padronizadas para caracterização 

de tal material. 
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Tabela 1: Composição das cascas de café relatada por alguns autores. 

 

Componente 

(% Massa 

Seca) 

(LEIFA; 

PANDEY; 

SOCCOL, 

2001) 

(BRAND, 

PANDEY 

et al., 2001) 

(FRANCA; 

OLIVEIRA, 

2009) 

(BEKALO; 

REINHARDT, 

2010) 

(MUSSATTO, 

MACHADO et 

al., 2012) 

(MURTHY; 

MADHAV

A NAIDU, 

2012) 

(NAVYA; 

PUSHPA, 

2013) 

(BAÊTA 

et al., 

2017) 

Celulose - - 43 24,5 17,8 43 ± 8 43 29,2 

Hemiceluloses - - 7 29,7 13,1 7 ± 3 - 29,0 

Lignina - - 9 23,7 30,2 9 ± 1,6 - 22,4 

Pectina 12,4 - - - - 1,6 ± 2 - - 

Cinzas - 10,7 3 a 7 6,2 4,7 - - 4,6 

Carboidratos 57,8 35 58 a 85 - - 58 ± 20 22,8 - 

Cafeína 1,3 - 1 - - 1 ± 0,5 - - 

Taninos 4,5 - 5 - - 5 ± 2 - - 

Proteína 9,2 5,2 8 a 11 - 16,2 8 ± 5 11,2 - 

 

 

3.3.2 Processamento do café 

Uma vez colhido, o fruto do café passa por um processamento com o objetivo de isolar 

os grãos de café das demais partes do fruto. Esse processamento geralmente é feito por duas 

vias: via úmida e via seca. Dependendo do método de processamento, os resíduos sólidos 

gerados recebem terminologias diferentes. O resíduo oriundo do processo por via úmida é 

conhecido como polpa, enquanto o resíduo oriundo do processo por via seca é denominado 

casca (CLARKE; MACRAE, 1987; FAN et al., 2000; PANDEY et al., 2000a). O fluxograma 

da Figura 7 mostra, simplificadamente, o processamento dos grãos de café por via seca e úmida. 

  



16 

 

Figura 7: Fluxograma do processamento do café. Adaptado de (PANDEY et al., 2000a). 

 

 

 

No processamento via seca, os frutos são secos naturalmente (na luz solar) ou 

artificialmente (em fornos). Nesse processamento, para obter os grãos de café, o exocarpo, o 

mesocarpo e o endocarpo são removidos por descasque, dando origem às cascas. No 

processamento via úmida, os frutos passam pela despolpação, são fermentados, lavados e secos 

ao sol ou em fornos. A despolpação remove o exocarpo e a maior parte do mesocarpo, 

resultando no resíduo denominado polpa. A grande diferença entre os resíduos (cascas e polpa) 

é que a casca é seca e contém o pergaminho, enquanto a polpa é úmida e não o contém 

(BARCELOS et al., 2002; BEKALO; REINHARDT, 2010).  

O processamento por via seca é normalmente empregado à espécie Robusta, porém, no 

Brasil, ambas as espécies (Arábica e Robusta) são processadas por via seca. Este fato é atribuído 

à simplicidade do método juntamente com a disponibilidade de grandes áreas para secar os 

grãos sob a luz solar (FRANCA; OLIVEIRA, 2009; PANDEY et al., 2000a). Por este motivo, 

a casca de café da espécie Arábica, processada por via seca, será usada neste trabalho.  
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3.3.3 Bioprodutos a partir das cascas de café 

Existem muitos estudos visando o aproveitamento dos resíduos do café e algumas 

perspectivas futuras (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; FRANCA; OLIVEIRA, 2009; MURTHY; 

MADHAVA NAIDU, 2012; OLIVEIRA; FRANCA, 2015). Para os resíduos sólidos (casca e 

polpa) as aplicações propostas incluem o uso direto como combustível em fazendas, ração 

animal, fermentação em estado sólido e líquido, adsorção e produção de biodiesel. 

As cascas de café têm sido dispostas diretamente nos campos, porém, além de poluir o 

meio ambiente, perdem-se recursos que elas poderiam oferecer (ECHEVERRIA; NUTI, 2017). 

Estes resíduos são ricos em material orgânico e nutrientes porém, compostos como cafeína, 

taninos e polifenóis, presentes nesses materiais, conferem-lhe uma natureza tóxica que só 

contribui para o problema de poluição ambiental (FAN et al., 2000; MUSSATTO et al., 2011; 

OLIVEIRA; FRANCA, 2015). Segundo ECHEVERRIA (2017), a eliminação destes 

biorresíduos, sem tratamento, implica ainda em infiltração no solo, mau cheiro e proliferação 

de moscas. 

Uma vez que estes subprodutos contêm uma boa quantidade de açúcares fermentescíveis, 

estes constituem um substrato apropriado para uso em bioprocessos, tais quais o cultivo de 

fungos e leveduras, podendo ser voltados para a produção de enzimas (NAVYA; PUSHPA, 

2013; SABU et al., 2006), ácidos orgânicos (MACHADO et al., 2004), compostos 

aromatizantes (SOARES et al., 2000) e cogumelos (LEIFA; PANDEY; SOCCOL, 2001; 

PANDEY et al., 2000a). 

Existem vários estudos voltados para o uso das cascas de café em ração animal (para 

bovinos, suínos, peixes, ovelhas, frangos e cavalos) (FRANCA; OLIVEIRA, 2009). Contudo, 

apesar deste resíduo ser rico em componentes orgânicos, proteínas e nutrientes, a presença de 

cafeína e taninos em sua composição, restringe a quantidade de casca que pode ser usada para 

este fim. A cafeína tem efeito estimulante e diurético e os taninos inibem enzimas digestivas 

dos animais (ECHEVERRIA; NUTI, 2017). Algumas pesquisas estão sendo feitas com o intuito 

de analisar a viabilidade da remoção destes compostos das cascas de café para, então, usá-las 

na ração animal (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; MAZZAFERA, 2002). 

Devido à elevada concentração de carboidratos e de celulose, as cascas de café têm sido 

vistas como uma matéria-prima potencial para a produção de bioetanol, porém não há registros 

de produção em larga escala, pois os processos precisam ser melhor estudados para se tornarem 

tecnicamente e economicamente viáveis (ECHEVERRIA; NUTI, 2017; OLIVEIRA; 

FRANCA, 2015). Alguns resultados obtidos por GOUVEA et al (2009) indicam que a produção 
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de etanol usando cascas de café e a levedura Saccharomyces cerevisiae foi satisfatória, 

comparando-a com outros resíduos, e pode ser melhorada com a etapa de hidrólise ácida e/ou 

enzimática e com uso de outras leveduras. De acordo com MUSSATTO et al. (2012), as 

espécies mais comuns de Saccharomyces cerevisiae fermentam somente hexoses, sendo 

incapazes de produzir etanol a partir de pentoses como a xylose, que resulta da hidrólise das 

hemiceluloses. 

Recentemente, as cascas de café têm sido testadas para a produção de biogás por digestão 

anaeróbia, porém são poucos os trabalhos nesta área (BATTISTA; FINO; MANCINI, 2016; 

JAYACHANDRA; VENUGOPAL; ANU APPAIAH, 2011; QIUXIA et al., 2013). Devido ao 

pH ácido e à presença de compostos recalcitrantes, as cascas de café são resistentes à produção 

de metano via digestão anaeróbia e um pré-tratamento normalmente se faz necessário para 

melhorar o rendimento do processo (PANDEY et al., 2000a).  

Outras aplicações para os resíduos do café incluem compostagem para gestão de resíduos 

sólidos; combustível sólido, painéis aglomerados para construção, fertilizantes, adubo e até 

mesmo a produção de adsorventes (BEKALO; REINHARDT, 2010; PANDEY et al., 2000a; 

SAENGER et al., 2001; SHEMEKITE et al., 2014), porém, de acordo com OLIVEIRA E 

FRANÇA (2015), estas aplicações não utilizam grandes quantidades de biorresíduo e ainda não 

são tão eficientes e adequadas para implementação. 

Como pôde ser visto na revisão da literatura, muitos estudos visando o aproveitamento 

das cascas de café têm sido feitos, mas, considerando a elevada quantidade de resíduo gerada, 

ainda há uma necessidade de se buscar melhores alternativas e usos mais rentáveis. 

 

3.4 Técnicas de pré-tratamento aplicadas à biomassa lignocelulósica 
 

Em decorrência da complexidade estrutural apresentada pelas biomassas 

lignocelulósicas, seu uso como matéria-prima para produção de bioenergia como o biogás, 

etanol e compostos químicos de elevado valor agregado, necessita de uma etapa de pré-

tratamento.  

A complexa estrutura lignocelulósica causa resistência à degradação química e biológica, 

de forma que a degradação natural da biomassa lignocelulósica é muito lenta e requer a ação 

conjunta de enzimas que consigam sacarificar a celulose e as hemiceluloses, deixando como 

resíduo a lignina (ZHANG, 2008). De acordo com ZHANG (2008), a elevada recalcitrância da 

biomassa lignocelulósica é explicada, principalmente, pela presença de lignina e hemiceluloses 
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na superfície da celulose, o que dificulta o acesso das celulases (complexo de enzimas 

celulolíticas) ao substrato e as impedem de agir eficientemente. 

De forma geral, o principal objetivo das técnicas de pré-tratamento é desagregar ou 

romper as interações existentes dentro do complexo lignocelulósico (reduzir o tamanho das 

partículas, aumentar a área superficial e volume de poros, reduzir o teor de lignina e diminuir a 

cristalinidade da celulose), facilitando o acesso e a digestibilidade enzimática e microbiológica 

(HENDRIKS; ZEEMAN, 2009; MUSSATTO; DRAGONE, 2016). A Figura 8 ilustra o efeito 

da aplicação de um pré-tratamento na estrutura da biomassa lignocelulósica. 

 

Figura 8: Representação esquemática do efeito de um pré-tratamento na estrutura da 

biomassa lignocelulósica. Fonte: (SCISTYLE, 2017). 

 

 

Visto que os materiais lignocelulósicos possuem estruturas muito complexas, o pré-

tratamento dos mesmos não é tão simples. O melhor método e as melhores condições de pré-
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tratamento dependem fortemente do tipo de biomassa, da sua composição e do bioproduto 

desejado (TAHERZADEH; KARIMI, 2008). 

Para ALVIRA et al (2010), o pré-tratamento da biomassa lignocelulósica representa um 

dos maiores gastos econômicos do processo de produção de biocombustíveis e bioprodutos de 

valor agregado. Para que um processo de pré-tratamento seja eficaz, deve-se evitar a perda e/ou 

a degradação dos açúcares gerados, limitar a formação de produtos de inibição, reduzir os gastos 

energéticos e minimizar os custos de uma forma geral (SARKAR et al., 2012). 

Durante as últimas décadas, um grande número de diferentes tecnologias de pré-

tratamentos tem surgido. Dependendo das forças de interação compreendidas na biomassa, os 

pré-tratamentos requeridos podem ser classificados em três categorias: físicos, químicos e 

biológicos, sendo que a combinação deles também tem sido muito utilizada (MUSSATTO; 

DRAGONE, 2016). 

Pré-tratamentos físicos visam aumentar a área superficial da biomassa e reduzir a 

cristalinidade da celulose. Tais métodos não utilizam compostos químicos nem microrganismos 

durante o processo. Alguns exemplos incluem: o pré-tratamento mecânico; pré-tratamento de 

extrusão; pirólise; pré-tratamento usando irradiação de microondas, irradiação por ultra-som ou 

campo elétrico pulsado; pré-tratamento com água quente líquida (hidrotérmico) e vapor 

(explosão a vapor) (ZHENG et al., 2014). 

Pré-tratamentos químicos ou físico-químicos visam à alteração das características físicas 

e químicas da biomassa lignocelulósica e utilizam agentes químicos no processo. Alguns 

exemplos de pré-tratamento incluem ácidos diluídos, álcalis, solventes orgânicos, sais 

metálicos, sulfito, líquidos iônicos, explosão supercrítica de dióxido de carbono e processos 

oxidativos empregando ozônio, peróxido de hidrogênio ou oxidação úmida (ZHENG et al., 

2014). 

Em comparação com os métodos de pré-tratamento físico e químico, o pré-tratamento 

biológico geralmente requer menor gasto de energia e é conduzido em condições muito mais 

suaves, de modo que poucos inibidores, que podem afetar negativamente a digestão anaeróbica, 

são gerados. Estes pré-tratamentos envolvem a utilização de microrganismos durante o 

processo e focam em minimizar a perda de carboidratos e maximizar a remoção de lignina e 

hemiceluloses, deixando a celulose intacta (BRODEUR et al., 2011; ZHENG et al., 2014). A 

Tabela 2 apresenta uma breve revisão da literatura sobre alguns estudos envolvendo o pré-

tratamento de resíduos de café para posterior produção de energia. 
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Tabela 2: Alguns estudos envolvendo diferentes processos de pré-tratamento de resíduos de café para posterior produção de energia (início). 

 

Classificação do 

método de pré-

tratamento 

Método de pré-

tratamento 
Resíduo de café Objetivo Considerações Referência 

Biológico 

Fungos 

termofílicos 

(Mycotypha sp) 

Cascas Biogás 
- Produção de 5950 mL de biogás em 

60 dias 

(JAYACHANDRA; 

VENUGOPAL; 

ANU APPAIAH, 

2011) 

Químico 

Ácido Borra de café Etanol 

 

- Uso de H2SO4 (100 mg/g) 

- Fermentação do hidrolisado obtido 

no pré-tratamento 

- Produção de etanol (11,7 g/L) 

(MUSSATTO et al., 

2012) 

Ácido/Alcalino 

Cascas, pedaços 

de sementes e 

rejeitos de café 

Biogás 

 

- Alcalino: pH 3; H2SO4 2 mols/L; 

produção de 18 N L/L 

- Ácido: pH 12; NaOH 2 mols/L; 

produção de 9 N L/L 

(BATTISTA; FINO; 

MANCINI, 2016) 

Físico Moagem Cascas de café Biogás 

 

- Condições mesofílicas: produção 

de 494 mL biogás/g cascas 

-Condições de temperatura ambiente: 

produção de 365 mL biogás/g cascas 

(QIUXIA et al., 

2013) 
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Tabela 2: Alguns estudos envolvendo diferentes processos de pré-tratamento de resíduos de café para posterior produção de energia 

(continuação). 

 

Classificação do 

método de pré-

tratamento 

Método de pré-

tratamento 
Resíduo de café Objetivo Considerações Referência 

Físico/Químico 

Trituração/Alcalino Polpa do café Etanol 

 

- Uso de NaOH 4% m/v 

- Fermentação com S. cerevisiae 

- Produção de 11,99 g etanol/L 

- Produção de 0,4 g etanol/g açúcares 

(MENEZES et al., 

2014) 

Explosão a vapor 
Cascas de café  

e hidrolisado 
Biogás 

 

-Melhor condição: 

120 °C / 60 mim / 2 bar 

-Produção de  

144,96 NmL CH4/g DQO 

- Produção energética de  

0,59 KWh/kg cascas 

(BAÊTA et al., 

2017) 
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Em estudo realizado por JAYACHANDRA et al (2011) as cascas de café foram pré-

tratadas com fungos termofílicos (Mycotypha sp) por 15 dias em condições de temperatura 

ambiente para aumentar a produção de metano. Aproximadamente 4 x 104 esporos/kg de cascas 

foram usados como inóculo. Devido à natureza ácida (pH entre 3,5 - 4,0) e à presença de 

compostos polifenólicos, as cascas de café in natura resultaram em baixa produção de biogás. 

O fungo Mycotypha foi capaz de elevar o pH da suspensão de cascas para um valor de 8,4 em 

16 dias. Após o pré-tratamento, as cascas foram submetidas à digestão anaeróbia a 30ºC usando 

estrume bovino como inóculo metanogênico. Em 60 dias, houve uma produção de 5910 mL de 

biogás pela digestão das cascas de café tratadas; produção maior que a do estrume de vaca nas 

mesmas condições (5050 mL). 

MUSSATTO et al. (2012) investigaram o uso da borra de café na produção de etanol por 

fermentação. Para isso, os resíduos foram pré-tratados com ácido sulfúrico (100 mg H2SO4/g 

resíduo base seca) em uma razão de 10 g/g a 163°C durante 45 min. O hidrolisado obtido do 

pré-tratamento, contendo uma mistura de açúcares (hexoses e pentoses), foi submetido a testes 

de fermentação com três diferentes leveduras: Pichia stipitis, Saccharomyces cerevisiae e 

Kluyveromyces fragilis a fim de metabolizar estes açúcares e convertê-los em etanol. A maior 

produção de etanol foi obtida da fermentação usando S. cerevisiae (11,7 g/L), mostrando que 

estes resíduos possuem potencial para serem usados como matéria-prima para produção de 

etanol depois de pré-tratados com ácido. 

BATTISTA et al (2016), investigaram os efeitos de pré-tratamentos químicos de resíduos 

de café na produção de biogás. O resíduo utilizado foi uma mistura de cascas, pedaços de 

sementes e rejeitos de café. No estudo, os autores compararam a produção biológica de metano 

(PBM) dos resíduos sem pré-tratamento com os resíduos tratados por ácido e base. O pré-

tratamento consistiu em deixar a mistura por 24 horas em pH 3 (H2SO4, 2 mols/L), para o pré-

tratamento ácido e em pH 12 (NaOH, 2 mols/L), para o pré-tratamento alcalino. Logo após, foi 

adicionada água aos resíduos, mantendo uma concentração de 100 g/L em cada frasco (2 L) e 

testes de PBM foram conduzidos em condições mesofílicas (35ºC) sob agitação de 100 rpm e 

com inóculo constituído de estrume bovino e de aves. O pré-tratamento alcalino resultou em 

maior produção de biogás (18 N L/L) com 80% (v/v) de metano. O pré-tratamento ácido 

resultou em 9 N L/L e os resíduos sem pré-tratamento produziram 1,5 N L/L de biogás. 

No trabalho de QIUXIA et al (2013), as cascas de café passaram por um pré-tratamento 

físico, no qual houve a diminuição de tamanho por moagem mantendo-se um diâmetro menor 

que 5 mm. Os autores avaliaram a produção de biogás por meio de fermentação em condições 
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de temperatura ambiente e em condições mesofílicas (35ºC), com intuito de estudar a 

viabilidade de usar as cascas de café em digestores domésticos de biogás. Os testes foram 

realizados em frascos de 500 mL contendo os resíduos, o inóculo (mistura de lodo ativado com 

estrume bovino) e água. Em condições mesofílicas, as cascas de café produziram 494 mL 

biogás/g cascas e em condições de temperatura ambiente foi produzido 365 mL biogás/g cascas, 

mostrando que para uma maior produção de biogás, é necessário manter condições mesofílicas. 

Em seu trabalho, MENEZES et al (2014) otimizaram o pré-tratamento alcalino da polpa 

do café com o objetivo de usá-la na produção de etanol. A polpa passou por um pré-tratamento 

físico, no qual foi triturada e prensada para retirar parte da fração líquida, e a fração sólida 

remanescente foi submetida ao pré-tratamento alcalino. A melhor condição de pré-tratamento 

utilizou solução de hidróxido de sódio (NaOH) 4% m/v, durante 25 minutos em autoclave a 

121ºC. Após o pré-tratamento, a polpa passou pela etapa de hidrólise enzimática utilizando 

coquetel de enzimas comercial da Novozymes (Brasil) para conversão da glicose em açúcares 

e posterior fermentação com Saccharomyces cerevisiae, produzindo 11,99 g etanol/L com uma 

produção de 0,4 g etanol/g açúcares, mostrando que é possível utilizar esta fração da polpa de 

café para produção de etanol. 

BAÊTA et al. (2017) utilizaram pré-tratamento físico-químico nas cascas de café 

(explosão de vapor) com o objetivo de produzir metano por meio de digestão anaeróbia de todo 

o conteúdo gerado após o pré-tratamento (frações sólida e líquida juntas). A melhor condição 

de pré-tratamento (120 °C, 60 mim, 2 bar) resultou em uma produção de 144,96 NmL CH4/g 

DQO com recuperação energética de 0,59 KWh/g cascas. 

Não foram encontrados trabalhos que utilizam resíduos de café pré-tratados por processos 

oxidativos avançados, além disso, a maioria dos trabalhos voltados para produção de biogás 

utilizam apenas a fração sólida gerada no pré-tratamento. Dessa forma, a utilização da fração 

líquida (hidrolisado), gerada no pré-tratamento oxidativo das cascas de café, para produção de 

biogás é uma área com elevado potencial para pesquisas, e por isso, foi a escolhida neste 

trabalho. 

 

3.4.1 Pré-tratamento oxidativo 

Os processos oxidativos avançados (POA) são tecnologias extremamente importantes em 

aplicações ambientais. O conceito de POA foi estabelecido por GLAZE, KANG e CHAPIN 

(1987) que os definiram como processos envolvendo a geração de espécies oxidantes altamente 

reativas capazes de atacar e degradar substâncias orgânicas.  
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A destruição de poluentes orgânicos por processos oxidativos tem como vantagem o fato 

de, na maioria das vezes, destruí-los e não somente transferi-los de fase. Além disso, os 

processos oxidativos são processos considerados mais limpos e não seletivos, ou seja, degradam 

inúmeros compostos, independentemente da presença de outros. Eles podem ser usados para 

destruir compostos orgânicos tanto em fase aquosa, como em fase gasosa ou adsorvidos numa 

matriz sólida. Nos últimos 30 anos, os POA têm se mostrado como uma alternativa no 

tratamento de águas superficiais e subterrâneas, bem como de águas residuárias e solos 

contaminados (TEXEIRA; FIGUEIREDO, 2004). 

A oxidação química é o processo no qual elétrons são removidos de uma substância, 

aumentando o seu estado de oxidação (DEZOTTI; BILA; AZEVEDO, 2008). A principal 

característica dos POA é a geração de radicais hidroxila (•OH), que se ocorrer em quantidade 

suficiente, pode levar à mineralização da matéria orgânica a dióxido de carbono, água e íons 

inorgânicos (GLAZE; KANG; CHAPIN, 1987). Os radicais hidroxila são formados em 

processos que podem ser classificados em homogêneos ou heterogêneos, conforme a ausência 

ou a presença de catalisadores na forma sólida, além de poderem estar ou não sob irradiação. 

Os radicais hidroxila são gerados por meio de reações envolvendo oxidantes fortes, como 

ozônio (O3) e peróxido de hidrogênio (H2O2), semicondutores como dióxido de titânio (TiO2) 

e óxido de zinco (ZnO) e radiação ultravioleta (UV) (TEXEIRA; FIGUEIREDO, 2004). Na 

Tabela 3 encontram-se potenciais redox dos radicais hidroxila e de alguns oxidantes comerciais. 

 

Tabela 3: Potencial redox de alguns oxidantes. Fonte: (TEXEIRA; FIGUEIREDO, 2004) 

 

Espécie Potencial redox (V) 

Flúor 3,03 

Radical hidroxila (•OH) 2,80 

Oxigênio atômico 2,42 

Ozônio 2,07 

Peróxido de hidrogênio 1,78 

Permanganato 1,68 

Dióxido de cloro 1,57 

Cloro 1,36 

Iodo 0,54 
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O pré-tratamento oxidativo com peróxidos é um método comum para aumentar a 

conversão biológica da biomassa lignocelulósica em bioetanol. Na maioria dos casos, os 

peróxidos são transformados, in situ, em radicais hidroxila, que são muito mais oxidantes do 

que o próprio peróxido. O peróxido mais simples e frequentemente utilizado é o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), e foram encontrados alguns estudos sobre a aplicação de outros peróxidos, 

como o ácido peracético, dimetildioxirano e peroximonossulfato, para pré-tratamento de 

biomassa lignocelulósica com vistas à produção de biogás (ZHENG et al., 2014). As reações 

de Fenton envolvendo H2O2 e íons férricos também geram radicais hidroxílicos altamente 

reativos que são capazes de degradar muitos poluentes orgânicos (SUMATHI; HUNG, 2004). 

Alguns processos combinados, como a foto-oxidação que utiliza H2O2/UV ou O3/UV, 

geram radicais com elevado potencial redox, capazes de oxidar compostos orgânicos pela 

abstração de hidrogênio. Além disso, tais processos possuem uma taxa de degradação muito 

maior que a de sistemas envolvendo apenas UV ou O3 (SUMATHI; HUNG, 2004).  

Técnicas de oxidação têm sido muito utilizadas para o branqueamento de polpas na 

indústria de papel e celulose e envolvem a remoção e/ou a modificação da lignina. O tipo de 

oxidante utilizado depende, em grande parte, dos resultados desejados, mas o ozônio, peróxido 

de hidrogênio e dióxido de cloro tem sido muito utilizados para este fim (SUMATHI; HUNG, 

2004). O ozônio, em particular, é um oxidante capaz de atacar e degradar a estrutura do anel 

aromático da lignina, permitindo que a ozonólise seja aplicada ao pré-tratamento de biomassas 

lignocelulósicas, produzindo um substrato altamente suscetível à hidrólise enzimática 

(MUSSATTO; DRAGONE, 2016). De forma similar, o tratamento da biomassa lignocelulósica 

com H2O2 decompõe parcialmente lignina e hemiceluloses, e libera uma fração de celulose com 

elevada degradabilidade para os microrganismos anaeróbios (ZHENG et al., 2014). 

Os principais constituintes dos resíduos lignocelulósicos são polímeros ramificados e 

heteropolímeros amorfos formando uma estrutura complexa, o que explica a elevada 

recalcitrância desse tipo de biomassa. Por essa razão, o pré-tratamento precisa ser eficiente a 

ponto de romper esta estrutura e favorecer a hidrólise enzimática. É exatamente neste aspecto 

que os POA se mostram como uma excelente escolha, pois podem aumentar a solubilidade das 

hemiceluloses e da lignina, pelo seu fracionamento e modificação estrutural, sem gerar 

compostos intermediários tóxicos como os furfurais (gerados durante o pré-tratamento ácido e 

hidrotérmico da biomassa), que possam afetar etapas subsequentes, como a produção de biogás 

(CH4 e H2), durante a digestão anaeróbia (ZHENG et al., 2014). 
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A aplicação dos POA para a deslignificação de resíduos de biomassa ainda é alvo de 

estudos, entretanto, por serem eficazes na remoção de compostos recalcitrantes, o pré-

tratamento com processos oxidativos avançados pode promover uma completa deslignificação 

da biomassa de forma que possa ser aplicado como uma técnica de pré-tratamento de resíduos 

lignocelulósicos para a produção de biogás (ZHANG, 2008; ZHENG et al., 2014). 

 

3.4.2 Pré-tratamento oxidativo com ozônio (Ozonólise) 

O ozônio é um dos mais fortes agentes oxidantes conhecidos (E0 = 2,07 V, 25ºC), 

superado apenas pelo flúor, o radical hidroxila e o átomo de oxigênio. Este oxidante é formado 

a partir do oxigênio em uma forte reação endotérmica e se decompõe facilmente em oxigênio 

atômico e molecular (TRAVAINI et al., 2015). 

A maioria das referências à ozonólise está relacionada à indústria de papel e celulose, 

devido ao seu uso na etapa de branqueamento das fibras de celulose (RONCERO et al., 2003; 

SUMATHI; HUNG, 2004). Por outro lado, a aplicabilidade do ozônio aumentou 

substancialmente nos últimos 20 anos, principalmente no tratamento de águas residuárias 

(AMAT et al., 2005; COCA; PEÑA; GONZÁLEZ, 2005; SANGAVE; GOGATE; PANDIT, 

2007; ZHENG et al., 2014) e na redução da geração de lodos de esgoto em estações de 

tratamento de águas residuárias (CHU et al., 2008). No campo da produção de biocombustíveis 

de segunda geração, muitos estudos demonstraram a capacidade do ozônio em pré-tratar 

biomassa lignocelulósica, visto que o ozônio é um poderoso oxidante de materiais orgânicos e 

tem capacidade de degradar a lignina e parte das hemiceluloses (TAHERZADEH; KARIMI, 

2008; TRAVAINI et al., 2015; ZHENG et al., 2014). 

GARCÍA-CUBERO et al (2009) explicam que o ozônio é altamente reativo com 

compostos que possuem ligações duplas conjugadas e grupos funcionais com elevada densidade 

de elétrons. Ao atacá-los, formam-se compostos solúveis de massas molares menores, como os 

ácidos fórmico e acético, o que faz com que o pH do meio diminua e contribui para a hidrólise 

de hemiceluloses. Na oxidação de compostos lignocelulósicos, o material mais suscetível à 

degradação é a lignina, seguida das hemiceluloses, porém com pouca preferência pela celulose. 

Deste modo, o ozônio se torna eficaz, rompendo a associação entre os vários componentes da 

biomassa lignocelulósica e produzindo um substrato com melhor reatividade frente à ação das 

enzimas hidrolíticas (KUMAR et al., 2009; SUN; CHENG, 2002; TAHERZADEH; KARIMI, 

2008). 
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Apesar da formação de ácidos orgânicos, a baixa geração de compostos inibidores como 

o 2-furfuraldeído (FF) e o 5-hidroximetil-2-furfural (HMF), considerados tóxicos à digestão 

anaeróbia, são características importantes do pré-tratamento com ozônio (TRAVAINI et al., 

2013). De acordo com ZHENG (2014), o fato do pré-tratamento ser realizado em temperatura 

e pressão ambiente, também contribui para a não geração de compostos inibidores. 

O tipo de reator é um parâmetro importante no pré-tratamento com ozônio. O reator é 

responsável por promover o contato entre o ozônio e o substrato a fim de garantir a máxima 

eficiência e a menor perda de ozônio possível, devido aos altos custos associados à geração 

deste gás. Alguns tipos de reatores utilizados para este fim são, por exemplo, leito fixo, leito 

rotatório, reator continuo de mistura completa e batelada (TRAVAINI et al., 2016). 

Reatores de mistura trabalham com concentração e fluxo de ozônio contínuos, porém o 

ozônio começa a escapar no início do pré-tratamento devido à dificuldade na transferência de 

massa entre o gás e o sólido, além da solubilização de parte do gás na fase líquida. Os reatores 

de leito fixo (coluna) são mais eficientes ao se comparar a razão entre o consumo de ozônio e 

a solubilização de lignina, no entanto, a canalização e a exposição desigual da biomassa ao 

ozônio são as principais desvantagens desta configuração (TRAVAINI et al., 2016). De toda 

forma, ao otimizar a quantidade de água e as configurações do reator durante o pré-tratamento 

da biomassa, é possível maximizar a degradação de hemiceluloses e lignina e favorecer a 

produção de biogás e/ou etanol 2G nas etapas posteriores (ADARME et al., 2017). Neste 

trabalho, foi avaliada a ozonização em reator do tipo CSTR. 

Os mecanismos de oxidação da matéria orgânica pela 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, formando 

ozonídeos que se decompõem em compostos carbonílicos (aldeídos ou cetonas) e peróxido de 

hidrogênio. Devido a sua natureza eletrofílica, o ozônio também reage com estruturas com 

grande densidade eletrônica, como os compostos aromáticos, atacando as duplas ligações e 

causando a abertura do anel e formação de produtos alifáticos com grupos carbonílicos e/ou 

carboxílicos (MUSSATTO; DRAGONE, 2016). A Figura 9 mostra exemplos do mecanismo 

de reação direta da molécula de ozônio com ligações insaturadas e com compostos aromáticos 

em meio aquoso.  
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Figura 9: Mecanismo de reação direta do ozônio com (A) ligações insaturadas e (B) 

compostos aromáticos. Fonte: Adaptado de (MUSSATTO; DRAGONE, 2016; RAGNAR, 

2000). 

 

 

 

O mecanismo indireto predomina em meios alcalinos ou na presença de formadores de 

radicais livres (peróxido de hidrogênio, radiação UV, metais, óxidos metálicos, etc.) no qual 

são formados oxidantes como os radicais hidroxila (•OH), superóxido (O2•-) e hidroperóxido 

(HO2•) (GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPE, 2000). Esses radicais são muito reativos e não 

seletivos. Nesse caso, a ozonização é considerada um processo oxidativo avançado (POA) e o 

elevado potencial de redução (elevado poder oxidante) dos radicais tem despertado bastante 

interesse (MUSSATTO; DRAGONE, 2016; NASCIMENTO et al., 1998). Na Figura 10 é 

possível ver o mecanismo de reação para a formação do radical superóxido durante o pré-

tratamento com ozônio, em condições alcalinas, de uma unidade de lignina aromática. 
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Figura 10: Mecanismo de reação para a formação do radical superóxido durante o pré-

tratamento com ozônio, em condições alcalinas, de uma unidade de lignina aromática. Fonte: 

Adaptado de (RAGNAR, 2000). 

 

 

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

densidades eletrônicas como nas ligações insaturadas entre carbonos e nas estruturas aromáticas 

(NASCIMENTO et al., 1998). O mecanismo de reação do ozônio com uma substância pode 

envolver ambas reações, direta (com o ozônio) e indireta (com radicais), devido à presença de 

peróxidos formados durante o mecanismo de reação direta, como pode ser visto na Figura 9, 

pois os peróxidos são formadores de radicais livres (MUSSATTO; DRAGONE, 2016). 

A Tabela 4 apresenta alguns estudos encontrados na literatura que utilizaram o ozônio no 

pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas. A partir da revisão da literatura é possível 

observar que existem muitas pesquisas envolvendo a aplicação de processos oxidativos com 

ozônio como tecnologia de pré-tratamento de resíduos lignocelulósicos, entretanto, não foram 

encontrados estudos que avaliam a viabilidade de utilização desta técnica para pré-tratamento 

de cascas de café, principalmente com vistas à utilização da fase líquida resultante para a 

geração de biogás. Isto abre a possibilidade de novos estudos utilizando tal tecnologia para a 

produção de metano utilizando o hidrolisado gerado no pré-tratamento das cascas de café e 

etanol a partir da fração sólida.
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 Tabela 4: Revisão da literatura sobre o uso de ozônio no pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas. Fonte: Adaptado de (ADARME, 

2015) (início). 

Objetivo principal Matéria-prima Produto final 
Condições do processo de Pré-

tratamento 

Resultados mais 

significativos 
Referências 

Deslignificação e 

melhoria da 

biodegradabilidade 

 

Palha de trigo 
Metano e 

Hidrogênio 

 

-Suspensão contendo 5% (m/v) de 

palha 

-Umidade: 45 a 50% 

-Mistura ozônio/ar: 0,63 a 12 L/min 

-pH: 7 ou 9 

-Concentração de ozônio: 9,5 mg/L; 

0,6 a 1 % m/m e 1,65 a 6,58 mg 

O3/g.d 

-Tempo de operação: 60 a 1440 min 

-Massa de amostra: 5 g 

-Temperatura ambiente 

 

-Remoção de lignina: 40 a 

64 % 

-Aumento de açúcares 

fermentescíveis: 115 a  

266 % 

-Aumento da produção de 

H2:  107 a 158 % 

-Aumento de produção de 

metano: 45 % 

(BINDER; 

PELLONI; 

FIECHTER, 

1980; HEISKE 

et al., 2013; 

WU; UPRETI; 

EIN-

MOZAFFARI, 

2013)  

Deslignificação; Melhoria 

da hidrólise enzimática 

  

Produção de açúcares 

fermentescíveis. 

Gramíneas ‘Energy 

Grasses’ (Miscanthus 

giganteus, 

Miscanthus sinensis, 

Saccharum 

arundinaceum e 

Saccharum 

ravennae,) e Grama  

Metano e 

hidrolisado 

-Reator de leito fixo 

 

-Tamanho de partícula: 0,354 a 2 mm 

Massa: 3-5 g de biomassa seca 

-Concentração de O3: 40 a 58 mg/L e 

5,3% m/m 

-Umidade: 30 a 90% 

-Fluxo: 0,2 a 0,25 L/min 

-Dois tipos de fluxo (reverso e 

unidirecional) 

Tempo de reação: 10 a 120 min 

 

-60% de remoção de 

lignina 

-Boa recuperação de 

açúcares fermentescíveis 

(48,5%) 

-Não foi possível 

identificar os 

componentes que inibiram 

a hidrólise enzimática 

(PANNEER-

SELVAM et al., 

2013; YU et al., 

2014)  
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Tabela 4: Revisão da literatura sobre o uso de ozônio no pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas. Fonte: Adaptado de (ADARME, 

2015) (continuação). 

Objetivo principal Matéria-prima Produto final 
Condições do processo de Pré-

tratamento 

Resultados mais 

significativos 
Referências 

Deslignificação e 

melhoria da 

biodegradabilidade 

Serragem de álamo 

Indulina AT lignina 

(lignina 99 % 

pureza) 

Alimentação de 

ruminantes 

-Reator de batelada 

-Tamanho de partícula: 0.5 a 1 mm 

-Fluxo: 1 L/min 

-Solução em água destilada ou em 

45 % de ácido acético 

-Concentração de substrato: 50 g/L 

-Concentração de ozônio: 35 a 65 

mg/L 

-Tempo de contato: 180 min 

 

Reator de leito fixo 

-Tamanho de partícula:1-2 mm 

-Razão líquido-sólido: 30 a 75 % 

-Massa de material seco: 10 g 

-Tempo de operação: 6 horas 

 

Reator de batelada 

-Diminuição do pH de 7 até 

3 

-7 mol de ozônio 

consumido por unidade de 

lignina 

-Eficiência de remoção de 

lignina: 66% 

 

Reator de leito fixo 

-3 mol de ozônio 

consumido por grama de 

lignina reator batelada 

-Eficiência de remoção 

inferior ao reator em 

batelada 

(VIDAL; 

MOLINIER, 

1988) 

Deslignificação e 

melhoria da 

biodegradabilidade e da 

hidrolise enzimática 

Bagaço de cana; 

cascas de amendoim; 

Palha de trigo; 

Madeira de 

Eucalipto; 

Lascas de Pinheiro; 

feno verde; serragem 

de carvalho vermelho 

Alimentação de 

ruminantes 

  

Liberação de 

açúcares 

fermentescíveis 

-Concentração substrato: 30 a 40 % 

-Umidade: 10 a 80 % m/m 

-Tamanho de partícula: 0,08 a  

5 mm 

-Fluxo: 0,3 a 1 L /min 

-Concentração de Ozônio: 16,7 a 

10000 mg O3/L de O2  

-Tempo de reação: 30 a 360 min 

-Temperatura ambiente 

-Massa de biomassa seca: 20 a 35 g 

-90% de melhoria da 

biodegradabilidade 

-Deslignificação: 60 a 80 % 

-Remoção de 

hemiceluloses: ≈30 % 

-65 % da celulose 

convertida em glucose 

-52,44 % de aumento em 

açúcares fermentescíveis 

(EQRA; 

AJABSHIRCHI; 

SARSHAR, 2014; 

LI et al., 2015; 

NEELY, 1984; 

PURI, 1983; 

SOUZA-

CORRÊA et al., 

2013a, 2013b; 

TRAVAINI et al., 

2013) 
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Tabela 4: Revisão da literatura sobre o uso de ozônio no pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas. Fonte: Adaptado de (ADARME, 

2015) (continuação). 

Objetivo principal Matéria-prima 
Produto 

final 

Condições do processo de Pré-

tratamento 
Resultados mais significativos Referências 

Investigar a influência 

do pré-tratamento para a 

produção de açúcares 

fermentescíveis 

 

Analisar as variáveis de 

processo e estudar a 

reação de 

deslignificação ao longo 

do leito 

Palha de grãos de 

trigo, centeio, aveia e 

cevada 

Etanol 

Combinação de 

Ozônio/UV/H2O2 

 

Reator de leito fixo 

-Umidade: 20 a 40 % m/m 

-Fluxo de ozônio: 60 a 90 L/h 

-Concentração de O3: 2,7 a 3,0 

% m/m  

(≈57 a 64 mg/L) 

-Tempo de contato: 150 min 

-Tamanho de partícula: 0,1 a 5 

mm 

 

-Consumo de 0,10-0,12 g O3/g 

material seco 

-Tempo ótimo de ozonização: 

150 min 

-Perdas de celulose não 

significativas 

-Ausência de HMF 

-Diminuição da lignina ácida 

insolúvel (45 %) 

-Aumento da lignina ácida 

solúvel (57 %) 

-Aumento das concentrações de 

açúcares fermentáveis liberados 

pela palha de trigo (cerca de 

40% de glicose e 34% de xilose) 

(GARCÍA-

CUBERO; et al., 

2009; GARCIA-

CUBERO et al., 

2010; GARCÍA-

CUBERO et al., 

2012)  

Degradação da lignina 

presente em soluções 

aquosas 

Soluções de lignina 

obtidas de licor preto 

de uma indústria de 

papel (pinho) 

Tratamento 

de efluentes 

ricos em 

lignina 

Combinação de 

Ozônio/UV/H2O2 

 

-Concentração de lignina 500 a 

1000 mg/L 

-POA usados: O3, O3+UV, 

O3+UV+H2O2 

-pH: 9 a 10 

-Potência lâmpada UV:15W 

-Dose de H2O2: 2 mL/L solução 

-Doses de O3: 0,1 a 3,71 

mgO3/mg DQO 

 

-Degradação de lignina: 40 a 

96,6 % 

-1 mg O3/mg DQO removeu 

80% da lignina e 35% da DQO 

(MICHNIEWICZ; 

STUFKA-

OLCZYK; 

MILCZAREK, 

2012) 
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Tabela 4: Revisão da literatura sobre o uso de ozônio no pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas. Fonte: Adaptado de (ADARME, 

2015) (continuação). 

Objetivo principal Matéria-prima Produto final 
Condições do processo de Pré-

tratamento 

Resultados mais 

significativos 
Referências 

Produção de 

compostos oxi-

aromáticos e 

análise de produtos 

de oxidação 

Ligninas do 

processo organo-

solvolítico e frações 

da auto hidrólise de 

talo de milho e 

madeira de álamo 

Compostos oxi-

aromáticos 

(ácidos 

orgânicos e 

aldeídos) 

Reator semi-batelada de leito fixo 

-Tamanho de partícula: 0,2 a 0,5 mm 

-Concentração de ozônio: 30 a 40 

mg/L 

-Fluxo: 10 a 45 L/h 

-Tempo de contato: 5 a 120 min 

-Tempos de reação entre 1 

a 8 minutos 

-Máximo rendimento de 

aldeídos aromáticos 

-Umidade ótima de 60% 

-Deslignificação de 49 a  

59,2 % 

(QUESADA; 

RUBIO; 

GÓMEZ, 1998, 

1999) 

Deslignificação e 

melhoria da 

hidrólise 

enzimática 

Talos de algodão; 

palha de trigo 
Etanol 

- Tamanho de partícula: 0,2 a 1 mm 

-Massa: 1,5 a 100 g de biomassa seca 

-Concentração substrato: 35 % a 50% 

-Concentração de ozônio: 45 mg/L 

-Fluxo: 0,37 L/min 

-Tempo de contato: 60 a 420 min 

-Condições ambiente 

-Deslignificação de 42 a 

95% 

 

- Aumento da concentração 

de glicose de 53% a 78% 

em relação à biomassa não 

tratada 

 

(KAUR et al., 

2012; SCHULTZ-

JENSEN et al., 

2011) 

Deslignificação 

Cipreste japonês 

(Chamaecyparis 

obtusa Endl.) 

Biomassa 

deslignificada 

para posterior 

produção de 

bioetanol 

Combinação de ozônio e extração 

dioxano-água 

 

-Tamanho de partícula: sessões 

transversais (10×10 cm) de 50 µm de 

espessura 

-Concentração de ozônio: 3% m/m 

-Fluxo: 100 L/h 

-Tempo de contato: 1 a 120 min 

-Extração com 50 mL de solução 

dioxano-água (9/1; v/v) por 5 a 120 

min após a ozonização 

-Temperatura ambiente 

-Ozonização de 10 a 30 min 

foi suficiente para remoção 

da lignina 

(YOKOTA et al., 

2006) 
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Tabela 4: Revisão da literatura sobre o uso de ozônio no pré-tratamento de biomassas lignocelulósicas. Fonte: Adaptado de (ADARME, 

2015) (continuação). 

Objetivo principal 
Matéria-

prima 
Produto final Condições do processo de Pré-tratamento 

Resultados mais 

significativos 
Referências 

Melhoria da 

hidrólise 

enzimática 

Palha, 

palha de 

milho e 

bagaço de 

cana 

Liberação de 

açúcares 

fermentescíveis 

Combinação de ozônio / moagem úmida a disco 

-Tamanho de partícula: 2 mm 

-Massa: 20 a 40 g biomassa com umidade de 60% 

-Concentração de ozônio: 204 mg/L 

-Fluxo: 0,5 L/min 

-Tempo de contato: 30 a 120 min 

-Temperatura: 40 °C 

-Velocidade de rotação dos discos: 1800 rpm 

 

Combinação de ozônio e moinho de bolas 

-Tamanho de partícula: 0,6 mm 

-Massa: 10 g de biomassa base seca 

-Umidade: 50% 

-Concentração de ozônio: 60 mg/L 

-Fluxo: 1 L/min 

-Tempo de contato: 30 a 120 min 

-Temperatura ambiente 

-Velocidade das bolas: 139,5 rad./s 

Tempo no moinho de bolas: 1 a 12 min 

-Condição ótima para 

bagaço: moagem  

(4 ciclos, 0,2 min/g) seguida 

de 60 min de ozonização 

-Condição ótima para 

palha de milho: 90 min de 

ozonização seguidos de 8 

min moinho de bolas 

 

-Liberação de açúcares: 

396,24 mg glicose / g bagaço 

125,11 mg xilose / g bagaço 

418,88 mg glicose / g palha 

128,93 mg xilose / g palha 

407,76 mg glicose / g palha 

de milho 

101,87 mg xilose / g palha de 

milho 

(BARROS et 

al., 2013; 

SHI; 

XIANG; LI, 

2015) 

Deslignificação e 

melhoria da 

biodegradabilidade 

 

Hidrolisado 

fermentescível 

Bagaço de 

cana de 

açúcar 

Metano e 

hidrogênio a 

partir do 

hidrolisado 

gerado no pré-

tratamento 

-Tamanho de partícula: 1,7 mm 

-Massa: 10 g de biomassa base seca  

-Carga ozônio: 8 a 17,5 mg/min 

-pH: 3, 7 e 11 

-Tempo: 15 a 120 min 

-RSL: 0,05 a 0,075 

-Temperatura ambiente 

-Condição ótima: 

Conc. Ozônio 8 mg/min,  

pH 11, 15 min, 

RSL de 0,075 g/mL 

-Remoção 45,2 % lignina e 

48,3 % hemiceluloses 

-Produção de  

2,6 Nm3 metano/ kg COD e 

0,2 Nm3 H2/ g COD 

(ADARME 

et al., 2017) 
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3.5 Digestão anaeróbia da biomassa lignocelulósica 
 

A digestão anaeróbia representa um sistema ecológico delicadamente balanceado, 

envolvendo processos metabólicos complexos, que ocorrem em etapas sequenciais e que 

dependem da atividade de, no mínimo, três grupos fisiológicos de microrganismos: bactérias 

acidogênicas (fermentativas), bactérias acetogênicas (sintróficas) e microrganismos 

metanogênicos. Nesse sistema, acontece a oxidação da matéria orgânica, na ausência de 

oxigênio, por meio dos processos metabólicos de fermentação e respiração (CHERNICHARO, 

1997). 

O processo de digestão anaeróbia se aplica a quase todos os resíduos biodegradáveis, tais 

como cortes de grama, restos de comida, esgoto, resíduos animais, ou de resíduos industriais. 

Este método tem sido amplamente aplicado na gestão de subprodutos agrícolas, como estrume 

animal e resíduos de colheita com múltiplos benefícios (BAUEN et al., 2009; HEISKE et al., 

2013) e é considerado um processo de baixo custo operacional cuja eficiência é dependente do 

tipo de matéria-prima empregada (ZHENG et al., 2014). 

De acordo com CHERNICHARO (1997), a digestão anaeróbia pode ser considerada um 

ecossistema onde diversos grupos de microrganismos trabalham interativamente na conversão 

da matéria orgânica complexa em: metano, gás carbônico, água, gás sulfídrico, amônia e novas 

células microbianas. Embora o processo possa ser separado em duas fases, acidogênica e 

metanogênica, ele pode ser dividido em várias rotas metabólicas, com a participação de diversos 

grupos microbianos, cada um com um comportamento fisiológico diferente.  

O principal produto do processo de digestão anaeróbia é o biogás, uma mistura gasosa, 

incolor, insolúvel em água e de baixa densidade. Este gás resulta da fermentação anaeróbia de 

matéria orgânica e é normalmente constituído de 50 a 80% de metano (CH4), de 20 a 50% de 

dióxido de carbono (CO2) e de outros gases em baixas concentrações como o hidrogênio (H2), 

oxigênio (O2) e o gás sulfídrico (H2S). A proporção de cada gás na mistura depende de vários 

parâmetros, como o tipo de biodigestor e o substrato a ser digerido (COUTO et al., 2004). 

O biogás proveniente da digestão anaeróbia de resíduos sólidos ou efluentes líquidos 

constitui uma fonte de energia alternativa, bem como contribui em muito na questão ambiental, 

pois reduz potencialmente os impactos ambientais da fonte poluidora. Seu potencial energético, 

determinado pelo seu poder calorífico, é função da quantidade de metano contida na mistura 

gasosa (SALOMON; LORA, 2005). 

A conversão biológica da matéria orgânica complexa a metano sob condições anaeróbias 

ocorre por uma série de reações em cadeia divididas em quatro etapas (hidrólise, acidogênese, 
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acetogênese e metanogênese) sendo que em cada etapa, as reações são desenvolvidas por grupos 

distintos de micro-organismos anaeróbios (MONLAU et al., 2013). A Figura 11 apresenta um 

esquema com as etapas envolvidas na degradação anaeróbia de resíduos lignocelulósicos, bem 

como as distintas classes microbianas envolvidas e seus principais produtos. 

 

Figura 11: Esquema com as etapas envolvidas na degradação anaeróbia de resíduos 

lignocelulósicos. Fonte: BAÊTA (2016) apud MONLAU et al., (2013). 
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Depois do pré-tratamento, a celulose e as hemiceluloses ficam mais acessíveis às 

exoenzimas dos micro-organismos, de forma que, na etapa de hidrólise, estes compostos 

complexos são transformados a compostos mais solúveis (glicose, xilose, arabinose e manose) 

por bactérias fermentativas hidrolíticas. Uma vez solubilizados, estes açúcares são utilizados 

por micro-organismos fermentativos acidogênicos e convertidos a acetato, outros ácidos graxos 

de cadeia curta (propiônico, butírico, valérico), álcoois, hidrogênio e gás carbônico. A etapa 

seguinte da digestão anaeróbia consiste na ação de bactérias acetogênicas envolvidas na 

conversão dos produtos orgânicos à ácido acético, hidrogênio e gás carbônico que serão então 

utilizados por micro-organismos metanogênicos (arqueias metanogênicas) na produção de 

metano. A mistura de hidrogênio e gás carbônico é transformada em metano por bactérias 

metanogênicas hidrogenotróficas, enquanto o acetato é transformado em metano por bactérias 

metanogênicas acetoclásticas (MONLAU et al., 2013). A etapa de hidrólise tem sido 

considerada a etapa limitante no caso da digestão anaeróbia de biomassa lignocelulósica de 

forma que o pré-tratamento deste material é fundamental para aumentar a eficiência e as taxas 

de produção de metano (CIRNE et al., 2007; PAVLOSTATHIS; GIRALDO-GOMEZ, 1991). 

O hidrogênio é produzido predominantemente durante a etapa de acetogênese da digestão 

anaeróbia, também chamada de fermentação escura, e os carboidratos são a principal fonte deste 

biocombustível gasoso (KAPDAN; KARGI, 2006). No entanto sua concentração no biogás é 

normalmente pequena uma vez que ele é utilizado como fonte de energia para produção de 

metano por alguns micro-organismos metanogênicos. Assim, para que o hidrogênio se acumule 

no meio há necessidade de interromper sua utilização por grupos hidrogenotróficos do 

consórcio anaeróbio. A otimização da conversão da matéria orgânica a hidrogênio, ao invés de 

metano, por processos anaeróbios já tem sido desenvolvida com sucesso por diferentes grupos 

de pesquisa (ANTONOPOULOU et al., 2008; CHEN; LIN; CHANG, 2001; FERNANDES et 

al., 2010; FONTES LIMA; ZAIAT, 2012). 

Para aumentar a produção de metano, uma promissora estratégia é utilizar a digestão 

anaeróbia em dois estágios. Este processo consiste na separação espacial da fase acidogênica, 

na qual é produzido hidrogênio, da fase metanogênica, na qual o metano é produzido. Essa 

separação proporciona maior estabilidade e eficiência ao processo (HAWKES et al., 2007). Os 

grupos de micro-organismos acidogênicos e metanogênicos são diferentes no que diz respeito 

às suas necessidades nutricionais, fisiologia, pH ótimo de crescimento e absorção de nutrientes. 

Nos processos de digestão anaeróbia em um estágio, condições uniformes são impostas a estes 

diferentes grupos, o que, por sua vez, nos sistemas contínuos de duplo estágio, onde as etapas 
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de degradação microbiológica são separadas em dois digestores, o problema das diferenças nas 

condições ótimas para cada grupo de microrganismos é superado (ASLANZADEH et al., 

2013). Segundo GHOSH et al (1985) a separação da produção de hidrogênio e metano, leva a 

uma melhor estabilização do material orgânico bem como uma maior produção de gás. 

O processo de digestão anaeróbia pode ser classificado em estado sólido (DA-S) e líquido 

(DA-L) dependendo do percentual de sólidos totais (ST). De acordo com ZHENG et al. (2014), 

processos contendo mais de 15% de ST podem ser classificados como digestão anaeróbia em 

estado sólido ao passo que processos de digestão anaeróbia contendo menos que 15% são 

considerados digestão anaeróbia em estado líquido. Ambos processos (DA-S e DA-L) têm sido 

estudados para produção de biogás a partir da biomassa lignocelulósica (CHANDRA; 

TAKEUCHI; HASEGAWA, 2012; ZHENG et al., 2014). 

 

3.5.1 Digestão anaeróbia de hidrolisados hemicelulósicos 

Os processos de pré-tratamento de biomassa lignocelulósica geram uma fração sólida, 

rica em celulose, e uma fração líquida, que consiste no hidrolisado hemicelulósico, rico em 

açúcares C5, tais como xilose e arabinose. A produção de biogás por digestão anaeróbia a partir 

dessa fração líquida é uma opção tecnológica a ser considerada para maximizar a recuperação 

de energia a partir de biomassa lignocelulósica (BAÊTA et al., 2016a, 2016b; BARAKAT et 

al., 2012; TRAVAINI et al., 2016). 

Estudos recentes utilizaram o hidrolisado gerado no pré-tratamento de bagaço de cana 

para produção de biogás. Em seu trabalho, BAÊTA et al. (2016) pré-tratou o bagaço de cana 

de açúcar por auto hidrólise (178,6 °C; 43,6 min; RLS de 0,24 g/mL) alcançando uma produção 

de metano por digestão anaeróbia do hidrolisado de 1,56 Nm3/kg TOC. No trabalho de 

ADARME et al. (2017) foi utilizado o pré-tratamento oxidativo com ozônio no bagaço de cana-

de-açúcar (Dose de ozônio 8 mg/min, pH 11, 15 min, RSL de 0,075 g/mL), no qual foi obtida 

uma produção de 2,6 Nm3 metano/kg TOC utilizando o hidrolisado obtido no pré-tratamento 

na digestão anaeróbia.  

Além disso, como já foi mencionado anteriormente, BAÊTA et al. (2017) utilizou, juntas, 

a fração sólida e líquida resultante do pré-tratamento por explosão de vapor de cascas de café, 

cuja melhor condição (120 °C, 60 mim, 2 bar) resultou em uma produção de 144,96 NmL CH4/g 

DQO com recuperação energética de 0,59 KWh/g cascas. 

Na literatura, pouco existe sobre a utilização de cascas de café para produção de biogás 

por meio de digestão anaeróbia. Esses estudos, em sua maioria, utilizam simultaneamente as 
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frações sólida e líquida, ou somente a fração sólida, geradas após o pré-tratamento. O uso 

apenas do hidrolisado obtido após a etapa de pré-tratamento oxidativo das cascas de café, além 

de servir para produção de energia (biogás), pode viabilizar a utilização da fração sólida como 

matéria-prima para produção de etanol, depois da mesma ser submetida a uma etapa de hidrólise 

enzimática e fermentação dos açúcares liberados. Portanto, este estudo pode contribuir com a 

geração de duas fontes de energia renovável (etanol e biogás) a partir de um resíduo agrícola. 

 

3.6 Hidrólise enzimática 

 

O grande desafio da biotecnologia moderna é o desenvolvimento de novos métodos para 

a produção de açúcares e bioetanol a partir de compostos contendo celulose (BEN’KO; 

MANISOVA; LUNIN, 2013). A biomassa lignocelulósica pode ser convertida em etanol por 

meio, principalmente, de dois processos: hidrólise da celulose contida no complexo 

lignocelulósico para produção de açúcares fermentescíveis e fermentação desses açúcares a 

etanol. A hidrólise é geralmente catalisada por enzimas conhecidas como celulases e a 

fermentação é realizada por leveduras ou bactérias (SUN; CHENG, 2002). 

O complexo enzimático denominado de celulase é composto, principalmente, por três 

enzimas: endoglucanases, celobiohidrolases (exoglucanases) e as β-glicosidases. Todas atuam 

na degradação das fibras de celulose, mas em partes distintas desse substrato. As enzimas 

endoglucanases atuam em regiões de baixa cristalinidade das fibras de celulose criando 

extremidades de cadeias livres, as celobiohidrolases degradam ainda mais a molécula, liberando 

as unidades de celobioses das extremidades das cadeias, enquanto as β-glucosidases hidrolisam 

a celobiose para produzir glicose (CANILHA et al., 2012; SUN; CHENG, 2002). 

No entanto, como já foi dito anteriormente, a presença de lignina e hemiceluloses no 

complexo lignocelulósico dificulta o acesso das celulases à celulose, o que prejudica a hidrólise 

enzimática. Por isso se faz necessária a etapa de pré-tratamento na biomassa lignocelulósica 

(ALVIRA et al., 2010). 

Após o pré-tratamento, a fração sólida, rica em celulose, passa pela etapa de hidrólise 

enzimática, na qual a celulose é convertida em glicose que será fermentada à etanol (NAIK et 

al., 2010). O rendimento da hidrólise é governado por muitos fatores, tais como: tipo de pré- 

tratamento do substrato, presença de inibidores oriundos do pré-tratamento na superfície das 

fibras, inibição da atividade enzimática pelos produtos finais da biodegradação, 

termoestabilidade das enzimas, concentração e adsorção do substrato, tempo de duração da 

hidrólise, pH do meio, concentração de substrato no meio e velocidade de agitação. 
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Consequentemente é necessário otimizar as condições de hidrólise para se obter um 

funcionamento satisfatório dos processos de sacarificação (CANILHA et al., 2012; SUN; 

CHENG, 2002; VALLANDER; ERIKSSON, 1985). 

 

3.7 Considerações sobre a revisão bibliográfica 

 

A partir da revisão da literatura é possível perceber que o Brasil gera elevadas quantidades 

de resíduos lignocelulósicos, dos quais as cascas de café se destacam pela elevada produção, 

estimada em 2,7 milhões de toneladas para o ano de 2017. A rica composição de tais resíduos 

torna-os desejáveis para utilização como matéria-prima em bioprocessos, visando à produção 

de bioenergia e bioprodutos de valor agregado. 

Como foi mencionado anteriormente, existem muitos estudos visando o aproveitamento 

das cascas de café como combustível em fazendas, ração animal, fermentação em estado sólido 

e líquido, produção de biodiesel e etanol de segunda geração. Alguns trabalhos as utilizam, 

ainda, no cultivo de fungos e leveduras e como matéria-prima para a produção de enzimas, 

ácidos orgânicos, compostos aromatizantes e cogumelos. Outras aplicações estudadas para 

estes resíduos incluem compostagem para gestão de resíduos sólidos, painéis aglomerados para 

construção, fertilizantes, adubo e até mesmo a produção de adsorventes. Porém, como foi 

reportado por OLIVEIRA e FRANCA (2015), muitas dessas aplicações não utilizam grandes 

quantidades de biorresíduo e ainda não são tão eficientes e adequadas para implementação. Para 

o bioetanol, por exemplo, não há registros de produção em larga escala e os processos precisam 

ser melhor estudados para então serem implementados. Dessa forma, ainda há uma necessidade 

de se buscar melhores alternativas e usos mais rentáveis para este resíduo. 

Devido ao pH ácido e à presença de compostos de difícil degradação, as cascas de café 

são resistentes à produção de metano via digestão anaeróbia e um pré-tratamento normalmente 

se faz necessário para melhorar o rendimento e tornar o processo mais rápido. Como pôde ser 

visto na literatura, poucos estudos foram feitos sobre o pré-tratamento das cascas de café 

visando a produção de biogás. Além disso, não existem trabalhos na literatura, até o presente 

momento, que utilizaram o pré-tratamento oxidativo para este fim. Ademais, não foi encontrado 

na literatura o uso do hidrolisado gerado no pré-tratamento oxidativo com ozônio das cascas de 

café para produção de energia. 

Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a eficiência da oxidação com ozônio 

no pré-tratamento de cascas de café visando à obtenção de hidrolisados susceptíveis à digestão 

anaeróbia para a produção de biogás (CH4 e H2), viabilizando, dessa forma, a utilização da 
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fração sólida como matéria-prima para produção de etanol de segunda geração, visto que é 

esperado que a lignina seja modificada quimicamente no pré-tratamento, diminuindo o seu 

efeito inibitório sobre a ação das enzimas. Além disso, espera-se que com a solubilização de 

parte das hemiceluloses e lignina, a fração sólida residual seja menos recalcitrante, 

proporcionando um maior rendimento na etapa de hidrólise enzimática.
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Fluxograma geral do projeto 

 

A Figura 12 mostra o fluxograma geral do projeto de mestrado contendo as etapas que 

foram realizadas durante o mesmo. 

 

Figura 12: Fluxograma esquemático das etapas realizadas no projeto de mestrado. 

 

 

4.2 Biomassa lignocelulósica 
 

A biomassa lignocelulósica utilizada no projeto foi a casca de café. Este resíduo foi 

coletado na fazenda Jangada, localizada no distrito de Criminoso, no município de Lavras-MG. 

As cascas foram previamente secadas (sob a luz solar) para remoção de umidade e, após a 

secagem, as mesmas foram armazenadas em sacos plásticos e acondicionadas em ambientes 

sem umidade. 
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4.3 Caracterização da biomassa lignocelulósica 

 

As cascas foram caracterizadas antes e após o pré-tratamento oxidativo. As análises 

físico-químicas empregadas estão detalhadas a seguir. 

 

4.3.1 Determinação do teor de umidade 

O teor de umidade das cascas de café foi determinado por meio de uma balança 

termogravimétrica OHAUS, modelo MB200. Para tanto, o equipamento aqueceu cerca de 0,9 

gramas de amostra até 105° C por um determinado tempo até que a variação do peso fosse 

mínima (menor que 5%). O procedimento foi realizado em triplicata e o cálculo para a 

determinação do teor de umidade foi feito de acordo com a Equação 1. 

 

𝑈 / (%) =
𝑚𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 −𝑚𝑠𝑒𝑐𝑎

𝑚𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
∗ 100 

Equação 1 

 

sendo U a umidade da amostra (%), mseca a massa seca (g) e mtotal a massa total (g) utilizada no 

teste. 

 

4.3.2 Determinação de Extrativos 

Extrativos são uma mistura de diferentes compostos químicos, incluindo resinas, 

proteínas, fito-esteróis, gorduras, graxas, sais e um número de hidrocarbonetos não voláteis em 

pequenas porções. Em análises de componentes, os extrativos interferem na quantificação da 

lignina, de forma que resíduos lignocelulósicos com grande conteúdo de extrativos devem 

passar pela etapa de extração previamente à caracterização (KARIMI; TAHERZADEH, 2016). 

As cascas de café brutas, previamente moídas (40-60 mesh), foram submetidas à extração 

em um extrator Soxhlet, utilizando uma mistura de solventes orgânicos, cicloexano/etanol (1:1, 

v/v), conforme a norma TAPPI T204 cm 97 modificada, utilizando cicloexano no lugar de 

benzeno. Essa metodologia foi aplicada apenas para a caracterização das cascas de café in 

natura para quantificação de extrativos. 

Para tanto, pesou-se 10,0000 g (em base seca) da biomassa e transferiu-se para um 

cartucho Soxhlet feito com papel filtro. Adicionou-se 125 mL de etanol e 125 mL de cicloexano 

em um balão volumétrico de 250 mL e, montou-se o sistema Soxhlet, onde procedeu-se com a 

extração por 48 horas. Após a etapa de extração, o cartucho com a biomassa foi lavado com 
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aproximadamente 100 mL de água destilada e em seguida foi colocado em estufa com 

circulação forçada de ar a 60 °C por 72 horas para secagem. Após a etapa de secagem, o 

cartucho com a biomassa livre de extrativos foi pesado. Retirou-se uma fração de 

aproximadamente 1,0 grama para fazer o teste de umidade e fez-se a correção para base seca. 

O cálculo do percentual de extrativos foi feito de acordo com a Equação 2. 

 

𝑇𝑒𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑒𝑥𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑣𝑜𝑠 / (%) = (
𝑚𝑖 −𝑚 𝑓

𝑚𝑖
)  𝑥 100  

Equação 2 

 

sendo que mi é a massa inicial da amostra de biomassa e mf é a massa de biomassa livre de 

extrativos, ambas em base seca. 

 

4.3.3 Determinação de inorgânicos (cinzas) 

Para a determinação de inorgânicos foi utilizada a norma TAPPI T211 om-02. Para tanto 

os cadinhos e suas tampas foram calcinados em mufla a 550°C por quatro horas. Logo após, os 

mesmos foram resfriados em dessecador, à temperatura ambiente, para sua pesagem em balança 

analítica. Uma massa de 1,0000 g de amostra, previamente moída (40-60 mesh) e livre de 

umidade, foi então colocada no cadinho, sendo esse procedimento realizado em triplicata. Os 

cadinhos foram aquecidos a 100°C e essa temperatura foi mantida por 1 hora. Logo após, 

aumentou-se a temperatura gradualmente de 50 em 50°C a cada 40 minutos (taxa de 

aquecimento de 1,25° C por minuto), para permitir a carbonização suave da amostra. Os 

cadinhos foram mantidos a 525°C por 4 horas e logo em seguida resfriados em dessecador, à 

temperatura ambiente (GURGEL, 2010). 

Dessa forma, o teor de inorgânicos foi determinado gravimetricamente e calculado 

utilizando a Equação 3. 

𝐼𝑛𝑜𝑟𝑔â𝑛𝑖𝑐𝑜𝑠 / (%) = (
𝑚𝑓

𝑚𝑖
) 𝑥 100 

Equação 3 

 

sendo que mf a massa final (após a calcinação) e mi a massa inicial de amostra livre de umidade. 
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4.3.4 Determinação do teor de lignina solúvel e insolúvel 

Para a determinação do teor de lignina da biomassa, deve-se considerar o teor de lignina 

solúvel e insolúvel. Para isso, utilizou-se o método Klason, de acordo com a Norma TAPPI 

T222 om-2 modificada. Essa etapa foi realizada para as cascas in natura (livres de extrativos) 

e para as cascas pré-tratadas como apresentado a seguir. 

Sabendo-se o teor de umidade, pesou-se 0,7133 g de amostra em base seca, previamente 

moída (40-60 mesh), e transferiu-se para um tubo de vidro autoclavável de 500 mL. Adicionou-

se 10,7 mL de solução de ácido sulfúrico 72% (1,64 g/mL) e manteve-se a suspensão sob 

agitação magnética por 2 horas. Esse período é chamado fase de condensação. Logo após a fase 

de condensação, prosseguiu-se para a fase de hidrólise, na qual adicionou-se 400 mL de água 

deionizada em cada tubo, fazendo com que a concentração do ácido passasse para 4% (m/m). 

Após a diluição do ácido, os tubos foram levados para a autoclave, previamente aquecida a uma 

temperatura de 121°C e pressão de 1 atm, onde permaneceram por 1 hora. 

Após a etapa de hidrólise, seguiu-se para a etapa de filtração, na qual a solução foi filtrada 

em cadinhos de placa sinterizada do tipo ASTM 10-15M. Os cadinhos foram previamente 

calcinados, a 550°C por 2 horas, para em seguida serem pesados e armazenados em dessecador 

até o início da filtração.  

Após a filtração, o material insolúvel foi lavado com 100 mL de água destilada, seco em 

estufa a 80°C por 4 horas e resfriado em dessecador para a pesagem. Após a pesagem, os 

cadinhos foram colocados em mufla com uma taxa de aquecimento de 2°C/mim até alcançar 

525°C. Nessa temperatura eles ficaram por 2 horas. Logo após, os cadinhos foram levados para 

um dessecador para resfriamento controlado e posterior pesagem. Nessa etapa, considerou-se 

que toda a matéria orgânica insolúvel era lignina (GURGEL, 2010; MARABEZI, 2009). O teor 

de lignina insolúvel foi determinado gravimetricamente e calculado de acordo com a Equação 

4. 

 

𝐿𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎 / (%) = (
𝑚𝑒−𝑚𝑚
𝑚𝑖

) 𝑥 100 

Equação 4 

 

em que me é a massa de amostra que saiu da estufa, mm é a massa de amostra que saiu da mufla 

e mi a massa inicial da amostra livre de umidade. Essa equação permite corrigir o teor de lignina 
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insolúvel pelo teor de inorgânicos, evitando contabilizar essa fração duas vezes no balanço de 

massa. 

O líquido proveniente da filtração foi diluído 15 vezes e posteriormente foi utilizado para 

quantificar a lignina solúvel de acordo com a metodologia adaptada (MARABEZI, 2009), na 

qual foram feitas medidas de absorbância em 215 nm e 280 nm. As concentrações de lignina 

solúvel foram então calculadas utilizando a Equação 5. 

 

𝐶/(
𝑔
𝐿⁄ ) =

(4,53 ∗ 𝐴𝑏𝑠@215) − 𝐴𝑏𝑠@280

300
 

Equação 5 

 

A Equação 5 é resultante da solução simultânea das equações 6 e 7: 

 

𝐴𝑏𝑠@280 = 0,68𝐶𝐷 + 18𝐶𝐿 

Equação 6 

 

𝐴𝑏𝑠@215 = 0,15𝐶𝐷 + 70𝐶𝐿  

Equação 7 

 

sendo que Abs@280 são valores de absorbância da solução a 280 nm, Abs@215 são valores de 

absorbância da solução a 215 nm, CD é a concentração de carboidratos (g/L) e CL é a 

concentração de lignina solúvel (g/L). Os valores 0,68 e 0,15 são as absortividades molares dos 

carboidratos em 280 nm e 215 nm, respectivamente. Os valores 18 e 70 são as absortividades 

molares da lignina solúvel em 280 e 215 nm, respectivamente. 

Para encontrar o valor da concentração de lignina solúvel em porcentagem em massa, foi 

utilizada a Equação 8. 

 

𝐶/(%) = (
(4,53 ∗ 𝐴𝑏𝑠@215) − 𝐴𝑏𝑠@280

300
) 𝑥 

𝑉

𝑚
 

Equação 8 

 

sendo que V e m são o volume da suspensão e a massa de amostra utilizadas no teste Klason, 

respectivamente. 
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4.3.5 Determinação do teor de celulose e hemiceluloses 

Os teores de celulose e hemiceluloses foram determinados por meio da análise 

cromatográfica dos componentes do hidrolisado gerado no método de determinação do teor de 

lignina insolúvel (Klason) das cascas de café. Para isso, foram quantificados os seguintes 

compostos no hidrolisado: celobiose, glicose, xilose, arabinose, ácido fórmico, ácido acético, 

2-furfuraldeído (FF) e 5-hidroximetil-2-furfuraldeído (HMF). 

As análises dos açúcares foram feitas em um cromatógrafo de fase líquida de alta 

eficiência (CLAE), equipado com um sistema binário de bombas (modelo LC-30AD 

Shimadzu®), amostrador automático, detector de índice de refração (RID-6A Shimadzu) e 

coluna Aminex HPX 87H (300 × 7.8 mm BIO-RAD). A fase móvel foi composta de ácido 

sulfúrico 5 mmol/L e o fluxo no qual a mesma foi bombeada para o sistema foi de 0,6 mL/min. 

A temperatura do forno (CTO-10A Shimadzu) na qual a coluna foi mantida foi de 45°C. 

As análises dos ácidos orgânicos e furfurais foram realizadas nas mesmas condições que 

as análises dos açúcares, porém com detecção diferente. Para estes compostos, a detecção foi 

feita com o auxílio de um detector UV-Vis (SPD-10AV Shimadzu) operado em canal duplo. O 

comprimento de onda para análise dos ácidos foi de 210 nm e para análise de FF e HMF foi de 

274 nm. 

Após as análises, as massas de celobiose e glicose foram convertidas em quantidade 

equivalente de glicana (celulose); as massas de xilose em xilana; as massas de arabinose em 

arabinana (hemiceluloses), e a massa de ácido acético convertida em grupos acetila. Além disso, 

os teores de HMF e FF foram convertidos em quantidade equivalente de glicana e xilana 

multiplicando-se a quantidade de HMF e FF pelos fatores de conversão 1,286 e 1,375, 

respectivamente. A conversão dos componentes do hidrolisado em celulose e hemiceluloses foi 

feita de acordo com as equações simplificadas 9 e 10 respectivamente, como descrito por 

GURGEL (2010). 

 

𝐶𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒

%
= {
[(0,95𝐶𝑐𝑒𝑙𝑜𝑏𝑖𝑜𝑠𝑒) + (0,9𝐶𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒) + (3,52𝐶á𝑐 𝑓ó𝑟𝑚𝑖𝑐𝑜) + (1,29𝐶𝐻𝑀𝐹)𝑥𝑉𝐻2𝑂+𝐻2𝑆𝑂4]

𝑚𝑖
} 𝑥 100 

Equação 9 

 

𝑃𝑜𝑙𝑖𝑜𝑠𝑒𝑠

%
= {
[(0,88𝐶𝑥𝑖𝑙𝑜𝑠𝑒) + (0,88𝐶𝑎𝑟𝑎𝑏𝑖𝑛𝑜𝑠𝑒) + (1,375𝐶𝑓𝑢𝑟𝑓𝑢𝑟𝑎𝑙)]𝑥 𝑉𝐻2𝑂+𝐻2𝑆𝑂4

𝑚𝑖
} 𝑥 100 

Equação 10 
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4.3.6 Balanço de massa 

O balanço de massa para os componentes das cascas de café foi calculado conforme a 

Equação 11 depois da quantificação dos mesmos.  

 

𝐵𝑎𝑙𝑎𝑛ç𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 / (%) = 𝐶 + 𝐻 + 𝐿 + 𝐼 + 𝐸  

Equação 11 

 

sendo que C é o teor de celulose; H é o teor de hemiceluloses; L é o teor de lignina total (solúvel 

+ insolúvel); I o teor de inorgânicos e E o teor de extrativos. 

 

4.4 Planejamento experimental 

 

Para entender e obter informações significativas a respeito da influência das variáveis 

operacionais (independentes) nas variáveis resposta (dependentes) durante o pré-tratamento 

oxidativo das cascas de café, fez-se o uso de um planejamento experimental Doehlert (PED). 

Para o pré-tratamento com ozônio, as principais variáveis operacionais são o conteúdo de 

água no reator, o tamanho da partícula e a concentração de ozônio na corrente gasosa (ZHENG 

et al., 2014); além disso, em pH básico, o processo deixa de ser ozonólise e passa a ser um 

POA. Dessa forma, as variáveis operacionais escolhidas para este trabalho foram pH, razão 

líquido sólido (RLS, mL/g) e carga de ozônio específica aplicada (COEA, mg O3/gcascas). A 

COEA é um valor que englobou a concentração de ozônio (mg/L), o fluxo de gás (L/min), o 

tempo de reação (min) e a massa de cascas de café usadas (g) para cada ensaio sendo que a 

concentração de ozônio foi fixada em 45 mg/L, o fluxo em 0,75 L/min, a massa de cascas em 

25 g e o tempo foi variado entre 5 a 60 minutos. 

As variáveis resposta foram as porcentagens de remoção de lignina, celulose e 

hemiceluloses, demanda química de oxigênio no hidrolisado (DQO, g/L), concentração de 

açúcares C5 e C6 (g/L) e potencial de produção de metano ou hidrogênio (NmL/g DQOaplicada). 

O tamanho de partícula foi mantido entre 40 e 60 mesh para que a mistura dentro do reator 

fosse homogênea. 

Foram realizados 19 experimentos de oxidação utilizando ozônio dissolvido como agente 

oxidante, sendo que 7 destes eram pontos centrais (replicatas). Os níveis (codificados e 

decodificados) de cada variável independente adotados no PED e as condições experimentais 

empregadas em cada ensaio de oxidação podem ser vistos na Tabela 5. As análises estatísticas 

foram realizadas com nível de significância de 95%.   
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Tabela 5: Níveis (codificados e decodificados) de cada parâmetro considerado no 

planejamento experimental Doehlert e as condições experimentais empregadas nos ensaios do 

pré-tratamento oxidativo das cascas de café. 

 

Variável Níveis 

pH 
    -0,817 0 0,817     

    3 7 11     

                

RLS (mL/g) 
  -1 -0,5 0 0,5 1   

  10 12,5 15 17,5 20   

                

COEA 

(mgO3/gcasca) 

-0,866 -0,577 -0,289 0 0,289 0,577 0,866 

6,75 19,14 31,49 43,88 56,26 68,61 81 

          

Ensaio RLS (mL/g) 

Carga de ozônio 

específica aplicada 

(mg O3/gcascas) 

pH 

1 20,0 43,88 7 

2 17,5 81,00 7 

3 17,5 56,26 11 

4 10,0 43,88 7 

5 12,5 6,75 7 

6 12,5 31,49 3 

7 17,5 6,75 7 

8 17,5 31,49 3 

9 12,5 81,00 7 

10 15,0 68,61 3 

11 12,5 56,26 11 

12 15,0 19,14 11 

13 15,0 43,88 7 

14 15,0 43,88 7 

15 15,0 43,88 7 

16 15,0 43,88 7 

17 15,0 43,88 7 

18 15,0 43,88 7 

19 15,0 43,88 7 
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4.4.1 Teste de Grubbs 

Para as respostas dos pontos centrais (replicatas), foi aplicado o teste de Grubbs afim de 

identificar outliers, ou seja, pontos cujo valor apresenta um grande afastamento da média. De 

acordo com o teste de Grubbs, quando um ponto é identificado como um outlier, ele deve ser 

descartado da análise (HARRIS, 2010). 

O teste consiste em comparar o valor obtido da Equação 12 com o valor correspondente 

na Tabela 6. Se o valor calculado for maior que o valor na tabela, o ponto questionável pode 

ser descartado sem comprometimento da análise estatística. 

 

𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜 =
|𝑣𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑞𝑢𝑒𝑠𝑡𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 − 𝑥̅|

𝑠
 

Equação 12 

Sendo: 

𝐺𝑐𝑎𝑙𝑐𝑢𝑙𝑎𝑑𝑜: Valor calculado para o teste de Grubbs 

Valor questionado: valor que se deseja questionar  

𝑥̅: média do conjunto de dados 

s: desvio padrão 

 

Tabela 6: Valores críticos de G para a rejeição do outlier. Fonte: Adaptado de (HARRIS, 

2010). 

Número de observações G (95% de confiança) 

4 1,463 

5 1,672 

6 1,822 

7 1,938 

8 2,032 

9 2,110 

10 2,176 

11 2,234 

12 2,285 

15 2,409 

20 2,557 



52 

4.4.2 Ferramenta estatística de desejabilidade 

Após a análise e entendimento dos resultados obtidos pelo PED, foi utilizada uma 

ferramenta estatística de desejabilidade, executada pelo programa Statística® (versão 12), com 

o objetivo de predizer os valores das variáveis independentes do sistema em função do nível de 

desejabilidade de cada variável dependente. Para cada variável foi atribuído um valor de 0 a 1 

sendo o valor 0 muito indesejável e 1 muito desejável. 

Neste trabalho, a ferramenta de desejabilidade foi usada com o objetivo de obter, após o 

pré-tratamento das cascas de café, uma fração sólida com condições propícias para produção 

de etanol de segunda geração e uma fração líquida com condições propícias à produção de 

biogás. Para tanto, foram escolhidas três condições para cada objetivo. Para a produção de 

etanol foi analisado o efeito da lignina na hidrólise enzimática, mantendo-se sempre uma 

elevada remoção de hemiceluloses e uma pequena remoção de celulose. Para a produção de 

biogás, foi analisado o efeito da lignina no hidrolisado, mantendo-se sempre elevada remoção 

de celulose e hemiceluloses. As pontuações de desejabilidade utilizadas para cada uma das 

variáveis dependentes podem ser vistas na Tabela 7. 

 

Tabela 7: Valores desejáveis de entrada do pré-tratamento oxidativo das cascas de café e 

valores de saída gerados pela ferramenta de desejabilidade. 

Ensaio 

Condições desejadas                                  

(valores de entrada) 

Condições decodificadas geradas pela 

ferramenta de desejabilidade               

(valores de saída) 

Remoção 

de 

lignina 

Remoção 

de 

celulose 

Remoção  

de 

hemiceluloses 

RLS 

(mL/g) 
pH 

Carga de ozônio 

específica aplicada 

(mg O3/g cascas) 

1 0 0 1 15,8 3 65,40 

2 0,5 0 1 14,2 3 73,20 

3 1 0 1 10 11 81,00 

4 0 1 1 20 11 81,00 

5 0,5 1 1 10 9 6,75 

6 1 1 1 10 11 18,50 

 

A partir das pontuações atribuídas a cada uma das três variáveis dependentes em cada 

uma das seis condições, a ferramenta de desejabilidade gerou os valores de saída para as 

variáveis independentes (RLS, pH e COEA) que retratam as condições de desejabilidade pré-

estabelecidas para respeitar os níveis almejados de remoção de lignina, celulose e 
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hemiceluloses. Em seguida, foram realizados os pré-tratamentos com as novas condições 

geradas pela ferramenta estatística de desejabilidade e, ao final, foram analisadas as 

composições dos hidrolisados e da fração sólida para se avaliar as remoções de celulose, 

hemiceluloses e lignina e verificar se a previsão foi satisfatória. 

 

4.5 Ensaios de oxidação para o pré-tratamento das cascas de café 

 

Os ensaios de oxidação foram realizados nas 19 condições do PED e posteriormente nas 

6 condições geradas pela ferramenta de desejabilidade. Para todos os ensaios, foi fixada uma 

amostra de 25,0000 g (em base seca) de cascas de café, previamente moída (40-60 mesh). Essa 

amostra foi submetida a oxidação em um reator de mistura completa, operando em batelada 

com alimentação contínua de ozônio, de acordo com as condições geradas pelo PED e pela 

desejabilidade. O reator foi confeccionado em vidro, com volume de 500 mL e possui uma 

tampa com entrada para a corrente de ozônio, a qual passa por uma pedra porosa para melhor 

distribuir o gás no meio e uma saída para o ozônio não absorvido pela biomassa que é 

direcionada a um frasco contendo solução de KI (2g/L). 

O ozônio gasoso foi obtido por meio de um gerador de ozônio de descarga elétrica modelo 

O&L3.0RM fornecido e calibrado pela empresa Ozone & Life, com capacidade de produção 

de 3 g O3/h, usando como gás de alimentação oxigênio de pureza 99,99%. O equipamento 

permite regular a concentração de ozônio produzida com um dosador de frequência e com um 

regulador da vazão de oxigênio adaptável no cilindro (0 até 2 L/min), gerando assim 

concentrações na faixa de 3 até 54 mg O3/L. 

O ozônio residual (não absorvido) foi borbulhado em uma solução de iodeto de potássio 

(KI, 2 g/L) para ser convertido em O2 antes de seu lançamento no ambiente, permitindo, assim, 

a quantificação do ozônio residual ao final do pré-tratamento. A Figura 13 ilustra o aparato 

experimental utilizado. 
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Figura 13: Esquema do aparato experimental utilizado no pré-tratamento das cascas de 

café. 

 

 

4.6 Quantificação de ozônio 

 

No final de cada ensaio havia ozônio gasoso residual na corrente de saída, ou seja, nem 

todo ozônio enviado ao reator estava efetivamente sendo utilizado até o final do pré-tratamento 

e como cada ensaio utilizou um tempo diferente, também consumiu uma quantidade de ozônio 

diferente, de forma que foi necessário fazer a quantificação do ozônio gasoso residual (não 

absorvido) ao final do teste. Esta quantidade, subtraída da carga afluente, indica a quantidade 

efetiva de ozônio que estava reagindo com a biomassa naquele tempo. 

A quantificação do ozônio gasoso foi feita de acordo com o método semi-batelada de 

demanda de ozônio, como descrito no Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater (APHA; AWWA; WWE, 2005). O método consiste em titular a solução de KI, 

com um padrão de tiossulfato de sódio (Na2S2O3, 0,1 mol/L) logo após a absorção do ozônio 

residual. Para isso, adicionou-se 10 mL de uma solução de ácido sulfúrico (1 mol/L) em um 

frasco Erlenmeyer, juntamente com a solução de KI (250 mL) contendo o ozônio residual e 

procedeu-se a titulação. Quando a cor amarela estava quase desaparecendo, adicionou-se cerca 

de 1 mL de indicador de amido e continuou-se a titulação até que a cor amarela desaparecesse 

por completo. 
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A reação entre o ozônio e o íon iodeto da solução de KI é resultado da oxidação do íon 

pelo ozônio formando iodo molecular, como pode ser visto na equação química (1):  

 

𝑂3(𝑔) + 2𝐼
−
(𝑎𝑞) + 𝐻2𝑂 →  𝐼2(𝑎𝑞) + 𝑂2(𝑔) + 2𝑂𝐻

−
(𝑎𝑞) 

(1) 

A estequiometria desta reação é preservada quando conduzida em meio ácido, por isso é 

adicionado ao frasco a ser titulado, 10 mL da solução de ácido sulfúrico (1 mol/L) (APHA; 

AWWA; WWE, 2005). O iodo liberado é titulado com a solução de tiossulfato de sódio 

(Na2S2O3) usando indicador de amido para acentuar o ponto final da titulação (equação química 

(2)). 

𝐼2(𝑎𝑞) + 2𝑆2𝑂3
2−

(𝑎𝑞)
→ 2𝐼−(𝑎𝑞) + 𝑆4𝑂6

2−
(𝑎𝑞)

 

(2) 

O cálculo da quantidade de ozônio gasoso que reagiu com a amostra foi dado pela 

Equação 13 (APHA; AWWA; WWE, 2005) 

 

𝐷𝑒𝑚𝑎𝑛𝑑𝑎 𝑑𝑒 𝑜𝑧ô𝑛𝑖𝑜 / (
𝑚𝑔

min
) = 𝐷𝑜𝑠𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑜𝑧ô𝑛𝑖𝑜 (

𝑚𝑔

min
) − (

𝑉 𝑥 𝐶 𝑥 0,5𝑀𝑀

𝑡
)     

Equação 13 

 

sendo: 

Dose inicial de ozônio = carga afluente de ozônio enviada ao reator 

V= Volume de titulante (L) 

C = concentração da solução de tiossulfato de sódio (mol/L) 

MM = massa molecular do ozônio (mg) 

t = tempo de contato (min) 

 

4.7 Caracterização do hidrolisado obtido no pré-tratamento e identificação de 

subprodutos 

 

Após o pré-tratamento, a fração líquida liberada foi caracterizada em termos de 

monossacarídeos (glicose, xilose, arabinose), ácidos orgânicos e produtos de degradação de 

sacarídeo (HMF e FF) como descrito na seção 4.3.5. A concentração de carbono orgânico 
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dissolvido (COD) nos hidrolisados foi determinada utilizando um equipamento analisador de 

carbono orgânico total (COT) solúvel modelo TOC-L CSH/CSN da marca SHIMADZU. 

  

4.8 Demanda Química de Oxigênio (DQO) filtrada  

 

As análises de DQO foram realizadas de acordo com o método colorimétrico de refluxo 

fechado, como descrito no Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 

(APHA/AWWA/WEF, 2005). Para a análise de DQO, as amostras (em triplicatas) foram 

aquecidas em termoreator Dry Block MA 4004, Marconi (por 2 horas a 148 °C). Após seu 

completo resfriamento, as amostras foram então analisadas em espectrofotômetro HP UV-vis, 

modelo 8453, em comprimento de onda de 610 nm. 

 

4.9 Ensaios de produção de metano e hidrogênio 

 

Os potenciais de produção bioquímica de metano (PBM) e hidrogênio (PBH) foram 

avaliados por meio de ensaios de digestão anaeróbia em batelada, utilizando a fase líquida 

(hidrolisados) gerada no pré-tratamento das cascas de café com ozônio nas condições geradas 

pela ferramenta estatística de desejabilidade (Tabela 7). Foram avaliadas a produção de biogás 

em batelada por processos de um estágio (metanogênico) ou de dois estágios (acidogênico 

seguido de metanogênico). No processo de digestão anaeróbica de dois estágios foi possível 

avaliar se a etapa acidogênica atuou como uma etapa de hidrólise e biodetoxificação, 

produzindo hidrogênio e melhorando a etapa subsequente de produção de metano. Na Figura 

14 é apresentado um fluxograma com o resumo do que foi feito durante os testes de PBM e 

PBH. 
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Figura 14: Fluxograma dos testes de digestão anaeróbia em batelada para produção de 

metano e hidrogênio. 

 

 

4.9.1 Potencial de produção bioquímica de metano (PBM) em uma única fase 

Os testes de PBM em uma única fase foram realizados em frascos de vidro âmbar de 275 

mL, dos quais 150 mL correspondiam ao volume útil de líquido e 125 mL ao volume vazio 

acima da coluna de líquido (head space). Os testes foram feitos em duplicata, sendo que para 

cada condição, um teste controle (sem substrato) também foi feito a fim de se verificar a 

atividade metanogênica do inóculo. 

Os frascos foram preenchidos com o hidrolisado obtido no pré-tratamento das cascas de 

café, solução nutriente contendo bicarbonato de sódio (tampão) e micro e macro nutrientes 

como descrito por ANGELIDAKI et al. (2009) e inóculo, de forma que foi mantida uma relação 

alimento/microrganismo de 0,7 gDQO/gSSV. Esta relação foi obtida a partir de um estudo 

preliminar, realizado pelo grupo de pesquisa, no qual variou-se este valor em três níveis (0,4; 

0,7 e 1,0 gDQO/gSSV). 

Para a preparação do inóculo, foi feita uma mistura de estrume bovino e lodo anaeróbio, 

mantendo-se uma relação de 1:1 (m/m) baseado em testes realizados anteriormente pelo grupo 

de pesquisa (LIMA et al., 2017) presumindo que o estrume já possuía, em seu consórcio 

microbiano, microrganismos anaeróbios adaptados a frações hidrolisadas de resíduos 

lignocelulósicos. O estrume foi coletado em uma fazenda localizada em Conselheiro Lafaiete, 
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Minas Gerais, e o lodo foi proveniente de um reator UASB alimentado com esgoto sanitário e 

operado em escala de demonstração no Centro de Pesquisa e Treinamento em Saneamento 

(CePTS) UFMG-COPASA, localizado na Estação de tratamento de Esgoto (ETE) Arrudas, na 

cidade de Belo Horizonte, MG.  

Após a inoculação, os frascos foram purgados com N2(g) durante 3 min e fechados 

hermeticamente com tampa de borracha e lacre de alumínio. Este procedimento foi feito em 

duplicata para cada condição, sendo os frascos mantidos em incubadora Shaker (Thoth® e 

modelo 6440) sob controle de agitação constante de 150 rpm, para favorecer uma melhor 

transferência de massa, e sob temperatura de 35°C (na faixa mesofílica), almejando maximizar 

as atividades das bactérias metanogênicas. O pH dos frascos foi ajustado para a faixa de 6,9 a 

7,2 adicionando-se NaOH ou HCl quando necessário. 

A produção de biogás (CH4) foi avaliada medindo-se a pressão acumulada no interior dos 

frascos. As amostras de biogás foram tomadas usando uma seringa de vidro esmerilhado e 

injetadas em um cromatógrafo de fase gasosa acoplado a um detector de condutividade térmica 

(CG-DCT) (JUNG; THEATO, 2012). Os valores da concentração dos gases foram corrigidos 

para condições normais de temperatura e pressão (CNTP) (1 atm., 273 K) usando a teoria dos 

gases ideais. As amostras foram tomadas, inicialmente, de 8 em 8 horas, e após o sistema entrar 

na fase de produção exponencial, uma vez cada 24 horas até a finalização dos testes, quando a 

produção acumulada de CH4 ficou constante (variação menor que 1%).  

 

4.9.2 Potencial de produção bioquímica de hidrogênio (PBH) 

Os testes de PBH foram realizados da mesma forma que os testes de PBM, porém, 

manteve-se uma relação alimento/microrganismo de 1,8 (gDQO/gSSV) (FOSSALUZA, 2014). 

A fonte de inóculo para os testes de PBH foi a mesma usada nos testes de PBM, porém, 

a mistura lodo-estrume passou por uma etapa de pré-tratamento térmico a 90°C, por 10 min em 

banho maria termostatizado (SOLAB®), que objetivou inativar os microrganismos 

consumidores de hidrogênio (arqueias metanogênicas) e selecionar microrganismos produtores 

de hidrogênio, uma vez que esses têm a capacidade de esporular e, por isso, resistem ao 

tratamento térmico (LAZARO, 2012).  

 

4.9.3 Potencial de produção bioquímica de metano (PBM) – duplo estágio 

Os testes de PBM em duplo estágio foram realizados com o sobrenadante obtido dos 

frascos de PBH. Após os testes anaeróbios acidogênicos, cada frasco de vidro foi aberto e a 
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fração líquida restante foi separada da fase sólida por meio de centrifugação a 3.600 rpm durante 

15 minutos. Uma parte da fração líquida foi separada para caracterização da quantidade de 

açúcares e DQO, enquanto outra parte foi usada para os testes metanogênicos, como descrito 

na seção 1.8.1, porém substituindo o hidrolisado pelo sobrenadante do PBH. 

 

4.9.4 Potencial de produção bioquímica de metano (PBM) com adição de carvão 

ativado 

Na tentativa de maximizar a produção bioquímica de metano, foi utilizado carvão ativado 

em pó (Synth®) nos frascos de PBM a fim de adsorver possíveis compostos recalcitrantes ao 

tratamento biológico. 

Os testes de PBM com carvão ativado foram realizados com o hidrolisado da condição 

que mais produziu metano nos testes de PBM em uma única fase. Foram preparados 4 frascos 

da mesma forma que nos testes de PBM, porém, foi adicionado 0,6 g de carvão ativado em pó 

em dois destes frascos, mantendo-se a dose de 4 g/L de carvão ativado como no trabalho de 

BAÊTA et al. (2012). Um teste controle (sem substrato) também foi feito a fim de se verificar 

a atividade metanogênica do inóculo. 

 

4.10  Análise cinética 

 

A frequência das medidas de concentração de biogás nos testes de PBM e PBH teve como 

objetivo permitir a modelagem da cinética de produção dos biocombustíveis de interesse 

(metano ou hidrogênio) mediante a digestão anaeróbia dos hidrolisados das cascas de café pré-

tratadas oxidativamente com ozônio. 

Para a análise cinética e modelagem foi utilizada a ferramenta Solver do Microsoft Office 

Excel por meio da qual os dados de produção de biogás foram ajustados com quatro modelos 

de cinética: primeira ordem, Gompertz-modificado, exponencial de duas fases e múltiplos 

estágios. A qualidade de ajuste foi avaliada levando em consideração as seguintes funções de 

erro: coeficiente de determinação (R²), erro quadrático médio (RMSE), erro quadrático médio 

normalizado (NRMSE) e o critério de informação de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1973; 

MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003). Dessa forma, o modelo que melhor descreveu a 

produção de biogás pôde ser escolhido. 

O modelo de Primeira ordem (Equação 14) considera a hidrólise do substrato como a 

etapa limitante do processo (DONOSO-BRAVO; PÉREZ-ELVIRA; FDZ-POLANCO, 2010). 
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No entanto, este modelo não permite estimar a taxa específica de produção de biogás e nem a 

fase lag. 

𝑃 = 𝑃0[1 − exp (−𝑘𝑡)] 

Equação 14 

sendo: 

P = rendimento de biogás acumulado (NmL biogás x g DQOaplicada
 -1);  

P0 = rendimento máximo de biogás (NmL biogás x g DQOaplicada
 -1);  

k = constante da taxa de produção de metano (horas -1) 

t = tempo de incubação (horas); 

 

 

O modelo de Gompertz modificado (Equação 15) é um modelo com fundamentação 

empírica e amplamente utilizado para expressar a produção de biogás em reatores anaeróbios 

(BAÊTA et al., 2016a, 2016b). Esse modelo permite a determinação de parâmetros importantes 

da digestão anaeróbia como a fase lag, taxa específica máxima de produção de biogás (μm) e 

sua produção máxima acumulada (P0) (ZWIETERING et al., 1990). 

 

𝑃 = 𝑃0 𝑒𝑥𝑝 {−𝑒𝑥𝑝 [
𝜇𝑚𝑒

𝑃0
(𝜆 − 𝑡) + 1]} 

Equação 15 

 

sendo: 

P = rendimento de biogás acumulado (NmL biogás x g DQOaplicada
 -1);  

P0 = rendimento máximo de biogás (NmL biogás x g DQOaplicada
 -1);  

t = tempo de incubação (horas); 

λ = fase lag (horas);  

μm = taxa máxima de produção de biogás (NmL biogás x hora-1 x g DQOaplicada
 -1); 

e = constante de Euler (2,71828) 

 

O modelo exponencial de duas fases (Equação 16) também é usado para monitorar 

processos anaeróbios e considera que a produção de biogás pode ocorrer em dois ou mais 

estágios. O modelo descreve a conversão do substrato a biogás para cada fase, desconsiderando 

a interação entre elas (LIMA et al., 2017(submetido); PELLERA; GIDARAKOS, 2016).  
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𝑃 = 𝑃1[1 − exp (−𝐾1𝑡)] + 𝑃2[1 − 𝑒𝑥𝑝 (−𝐾2𝑡)] 

Equação 16 

 

sendo: 

Pn = produção de biogás acumulada da fase n (NmL biogás x g DQOaplicada
 -1); 

kn = constante cinética para a fase n (hora -1) 

 

O modelo de múltiplos estágios (Equação 17) descreve o comportamento da produção de 

biogás considerando diferentes substratos, estágios e suas interações. Tal modelo explica a 

produção de biogás de materiais lignocelulósicos em estágios distintos e considera a interação 

entre cada estágio para a produção total de biogás (LIMA et al., 2017 (submetido); LÓPEZ et 

al., 2011). 

 

𝑃 = 𝐴𝑆[1 − 𝑒𝑥𝑝 (−𝐾1𝑡)] + 𝐴𝐼[1 − 𝑒𝑥𝑝 (−𝐾2𝑡)] + 𝐴𝐼𝑆 [1 −
𝑘2 exp(−𝐾1𝑡)

𝐾2 − 𝑘1
−
𝑘1𝑒𝑥𝑝 (−𝐾2𝑡)

𝐾1 − 𝑘2
 ] 

Equação 17 

 

sendo As, AI e AIS a produção de biogás acumulada em cada estágio (NmLbiogás g DQOaplicada 
-1) 

e K1 e K2 as taxas de constantes cinéticas (hora -1). 

 

Os valores de RMSE (Equação 18) e NRMSE (Equação 19) representam o desvio entre os 

valores preditos pelo modelo e os valores experimentais, ou seja, quanto menor o valor de 

RMSE e NRMSE, menor é o desvio e, consequentemente, melhor é o modelo (EL-MASHAD, 

2013).  

𝑅𝑀𝑆𝐸 = √
∑ (𝑌𝑖 𝑒𝑥𝑝 − 𝑌𝑖𝑒𝑠𝑡)2𝑖

𝑛
 

Equação 18 

 

𝑁𝑅𝑀𝑆𝐸 = [
𝑅𝑀𝑆𝐸

𝑌𝑚á𝑥−𝑌𝑚𝑖𝑛
] 𝑥100 

Equação 19 

 

sendo: 
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Yi exp =dados experimentais; 

Yiest = dados estimados pelo modelo; 

n = número de pontos experimentais; 

Ymáx = máximo valor experimental; 

Ymin = mínimo valor experimental 

 

O AIC (Equação 20) é um método para comparar modelos e prever qual modelo melhor 

descreve os dados experimentais obtidos. Para tanto, o melhor modelo resultará no menor valor 

de AIC (MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003). 

 

𝐴𝐼𝐶 = 𝑁 ∗ 𝑙𝑛 (
𝑆𝑆

𝑁
) + 2𝑘 

Equação 20 

 

Sendo: 

N = número de pontos experimentais; 

SS = soma quadrática dos resíduos; 

k = número de parâmetros do modelo 

 

4.11  Ensaios de hidrólise enzimática 

 

A fração sólida gerada no pré-tratamento oxidativo das cascas de café foi submetida a 

ensaios de hidrólise enzimática. Os testes foram realizados em frascos Erlenmeyer de 25 mL 

mantidos sobre agitação (150 rpm) em uma incubadora orbital da marca New Brunswick 

Scientific®, mantida a 50°C por 72 horas. A razão líquido-sólido aplicada nos ensaios foi de 

10:1 (mL/g), sendo a massa da fração sólida de 1,0000 g em base seca. O pH do meio reacional 

foi mantido em 4,8 com tampão citrato 0,05 mol/L. 

Foram utilizados dois coquetéis enzimáticos comerciais gentilmente cedidos pela 

Novozymes® denominados de Cellic CTec2 e Cellic HTec2 na proporção 85:15%, 

respectivamente. A determinação da atividade do coquetel Cellic CTec 2 (323,6 FPU.mL-1) foi 

realizada de acordo com Ghose (1987) recomendada pela IUPAC. A atividade da β-glicosidase 

(1690,1 UI.mL-1) foi determinada pela metodologia descrita por Visser et al., 2013. A celulase 

(Cellic CTec2) foi aplicada em uma concentração de 10 FPU/gcascas (base seca) e a β-glicosidase 

(Cellic Htec2) em uma concentração de 52,2 UI/gbagaço (base seca). 
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Nos frascos Erlenmeyer foram adicionadas as amostras dos resíduos lignocelulósicos 

juntamente com a solução de enzima e solução tampão. Para evitar qualquer tipo de danos 

biológicos, como crescimento de fungos durante os ensaios, foi introduzida, em cada frasco 

Erlenmeyer uma pequena massa de azida sódica (0,02% m/v). 

Após 72 horas de incubação a atividade enzimática foi interrompida pela imersão dos 

frascos Erlenmeyer em banho de gelo por 30 min. As amostras foram então centrifugadas (4.500 

rpm por 15 min) e parte da fração líquida foi filtrada em membrana 0,45 µm para posterior 

análise de açúcares fermentescíveis (celobiose, glicose, xilose e arabinose) pelo método 

cromatográfico descrito na seção 4.3.5. 

 

4.12 Balanço de energia 

 

Foi realizado um balanço de energia para todos os ensaios de digestão anaeróbia 

utilizando os hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo das cascas de café sob as 

condições de desejabilidade. Para tanto, foi considerado que o CH4 e o H2 possuem poder 

calorífico inferior (PCI) de 34,5 MJ/Nm³ e 10,8 MJ/Nm³, respectivamente, sendo possível 

quantificar a energia na saída do sistema levando-se em conta as produções de metano e 

hidrogênio e considerando uma eficiência de queima de 90% (ADARME et al., 2017). De 

acordo com TRAVAINI et al. (2016), a produção de 100 g de ozônio requer 1,65 MJ de energia, 

dessa forma, com os valores da carga de ozônio aplicada em cada ensaio de pré-tratamento, foi 

possível quantificar a energia gasta na entrada do sistema. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Efeito do pré-tratamento oxidativo na composição das cascas de café 

 

A caracterização química das cascas de café in natura foi realizada em base seca (% em 

peso) e apresentou os seguintes resultados médios: 32,5% ± 1,1 de celulose, 20,8% ± 0,5 de 

polioses (hemiceluloses), 27,1% ± 0,8 de lignina, 22,0% ± 1,6 de extrativos e 4,5% ± 1,7 de 

cinzas. A composição química das cascas de café, reportada por alguns autores, varia muito, 

como pôde ser visto na Tabela 1 (ver seção 3.3.1). Segundo PANDEY et al (2000) tais 

diferenças podem ser decorrentes do tipo de processamento, das diferentes variedades de 

cultivos e das condições de cultura, além da falta de metodologias analíticas padronizadas para 

caracterização deste material. De qualquer forma, observa-se que a caracterização das cascas 

de café obtidas neste trabalho está dentro da faixa de valores reportada na literatura (celulose: 

24,5 a 43%; hemiceluloses: 7 a 29,7%; lignina: 9 a 30,2%; cinzas: 3 a 10,7%). 

Vale ressaltar que, em análise de componentes, os extrativos interferem na quantificação 

da lignina, de forma que os resíduos lignocelulósicos com grande conteúdo de extrativos devem 

passar pela etapa de extração previamente à caracterização (KARIMI; TAHERZADEH, 2016). 

Como ainda não há uma metodologia específica para a quantificação de extrativos das cascas 

de café, foi utilizada a extração com cicloexano e etanol, como feito para bagaço de cana por 

MARABEZI, (2009). Além disso, na análise cromatográfica, os picos de xilose e frutose são 

muito próximos, fazendo com que os valores de concentração destes componentes não sejam 

tão precisos. Tais fatores podem ter contribuído com o erro no fechamento do balanço de massa 

(106,9%). 

O pré-tratamento oxidativo realizado na casca de café teve como objetivo principal 

solubilizar as hemiceluloses e a lignina, de forma a gerar uma fração sólida rica em celulose 

(que poderia ser direcionada à produção de etanol 2G após sua hidrólise enzimática) e uma 

fração líquida residual que poderia ser utilizada para recuperação de energia via produção de 

biogás (metano e hidrogênio). O planejamento experimental utilizado no referido pré-

tratamento oxidativo é apresentado na Tabela 8. 

A Tabela 8 apresenta as condições experimentais geradas pelo planejamento experimental 

Doehlert (PED) bem como o tempo de reação e a carga de ozônio residual ao final do ensaio. 

Além disso, a Tabela 8 apresenta os dados da composição das cascas de café pré-tratadas com 
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ozônio juntamente com o rendimento do processo, a perda de massa e a composição do 

hidrolisado gerado no pré-tratamento. 

A carga de ozônio específica aplicada (COEA, mg O3/g cascas) englobou a concentração 

de ozônio (mg/L), o fluxo de gás (L/min), o tempo de reação (min) e a massa de cascas de café 

usadas (g) para cada ensaio. A concentração de ozônio foi fixada em 45 mg/L, o fluxo em 0,75 

L/min e a massa de cascas em 25 g, de forma que foi possível determinar o tempo de reação em 

cada ensaio. Estes valores foram escolhidos por meio de testes preliminares levando-se em 

conta o volume do reator, a capacidade de mistura, a capacidade de quantificação do ozônio 

residual e resultados obtidos em trabalhos que utilizaram POA em biomassa lignocelulósica, 

como no trabalho de ADARME (2015). 

Visto que as cascas de café constituem um material complexo, os resultados de balanço 

de massa observados na Tabela 8 para tal material pré-tratado foram coerentes e os valores 

fecharam entre 94-101%. 

O planejamento experimental Doehlert (PED) foi utilizado devido à sua alta eficiência e 

necessidade de poucos pontos experimentais para sua aplicação. Além disso, cada variável pôde 

ser estudada em diferentes números de níveis, como pôde ser visto na Tabela 5, característica 

importante quando se tem interesse que alguns fatores sejam estudados em quantidades maiores 

ou menores de níveis (NOVAES et al., 2017). Neste trabalho, o pH, a RLS e a COEA foram 

variados em três, cinco e sete níveis respectivamente. 

Com base nos resultados da Tabela 8, foi possível observar que as condições de 

ozonização que levaram à maior remoção de lignina e hemiceluloses foram àquelas utilizadas 

no ensaio 12: RLS 15 mL/g, pH 11 e COEA 19,14 mg O3/g cascas. Era esperado maiores 

remoções destes compostos nos ensaios com pH alcalino devido ao fato de que neste pH o 

processo é considerado um POA, então os resultados corresponderam às expectativas, muito 

embora a alta remoção de celulose possa prejudicar a produção de etanol celulósico. Pensando 

no consumo de ozônio, é válido destacar que este ensaio teve tempo de duração relativamente 

baixo (14,2 minutos), o que contribui economicamente para o processo, levando-se em conta 

que a geração de ozônio demanda gasto de energia. Em relação ao consumo de água, o ideal 

seria o menor gasto possível, porém, o ensaio 12 utilizou valor médio, visto que a RLS variou 

entre 10 e 20 mL/g. 
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*A demanda de ozônio pela biomassa é a quantidade de ozônio que estava reagindo com a biomassa ao final do teste. 

Tabela 8: Condições experimentais de pré-tratamento oxidativo das cascas de café geradas pelo planejamento experimental Doehlert e composição das 

cascas de café pré-tratadas nestas condições. 

Ensaio 

Condições experimentais 
Composição da fração sólida após           

pré-tratamento 
Efeito do pré-tratamento 

Caracterização da 

fração líquida 

RLS 

(mL/g) 
pH 

Carga de ozônio 

específica 

aplicada               

(mg O3/g cascas) 

Tempo 

(min) 

Demanda de 

ozônio pela 

biomassa ao 

final do teste*              

(mg O3/g 

cascas) 

Celulose   

(%) 

Lignina   

(%) 

Hemiceluloses   

(%) 

Balanço 

de   

massa    

(%) 

Remoção 

Celulose   

(%) 

Remoção 

Lignina 

(%) 

Remoção 

Hemiceluloses   

(%) 

Perda 

de 

massa 

(%) 

DQO 

hidrolisado 

(g/L) 

Açúcares 

totais       

(g) 

1 20,0 7 43,88 32,5 34,59 49,11 28,79 22,12 100,03 2,73 31,56 31,60 35,71 13,37 2,71 

2 17,5 7 81,00 60,0 39,71 48,30 28,67 22,68 99,65 14,38 39,02 37,23 42,46 20,56 3,19 

3 17,5 11 56,26 41,7 41,88 46,42 29,41 22,95 98,77 13,22 34,02 33,01 39,31 18,53 3,09 

4 10,0 7 43,88 32,5 30,03 43,00 29,50 22,09 94,60 17,89 32,39 34,13 38,02 29,43 3,22 

5 12,5 7 6,75 5,0 5,22 42,47 30,50 22,29 95,26 18,58 29,83 33,30 37,77 24,37 3,31 

6 12,5 3 31,49 23,3 8,01 47,58 31,33 21,76 100,66 2,51 22,97 30,39 33,49 21,89 3,00 

7 17,5 7 6,75 5,0 4,94 46,50 31,27 22,36 100,13 6,62 24,65 29,89 34,81 15,35 2,82 

8 17,5 3 31,49 23,3 3,17 46,75 32,15 21,58 100,48 1,74 18,91 29,19 31,77 16,35 3,46 

9 12,5 7 81,00 60,0 23,54 48,54 28,80 22,83 100,17 8,41 34,79 32,75 38,75 25,40 3,11 

10 15,0 3 68,61 50,8 14,70 46,29 32,34 21,21 99,84 14,42 28,27 38,79 40,00 20,44 3,46 

11 12,5 11 56,26 41,7 46,95 45,79 28,91 23,20 97,89 20,94 40,11 37,46 43,96 26,51 3,08 

12 15,0 11 19,14 14,2 17,61 46,18 30,34 21,42 97,93 31,55 46,03 50,43 51,88 23,26 2,88 

13 15,0 7 43,88 32,5 11,10 46,52 30,43 20,87 97,82 11,15 30,25 37,76 38,00 18,58 3,18 

14 15,0 7 43,88 32,5 17,87 44,54 29,28 20,83 94,65 9,71 28,78 34,07 34,20 19,93 3,14 

15 15,0 7 43,88 32,5 15,30 46,66 30,95 21,20 98,81 9,90 28,29 36,07 33,36 18,20 2,96 

16 15,0 7 43,88 32,5 16,87 49,25 30,27 21,77 101,28 14,11 36,66 40,73 43,39 20,65 2,87 

17 15,0 7 43,88 32,5 21,14 48,16 30,77 21,96 100,88 9,59 30,70 35,64 39,07 21,44 3,11 

18 15,0 7 43,88 32,5 18,45 46,78 30,51 21,53 98,82 5,23 25,83 31,90 33,71 17,16 3,02 

19 15,0 7 43,88 32,5 17,57 49,48 29,77 21,86 101,11 13,29 37,40 40,18 43,11 18,21 3,25 
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Para entender, com base estatística, a influência das variáveis experimentais nos 

resultados de remoção de lignina, celulose e hemiceluloses apresentados anteriormente foi feita 

a análise de variância (ANOVA), na qual, por meio dos p-valores, foi possível verificar qual 

efeito padronizado teve maior influência nas variáveis dependentes (VD). Após realização dos 

experimentos e obtenção das respostas relacionadas a cada ponto experimental foi ajustada uma 

função matemática com o objetivo de descrever o comportamento das respostas de acordo com 

a variação dos níveis das variáveis independentes por meio da ANOVA com 95% de 

confiabilidade. Os coeficientes de regressão (Tabela 9) possibilitaram a construção de um 

modelo matemático para cada variável dependente, que permitiu avaliar o comportamento 

destas e então fazer predições da variável de resposta. Para tanto, a Equação 21 gera uma 

superfície de resposta para cada variável dependente. 

 

𝑉𝐷 = 𝑏0 + 𝑏1(𝑅𝐿𝑆) + 𝑏2(𝐶𝑂𝐸𝐴) + 𝑏3(𝑝𝐻) + 𝑏11(𝑅𝐿𝑆
2) + 𝑏22(𝐶𝑂𝐸𝐴

2) + 𝑏33(𝑝𝐻
2)

+ 𝑏12(𝑅𝐿𝑆𝑥𝐶𝑂𝐸𝐴) + 𝑏13(𝑅𝐿𝑆𝑥𝑝𝐻) + 𝑏23(𝐶𝑂𝐸𝐴𝑥𝑝𝐻) 

Equação 21 

 

Tabela 9: Coeficientes de regressão para variáveis dependentes consideradas no 

planejamento Doehlert e coeficiente de correlação R². 

 

Coeficientes de 

Regressão 
Fatores 

Remoção 

de    

lignina 

Remoção      

de 

hemiceluloses 

Remoção 

de 

celulose 

b0 Média das respostas 13,17767 -26,968 -3,00194 

b1 RLS -1,54517 4,3701 -0,83537 

b11 RLS2 0,03391 -0,1504 -0,0047 

b2 COEA 0,04800 0,4105 -0,24108 

b22 COEA2 0,00053 -0,0017 0,00116 

b3 pH 6,16239 5,7253 7,70175 

b33 pH2 0,01805 0,0679 0,20667 

b12 RLS × COEA 0,02533 0,0212 0,04827 

b13 RLS × pH -0,12895 -0,1471 -0,32319 

b23 COEA × pH -0,05464 -0,0805 -0,08633 

R2 0,7898 0,7980 0,9285 

R2
ajustado 0,5797 0,5960 0,8570 
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Os coeficientes de regressão são os termos que acompanham os fatores na equação de 

regressão (Equação 21). O coeficiente b0 é o termo constante, ou seja, é o intercepto quando os 

fatores forem zero. Os coeficientes b1, b2 e b3 acompanham os termos lineares, enquanto b11, 

b22 e b33 são os coeficientes dos termos quadráticos. Já b12, b13 e b23 são os coeficientes das 

interações entre os fatores. 

A Equação 21 pode ser usada para determinar as condições ótimas para os dados 

modelados ao passo que gera a superfície de resposta que permite uma análise gráfica. Os sinais 

dos coeficientes estão diretamente relacionados à resposta das variáveis dependentes (remoções 

de celulose, hemiceluloses e lignina), então, ao substituir os valores dos coeficientes e dos 

fatores na Equação 21, de acordo com o sinal (positivo ou negativo), estes valores poderão 

aumentar ou diminuir as remoções. 

Para as replicatas no ponto central, foi aplicado o teste Grubbs, com intervalo de 

confiança de 95%, para decidir se algum resultado suspeito deveria ser retirado da análise. O 

teste indicou que nenhum dos valores para as variáveis dependentes dos pontos centrais deveria 

ser descartado, mesmo havendo uma variação aparentemente grande. 

 

5.1.1 Remoção de lignina 

Os resultados de remoção de lignina pelo tratamento oxidativo foram analisados por 

ANOVA (Tabela 10) sendo possível a construção de um diagrama de Pareto (Figura 15) para 

observar os efeitos significativos, do ponto de vista estatístico, das variáveis independentes (pH, 

RLS e COEA) sobre a variável dependente (remoção de lignina). 

O diagrama de Pareto é uma ferramenta muito útil para identificar quais efeitos estimados 

padronizados foram significativos ao nível de 0,05 de confiança, de acordo com a ANOVA. O 

diagrama mostra a magnitude (positiva ou negativa) e a importância dos efeitos sobre a variável 

dependente selecionada (resposta). No gráfico, as barras que cruzam a linha de referência são 

estatisticamente significativas (PANDEY et al., 2000b). 
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Tabela 10: Análise de variância para remoção de lignina. 

ANOVA - Remoção de lignina 

Fonte de variação 
Graus de 

liberdade 

Soma dos 

Quadrados 

Quadrado 

médio 
F-calculado p-valor 

RLS (g/mL) 1 10,1844 10,1844 0,54250 0,489183 

RLS² 1 1,1178 1,1178 0,05955 0,815345 

COEA (mg O3/g cascas) 1 62,3031 62,3031 3,31878 0,118333 

COEA² 1 1,4789 1,4789 0,07878 0,788389 

pH 1 416,7423 416,7423 22,19915 0,003286 

pH² 1 0,3356 0,3356 0,01788 0,898011 

RLS × COEA 1 22,1117 22,1117 1,17785 0,319463 

RLS × pH 1 5,9850 5,9850 0,31881 0,592790 

COEA × pH 1 79,0250 79,0250 4,20953 0,086038 

Falta de ajuste 3 48,0243 16,0081 0,85272 0,514095 

Erro 6 112,6373 18,7729   

Total 18 764,4277    

 

 

Figura 15: Diagrama de Pareto para o pré-tratamento oxidativo com ozônio das cascas de 

café considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (pH, RLS e COEA) na 

remoção da lignina. 
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O diagrama de Pareto (Figura 15) mostra que somente a variável pH possui um efeito 

significativo (positivo) sobre a variável dependente remoção de lignina, o que é confirmado 

pelo p-valor inferior a 0,05 na análise de variância realizada (Tabela 10). 

De acordo com a Tabela 8, a maior remoção de lignina total (46,03%) aconteceu no ensaio 

12 que empregou COEA de 19,14 mg O3/g cascas, RLS de 15 mL/g e pH 11. Nessas condições 

o processo oxidativo é considerado um POA por haver geração de radicais (GLAZE; KANG; 

CHAPIN, 1987). A liberação de radicais hidroxila provavelmente favoreceu o ataque aos 

componentes da lignina e resultou em maior deslignificação. 

De acordo com DOMÈNECH; JARDIM e LITTER (2001), a ozonização é sensivelmente 

mais eficiente em meio alcalino, o que é explicado por meio da diferença entre as constantes de 

velocidade. Segundo os autores, a ozonização de compostos aromáticos em meio alcalino 

apresenta constante de velocidade muito maior que em meio ácido ou neutro, como pode ser 

visto nas equações (3) e (4), respectivamente, pois pode iniciar-se de diferentes modos devido 

à formação de espécies como HO- e HO2
-. 

 

2𝑂3 + 𝐻2𝑂
𝑂𝐻−

→  2𝐻𝑂• + 2𝑂2 + 𝐻𝑂2
•               k ≈ 108 - 1010 L/mol.s 

(3) 

 

𝑂3 + 𝑆 → 𝑆′𝑜𝑥                                     k ≈ 1 - 100 L/mol.s 

(4) 

 

sendo S um composto aromático. 

O pH influencia diretamente na decomposição do ozônio molecular. Em situações em que 

uma pequena concentração do íon hidroxila está presente (pH < 3) a decomposição do ozônio 

é pouco afetada e a reação ocorre predominantemente via ozônio molecular (reação direta), por 

meio de adição eletrofílica, como já foi mencionado anteriormente na seção 3.4.2 (Figura 9). A 

presença do íon hidroxila (OH-) em concentração considerável pode iniciar a decomposição do 

ozônio molecular, levando à formação do radical hidroxila, conforme mostrado nas equações 

químicas de (5) a (7) (ASSALIN; DÚRAN, 2007; GOTTSCHALK; LIBRA; SAUPE, 2000; 

RAGNAR; ERIKSSON; REITBERGER, 1999).  
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𝑂3 + 𝑂𝐻
− → 𝑂2

−• + 𝐻𝑂2
• 

(5) 

𝐻𝑂2
• ↔𝑂2

−• + 𝐻+ 

(6) 

𝑂3 + 𝑂2
−• + 𝐻+ → 𝐻𝑂−• + 2𝑂2 

(7) 

Nestas situações, as reações de oxidação ocorrem via radical hidroxila (reação indireta), 

sendo estas não seletivas. A reação do ozônio com compostos aromáticos em meio alcalino, 

pode resultar na formação de radicais como o superóxido (O2•-) e o hidroperóxido (HO2
•), como 

pôde ser visto na seção 3.4.2 (Figura 10), fazendo com que reações em cadeia se iniciem 

gerando mais radicais que poderão atacar os compostos orgânicos (GOTTSCHALK; LIBRA; 

SAUPE, 2000; RAGNAR; ERIKSSON; REITBERGER, 1999). Sendo assim, os radicais 

formados constituem um poderoso agente oxidante podendo ser efetivo na degradação de 

compostos de elevada resistência química como a lignina. 

É importante relatar que no estudo de ADARME (2015), que pré-tratou o bagaço de cana 

com ozônio, o ensaio que mais removeu lignina total (45,2%) empregou pH 11, RLS 13,33 

mL/g e COEA de 12 mg O3/g bagaço, condições bem próximas das observadas neste trabalho. 

Não foi encontrado na literatura nenhum trabalho que empregou o pré-tratamento 

oxidativo nas cascas de café, mas, comparando com a oxidação de outras biomassas, é possível 

perceber que o tempo de 15 min foi significativamente menor. GARCÍA-CUBERO et al. (2010) 

pré-trataram palha de grãos com ozônio para posterior produção de etanol, sendo que o tempo 

ótimo de ozonização foi de 150 min para remoção de 45% lignina insolúvel. SOUZA-CORRÊA 

et al. (2013) e TRAVAINI et al. (2013) usaram tempos de 60 a 240 min para ozonização do 

bagaço de cana e obtiveram eficiências de deslignificação entre 50 e 67%. KAUR et al. (2012) 

usaram oxidação em talos de algodão e obtiveram deslignificação de 42% com tempo de 

ozonização de 150 min. Nesse aspecto, é possível perceber que processos de oxidação 

molecular, que empregam ozônio gasoso em meio aquoso neutro, necessitam de maiores 

tempos de reação para deslignificação quando comparados aos POA, como o usado neste 

trabalho. 

É importante mencionar que grande parte dos estudos sobre pré-tratamento de biomassa 

com ozônio utilizam processos de ozonização em coluna por ter configuração mais simples 

(GARCÍA-CUBERO; GONZÁLEZ-BENITO; INDACOECHEA, 2009; GARCÍA-CUBERO 
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et al., 2010, 2012; PANNEERSELVAM et al., 2013; TRAVAINI et al., 2013; V. 

EUPHROSINE-MOY, T. LASRY, R.S. BES, 1990; VIDAL; MOLINIER, 1988), porém, neste 

trabalho, foi avaliada a aplicação de reatores de mistura (CSTR) na ozonização das cascas de 

café. A grande diferença está na relação entre o consumo de ozônio e a solubilização da lignina. 

Reatores de mistura trabalham com concentração e fluxo de ozônio contínuos, porém o ozônio 

começa a escapar no início do pré-tratamento devido à dificuldade na transferência de massa 

entre o gás e o sólido, além da solubilização de parte do gás na fase líquida. Os reatores de leito 

fixo são mais eficientes ao se comparar a razão entre o consumo de ozônio e a solubilização de 

lignina, no entanto, a canalização e a exposição desigual da biomassa ao ozônio são as 

principais desvantagens desta configuração (TRAVAINI et al., 2016).  

Foi possível construir um modelo (Equação 22) que permitiu avaliar a remoção de lignina 

com base na análise de variância, sendo que o coeficiente de determinação foi de 0,7898, de 

forma que 79% dos valores de remoção de lignina puderam ser explicados pelo modelo. Este 

coeficiente de correlação foi razoável, tendo em vista a complexidade da biomassa e a falta de 

metodologias padronizadas para sua caracterização. 

 

% 𝑅𝑒𝑚𝑜çã𝑜 𝑑𝑒 𝑙𝑖𝑔𝑛𝑖𝑛𝑎

= 13,18 − 1,55𝑅𝐿𝑆 + 0,03𝑅𝐿𝑆2 + 0,05𝐶𝑂𝐸𝐴 + 6,16𝑝𝐻 + 0,02𝑝𝐻2

+ 0,03𝑅𝐿𝑆𝑥𝐶𝑂𝐸𝐴 − 0,13𝑅𝐿𝑆𝑥𝑝𝐻 − 0,05𝐶𝑂𝐸𝐴𝑥𝑝𝐻 

Equação 22 

 

Foi construído um gráfico de superfície de resposta (Figura 16) gerado pelo modelo 

quadrático resultante do PED. Analisando a superfície de resposta da Figura 16, é possível 

perceber que para atingir remoções significativas de lignina é preciso usar valores de pH acima 

de 8 (provavelmente devido à liberação de radicais hidroxila) mantendo-se a carga de ozônio 

em baixos valores. Em contrapartida, ao usar valores de pH inferiores a 8, porém, com valores 

de COEA elevados, também houve remoção de lignina, muito embora tais valores de remoção 

não foram tão elevados como aqueles observados em pH alcalino, além de terem necessitado 

de tempos de ozonização maiores. Nesse caso, o ozônio reagiu de forma direta com as cascas 

de café, promovendo uma reação lenta e seletiva (DOMÈNECH; JARDIM; LITTER, 2001).  
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Figura 16: Gráfico da superfície de resposta para remoção de lignina em função da carga 

de ozônio aplicada (COEA, mg O3/g cascas) e do pH mantendo-se o valor de RLS (mL/g) fixo 

no ponto central (15 mL/g). 

 

 

5.1.2 Remoção de hemiceluloses 

Os resultados de remoção de hemiceluloses pelo tratamento oxidativo foram analisados 

por ANOVA (Tabela 11) sendo possível a construção de um diagrama de Pareto (Figura 17) 

para observar os efeitos significativos, do ponto de vista estatístico, das variáveis independentes 

(pH, RLS e COEA) sobre a variável dependente (remoção de hemiceluloses). 
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Tabela 11: Análise de variância para remoção de hemiceluloses. 

ANOVA - Remoção de hemiceluloses 

Fonte de variação 
Graus de 

liberdade 

Soma dos 

Quadrados 

Quadrado 

médio 
F-calculado p-valor 

RLS (g/mL) 1 5,8136 5,8136 0,57287 0,477779 

RLS² 1 22,0017 22,0017 2,16805 0,191326 

COEA (mg O3/g cascas) 1 1,3279 1,3279 0,13085 0,729948 

COEA² 1 15,8042 15,8042 1,55734 0,258547 

pH 1 84,5902 84,5902 8,33553 0,027798 

pH² 1 4,7402 4,7402 0,46710 0,519830 

RLS × COEA 1 15,5270 15,5270 1,53004 0,262322 

RLS × pH 1 7,7857 7,7857 0,76720 0,414769 

COEA × pH 1 171,3781 171,3781 16,88762 0,006290 

Falta de ajuste 3 28,6610 9,5537 0,94142 0,477301 

Erro puro 6 60,8889 10,1481   

Total 18 443,2963    

 

Figura 17: Diagrama de Pareto para o pré-tratamento oxidativo com ozônio das cascas de 

café considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (pH, RLS e COEA) na 

remoção da hemiceluloses. 

 



75 

 

O diagrama de Pareto (Figura 17) mostra que a variável pH possui um efeito significativo 

positivo sobre a variável dependente remoção de hemiceluloses, porém, a interação entre as 

variáveis independentes pH e COEA possui um efeito significativo negativo de maior 

magnitude (-4,10945), o que é confirmado pelos p-valores inferiores a 0,05 na análise de 

variância realizada (Tabela 11). 

De acordo com a Tabela 8, a maior remoção de hemiceluloses (50,43%) aconteceu, 

também, no ensaio 12 que empregou COEA de 19,14 mg O3/g cascas, RLS de 15 mL/g e pH 

11, caracterizando o processo como um POA. 

É importante relatar a relação observada entre as remoções de lignina e hemiceluloses. 

De acordo com MUSSATTO; DRAGONE (2016), o ozônio degrada preferencialmente a 

lignina, porém, em meio aquoso e pH alcalino, o ozônio dissolvido na água gera radicais 

hidroxila que reagem com carboidratos, resultando em clivagem aleatória de ligações 

glicosídicas e formação de ácidos, álcoois e aldeídos (RAGNAR; ERIKSSON; REITBERGER, 

1999; TRAVAINI et al., 2015). Sendo assim, a solubilização de hemiceluloses pode aumentar 

com o aumento da deslignificação em virtude de que as cadeias de hemiceluloses são 

susceptíveis a ataques pelos ácidos orgânicos formados, levando à solubilização conjunta de 

ambos os constituintes do complexo lignina-hemiceluloses. Este comportamento também foi 

relatado por outros autores como GARCÍA-CUBERO et all. (2009) e  LI et al. (2015). No 

trabalho de ADARME (2015), o ensaio que mais removeu lignina também foi o que mais 

solubilizou hemiceluloses (48,28%). 

O mecanismo de reação para o ataque do ozônio a carboidratos é explicado por 

OLKKONEN et al. (2000) e por TRAVAINI et al. (2015) e possui várias rotas de fragmentação. 

A degradação ocorre por meio do ataque direto do ozônio aos carboidratos no carbono 

anomérico ou no oxigênio que estão envolvidos nas ligações glicossídicas, levando à clivagem 

destas ligações, ou pelo ataque do ozônio em outras posições nas unidades de hexoses, levando 

à formação de grupos carbonila e carboxila. Em meio alcalino acontecem, ainda, reações não-

seletivas de radicais, que contribuem para a degradação dos carboidratos. Os produtos finais 

podem ser monossacarídeos, lactonas, furanos, ácidos e compostos voláteis (OLKKONEN et 

al., 2000). 

Foi possível construir um modelo (Equação 23) que permitiu avaliar a remoção de 

hemiceluloses com base na análise de variância, sendo que o coeficiente de determinação foi 

0,7980, de forma que 80% dos valores de remoção de hemiceluloses puderam ser explicados 

pelo modelo. Tal coeficiente se mostrou razoável, tendo em vista a complexidade do sistema. 
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% 𝑅𝑒𝑚𝑜çã𝑜 𝑑𝑒 ℎ𝑒𝑚𝑖𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒𝑠

= −26,97 + 4,37𝑅𝐿𝑆 − 0,15𝑅𝐿𝑆2 + 0,41𝐶𝑂𝐸𝐴 − 0,002𝐶𝑂𝐸𝐴2 + 5,73𝑝𝐻

+ 0,07𝑝𝐻2 + 0,02𝑅𝐿𝑆𝑥𝐶𝑂𝐸𝐴 − 0,15𝑅𝐿𝑆𝑥𝑝𝐻 − 0,08𝐶𝑂𝐸𝐴𝑥𝑝𝐻 

Equação 23 

 

Foram construídos gráficos de superfície de resposta (Figura 18 e Figura 19) gerados pelo 

modelo quadrático resultante do PED. Analisando a superfície de resposta da Figura 18, é 

possível perceber que existem duas regiões para atingir remoções significativas de 

hemiceluloses. A primeira se refere aos ensaios que usaram valores de pH acima de 8 mantendo 

a RLS média e baixos valores de COEA, provavelmente devido à liberação de radicais hidroxila, 

resultando em uma reação rápida, não específica, como é típico da oxidação radicalar. Em 

contrapartida, é possível observar que ao usar valores de pH menores que 8, porém com COEA 

alta e RLS média, também houve remoção de hemiceluloses, muito embora tais remoções não 

tenham sido tão elevadas como aquelas observadas em pH alcalino, demandando ainda tempos 

de ozonização maiores. Nesse caso, o ozônio reagiu de forma direta com as cascas de café, 

promovendo uma reação lenta e seletiva (DOMÈNECH; JARDIM; LITTER, 2001). 

Ao manter a COEA média (Figura 20), o pH foi a variável independente mais 

significativa, ou seja, para uma grande faixa de valores de RLS, a remoção de hemiceluloses foi 

mais elevada em pH alcalino. Essas observações são condizentes com o diagrama de Pareto que 

mostra que a interação entre as variáveis independentes pH e COEA teve um efeito significativo 

negativo seguido do efeito significativo positivo da variável independente pH. 
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Figura 18: Gráfico da superfície de resposta para remoção de hemiceluloses em função 

da carga de ozônio aplicada (COEA, mg O3/g cascas) e do pH, mantendo-se o valor da RLS 

(mL/g) fixo no ponto central (15 mL/g). 

 

 

Figura 19: Gráfico da superfície de resposta para remoção de hemiceluloses em função 

da RLS (mL/g) e do pH, mantendo-se o valor da carga de ozônio aplicada (COEA, mg O3/g 

cascas) fixo no ponto central (43,88 mg O3/g cascas). 
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5.1.3 Remoção de celulose 

Os resultados de remoção de celulose pelo tratamento oxidativo foram analisados por 

ANOVA (Tabela 12) sendo possível a construção de um diagrama de Pareto (Figura 20) para 

observar os efeitos estatisticamente significativos das variáveis independentes (pH, RSL e 

COEA) sobre a variável dependente (remoção de celulose). 

 

Tabela 12: Análise de variância para remoção de celulose. 

ANOVA - Remoção de celulose 

Fonte de variação 
Graus de 

liberdade 

Soma dos 

Quadrados 

Quadrado 

médio 
F-calculado p-valor 

RLS (g/mL) 1 125,5984 125,5984 14,82964 0,008451 

RLS² 1 0,0215 0,0215 0,00254 0,961454 

COEA (mg O3/g cascas) 1 2,7831 2,7831 0,32861 0,587306 

COEA² 1 7,0692 7,0692 0,83467 0,396153 

pH 1 368,7014 368,7014 43,53329 0,000583 

pH² 1 43,9704 43,9704 5,19167 0,062927 

RLS × COEA 1 80,2981 80,2981 9,48096 0,021688 

RLS × pH 1 37,5932 37,5932 4,43870 0,079722 

COEA × pH 1 197,2527 197,2527 23,29001 0,002922 

Falta de ajuste 3 16,6930 5,5643 0,65699 0,607584 

Erro 6 50,8165 8,4694   

Total 18 944,0271    
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Figura 20: Diagrama de Pareto para o pré-tratamento oxidativo com ozônio das cascas de 

café considerando os efeitos padronizados das variáveis independentes (pH, RLS e COEA) na 

remoção da celulose. 

 

 

O diagrama de Pareto (Figura 20) mostra as variáveis independentes que tiveram efeito 

significativo na remoção de celulose, confirmadas pelo p-valor inferior a 0,05 na análise de 

variância realizada (Tabela 12). É possível observar que a variável pH e a interação entre RLS 

e COEA tiveram um efeito significativo positivo sobre a variável dependente remoção de 

celulose, assim como a variável RLS e a interação entre COEA e pH, que tiveram um efeito 

significativo negativo sendo que o valor padronizado do efeito do pH foi o mais pronunciado 

(6,597976) dentre os demais. 

Alguns autores já relataram que a ozonólise é seletiva para lignina e pouco afeta a celulose 

(LI et al., 2015; SCHULTZ-JENSEN et al., 2011; SOUZA-CORRÊA et al., 2013a; 

TRAVAINI et al., 2016), porém em meio aquoso e pH alcalino, a geração de radicais hidroxila 

faz com que a reação passe a ser não seletiva, podendo solubilizar, inclusive, parte da celulose 

(DOMÈNECH; JARDIM; LITTER, 2001). No trabalho de BINDER; PELLONI e FIECHTER 

(1980), por exemplo, foi realizada a ozonização de palha de trigo com vias a deslignificar este 

material, e os autores relataram que houveram melhorias na degradabilidade da celulose. Eles 

observaram que quando as fibras de celulose são expostas ao ozônio, o resultado é a formação 
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de várias cadeias de celulose mais curtas, melhorando a hidrólise enzimática, no caso da 

produção de etanol de segunda geração. De acordo com a Tabela 8 a maior remoção de celulose 

(31,55%) também aconteceu no ensaio 12 que empregou COEA de 19,14 mg O3/g cascas, RLS 

de 15 mL/g e pH 11. O mecanismo de reação entre o ozônio e carboidratos foi discutido 

anteriormente na seção 5.1.2, que abordou a remoção de hemiceluloses e também se aplica para 

explicar a remoção de celulose. 

Com base na análise de variância, foi possível construir um modelo (Equação 24) que 

permitiu avaliar a remoção de celulose, sendo que o coeficiente de determinação foi de 0,9285, 

de forma que 93% dos valores de remoção de celulose puderam ser explicados pelo modelo.  

 

% 𝑅𝑒𝑚𝑜çã𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑜𝑠𝑒

= −3,00 − 0,84𝑅𝐿𝑆 − 0,005𝑅𝐿𝑆2 − 0,24𝐶𝑂𝐸𝐴 + 7,70𝑝𝐻 + 0,21𝑝𝐻2

+ 0,05𝑅𝐿𝑆𝑥𝐶𝑂𝐸𝐴 − 0,32𝑅𝐿𝑆𝑥𝑝𝐻 − 0,09𝐶𝑂𝐸𝐴𝑥𝑝𝐻 

Equação 24 

 

Foram construídos gráficos de superfície de resposta (Figura 21 e Figura 22) gerados pelo 

modelo quadrático resultante do PED. Analisando a superfície de resposta da Figura 21 é 

possível perceber que as maiores remoções de celulose foram observadas em ensaios com 

valores de pH acima de 8 mantendo-se a RLS baixa e carga de ozônio média. Na Figura 22 é 

possível observar que as maiores remoções de celulose aconteceram com COEA baixa e valores 

de pH acima de 8 e que ensaios com pH ácidos e COEA altas também removeram celulose, mas 

em menor quantidade.  

  



81 

 

Figura 21: Gráfico da superfície de resposta para remoção de celulose em função da RLS 

(mL/g) e do pH, mantendo-se o valor da carga de ozônio aplicada (COEA) fixo no ponto central 

(43,88 mg O3/g cascas). 

 

 

Figura 22: Gráfico da superfície de resposta para remoção de celulose em função da carga 

de ozônio aplicada (COEA, mg O3/g cascas) e do pH, mantendo-se o valor da RLS fixo no ponto 

central (15 mL/g). 
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5.2 Estudos de desejabilidade para otimização do pré-tratamento visando à 

produção de etanol e/ou biogás 

 

Após a análise dos resultados de pré-tratamento das cascas de café, obtidos pelo PED, foi 

utilizada uma ferramenta estatística de desejabilidade, executada pelo programa Statística® 

(versão 12), com o objetivo de predizer os valores das variáveis independentes do sistema em 

função do nível de desejabilidade de cada variável dependente. 

O uso da ferramenta de desejabilidade teve como objetivo obter, após o pré-tratamento 

das cascas de café, uma fração sólida susceptível a sofrer hidrólise enzimática visando à 

produção de etanol de segunda geração e uma fração líquida residual que seria submetida à 

digestão anaeróbica com vistas à produção de biogás. Para tanto, foram escolhidos três ensaios 

com condições favoráveis à produção de etanol (ensaios 1, 2 e 3) a partir da fase sólida e três 

ensaios com condições favoráveis à produção de biogás (ensaios 4, 5 e 6) a partir da fração 

líquida residual, variando a remoção de lignina (baixa, média e alta) a fim de avaliar o efeito 

desta variável independente na hidrólise enzimática e na digestão anaeróbia.  

Os valores desejáveis de entrada e os valores de saída gerados pela ferramenta de 

desejabilidade podem ser vistos na Tabela 7 (ver seção 4.4.2) e os níveis almejados para cada 

objetivo estão explicados na Tabela 13. A partir das pontuações atribuídas a cada uma das três 

variáveis dependentes em cada uma das seis condições, a ferramenta de desejabilidade gerou 

os valores de saída para as variáveis independentes (RLS, pH e COEA) que retratam as 

condições de desejabilidade pré-estabelecidas (conforme revisão da literatura) para respeitar os 

níveis almejados de remoção de lignina, celulose e hemiceluloses. Em seguida, foram 

realizados os pré-tratamentos com as novas condições geradas pela ferramenta estatística de 

desejabilidade e, ao final, foram analisadas as composições dos hidrolisados e das frações 

sólidas para se avaliar as remoções de celulose, hemiceluloses e lignina e, além disso, verificar 

se a previsão do modelo foi satisfatória. 
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Tabela 13: Níveis almejados para as variáveis dependentes (remoção de lignina, celulose 

e hemiceluloses) para a produção de etanol e biogás. 

Ensaio 

Condições desejadas (valores de entrada) 

Objetivo 
Remoção de 

lignina1 

Remoção de 

celulose2 

Remoção de 

hemiceluloses3 

1 
Produção 

de etanol 

2G 

baixa baixa alta 

2 média baixa alta 

3 alta baixa alta 

4 

Produção 

de biogás 

baixa alta alta 

5 média alta alta 

6 alta alta alta 
1Segundo a literatura a lignina pode afetar adversamente a hidrólise enzimática e a 

digestão anaeróbia.  
2Para a produção de etanol 2G deseja-se preservar a fração celulósica, ao passo que 

para a produção de biogás, deseja-se solubilizá-la. 
3Tanto para a produção de etanol 2G quanto para biogás, é necessária elevada remoção 

de hemiceluloses. 

 

Para a produção de etanol 2G foi analisado o efeito da lignina na hidrólise enzimática, 

mantendo-se sempre uma elevada remoção de hemiceluloses e uma pequena remoção de 

celulose, visto que, na hidrólise enzimática, a celulose é convertida em glicose que será 

fermentada a etanol (NAIK et al., 2010). Sabe-se que a presença de lignina e hemiceluloses no 

complexo lignocelulósico dificulta o acesso das celulases à celulose e também ocasiona em 

adsorção improdutiva das enzimas, diminuindo, portanto, atividade enzimática, o que leva a 

uma menor conversão de celulose a glicose (ALVIRA et al., 2010). 

Para a produção de biogás, também foi analisado o efeito da lignina no hidrolisado, 

mantendo-se sempre elevada remoção de celulose e hemiceluloses, ou seja, a transformação 

destes compostos complexos em compostos mais solúveis como glicose, xilose, arabinose e 

manose que poderiam ser utilizados por micro-organismos durante a digestão anaeróbia 

(MONLAU et al., 2013). 

As condições experimentais geradas pela ferramenta de desejabilidade bem como o 

tempo de reação e a carga de ozônio residual ao final do ensaio são apresentadas na Tabela 14. 

Além disso, a Tabela 14 apresenta os dados da composição das cascas de café pré-tratadas com 

ozônio juntamente com o rendimento do processo, a perda de massa e a composição do 

hidrolisado gerado no pré-tratamento. 
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Tabela 14: Condições experimentais de pré-tratamento oxidativo das cascas de café geradas pela ferramenta de desejabilidade e composição 

das cascas de café pré-tratadas nestas condições. 

Desejabilidade 

Ensaio 

Condições experimentais 
Composição da fração sólida após              

pré-tratamento 
Efeito do pré-tratamento 

Caracterização da 

Fração líquida 

RLS 

(mL/g) 
pH 

Carga de 

ozônio 

específica 

aplicada             

(mg O3/g 

cascas) 

Tempo 

(min) 

Carga de 

Ozônio 

residual 

ao final 

do ensaio       

(mg O3/g 

cascas) 

Celulose   

(%) 

Lignina   

(%) 

Hemiceluloses   
(%) 

Balanço 

de   

massa       

(%) 

Remoção 

Celulose   

(%) 

Remoção 

Lignina    

(%) 

Remoção 

Hemiceluloses   

(%) 

Perda 

de 

massa    

(%) 

DQO 

hidrolisado 

(g/L) 

Açúcares 

totais       

(g) 

1 15,8 3 65,40 48,4 1,02 48,89 32,46 21,03 102,38 2,23 17,03 34,33 35,08 23,24 3,29 

2 14,2 3 73,20 54,2 20,14 49,64 32,14 21,87 103,65 3,68 24,79 33,75 37,02 24,48 3,59 

3 10 11 81,00 60,0 24,35 53,30 27,97 22,17 103,44 6,33 41,01 39,18 42,95 43,78 1,98 

4 20 11 81,00 60,0 9,78 50,54 29,56 22,72 102,82 3,16 32,05 32,03 37,81 22,34 3,20 

5 10 9 6,75 5,0 6,08 50,39 30,46 21,66 102,52 7,65 33,01 38,01 40,51 38,36 1,51 

6 10 11 18,50 13,7 17,67 51,44 27,30 20,64 99,38 2,48 37,90 38,91 38,47 39,52 2,26 
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Por meio da Tabela 14, foi possível observar que as maiores remoções de lignina 

aconteceram nos ensaios com pH acima de 8, caracterizando as reações como POA. É possível 

perceber que a remoção de lignina seguiu em concordância com os valores previstos pela 

ferramenta de desejabilidade e com os 19 ensaios feitos anteriormente.  

Os valores para as remoções de hemiceluloses foram próximos uns dos outros, uma vez 

que a ferramenta de desejabilidade foi calibrada para manter elevada a remoção de tal 

constituinte. Por outro lado, como foi visto anteriormente, no ensaio em que houve maior 

remoção de lignina, houve também maior remoção de hemiceluloses (ensaio 3) que, de acordo 

com MUSSATTO; DRAGONE (2016), é explicado pelas reações radicalares não seletivas que 

solubilizam as hemiceluloses juntamente com a lignina em meios aquosos alcalinos. 

As remoções de celulose foram relativamente baixas, mesmos nos ensaios planejados 

para ter elevada remoção deste constituinte, quando comparadas às maiores remoções de 

celulose dos 19 ensaios anteriores como, por exemplo, no ensaio 12 (31,55% de remoção de 

celulose). Contudo, é válido destacar que o modelo para remoção de celulose possui quatro 

variáveis dependentes com efeito significativo (pH, RLS, interação entre COEA × pH e 

interação entre RLS × COEA) de forma que para atender simultaneamente todas as condições 

desejadas, o sistema se torna complexo. 

Além disso, em decorrência das características estruturais, as cadeias de hemiceluloses 

são mais lábeis do que a de celulose. Enquanto a celulose é cristalina, coesa e resistente, as 

hemiceluloses têm uma estrutura aleatória e amorfa, sendo mais propensas à reações iniciadas 

pelos radicais hidroxila (MONLAU et al., 2013). Por isso, as hemiceluloses oferecem maior 

acessibilidade e menor grau de polimerização, comparadas à celulose (FENGEL; WEGENER, 

1989; MONLAU et al., 2013). 

Para entender de fato se a ferramenta de desejabilidade gerou bons resultados, é 

necessário avaliar a produção de metano e de etanol para cada ensaio, sendo esperado que o 

ensaio 3 produza mais etanol 2G que os demais, devido à menor remoção de celulose da fração 

sólida e que o ensaio 6 produza mais metano que os demais, devido a solubilização de maior 

quantidade de carga orgânica para a fração líquida . Tais resultados serão apresentados e 

discutidos nas próximas seções. 
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5.3 Dados de hidrólise enzimática 

 

Logo após o pré-tratamento das cascas de café com ozônio, a fração sólida, sem nenhum 

tipo de lavagem, foi submetida a ensaios de hidrólise enzimática (HE), conforme experimentos 

descritos na seção 4.11. A Tabela 15 mostra a massa de glicose esperada (supondo-se uma 

eficiência de conversão de celulose em glicose de 100%) após a HE e a massa de glicose 

efetivamente obtida, juntamente com o rendimento da HE e a produção estimada de etanol 2G. 

A produção de etanol 2G foi estimada com base na conversão da glicose a etanol que, 

teoricamente, é 51,1% em base mássica (JACQUES; LYONS; KELSALL, 2003). Para tanto, 

foi utilizada a massa de glicose quantificada ao final do ensaio de hidrólise enzimática e 

considerada que a eficiência da conversão de glicose em etanol pelas leveduras seria de 100%. 

 

Tabela 15: Ensaios de hidrólise enzimática com a fração sólida resultante do pré-

tratamento das cascas de café com ozônio. 

Ensaio 

Celulose na 

fração sólida após 

o pré-tratamento 

(%) 

Massa de 

glicose 

  esperada1  

(g) 

Massa de 

glicose obtida                 

(g) 

Produção estimada 

de etanol2                

(mg etanol/g casca 

pré-tratada) 

Rendimento3 

(%) 

1 48,89 0,5379 0,0533 27,2566 9,9 

2 49,64 0,5463 0,0550 28,0814 10,1 

3 53,30 0,5864 0,0705 36,0369 12,0 

4 50,54 0,5572 0,0629 32,1183 11,3 

5 50,39 0,5545 0,0597 30,5116 10,8 

6 51,44 0,5664 0,0610 31,1849 10,8 
 

1 Com base em 100% de conversão na etapa enzimática de conversão de celulose em glicose;  
2 Com base em 100% de conversão na etapa enzimática de conversão de glicose em etanol; 
3 Com base na massa de glicose esperada em relação à massa de glicose obtida. 

 

O rendimento da hidrólise é governado por muitos fatores, tais como tipo de pré- 

tratamento do substrato; presença de inibidores oriundos do pré-tratamento na superfície das 

fibras; estabilidade das enzimas; concentração e adsorção no substrato; tempo de duração da 

hidrólise; pH do meio e velocidade de agitação. Consequentemente é necessário otimizar as 

condições de hidrólise para se obter um funcionamento satisfatório dos processos de 

sacarificação (CANILHA et al., 2012; SUN; CHENG, 2002; VALLANDER; ERIKSSON, 

1985). 
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A partir da Tabela 15 é possível observar que os ensaios de HE não tiveram bons 

rendimentos e que a massa de glicose obtida foi bem menor (de 10 a 15%) do que àquela 

esperada. De certa forma, os baixos rendimentos na HE podem estar atrelados ao fato de esta 

etapa ter sido baseada em condições otimizadas para o bagaço de cana. Para as cascas de café, 

provavelmente seria necessário um coquetel enzimático contendo pectinases, já que esta 

biomassa pode conter pectina (LEIFA; PANDEY; SOCCOL, 2001; MURTHY; MADHAVA 

NAIDU, 2012).  

A baixa obtenção de glicose durante a HE pode ser explicada pela presença de 

hemiceluloses e lignina na biomassa, visto que as remoções de lignina mostradas na Tabela 14 

não ultrapassaram 41,01% e de hemiceluloses 39,18%. Como mencionado anteriormente, a 

presença destes compostos dificulta o acesso das enzimas ao substrato e pode ainda ocasionar 

em adsorção improdutiva e inibição, ou seja, adsorção de fragmentos de lignina nos sítios ativos 

das enzimas celulolíticas, diminuindo a atividade enzimática (CHANG; HOLTZAPPLE, 2000; 

KO et al., 2015; YU et al., 2011). O ensaio 3, que era o ensaio do qual se esperava maior 

produção de etanol 2G, de acordo com a ferramenta de desejabilidade, confirmou esta hipótese, 

visto que foi o ensaio com maior remoção de lignina (Tabela 14) e com maior produção 

estimada de etanol 2G.  

Além disso, como já foi dito, a ozonólise não gera inibidores como 2-furfuraldeído (FF) 

e o 5-hidroximetil-2-furfural (HMF), porém, pode gerar ácidos orgânicos, como o ácido acético, 

principalmente quando a reação é radicalar, o que atrapalha a etapa de HE. Esse fato foi avaliado 

no estudo de TRAVAINI et al. (2013), que realizaram a lavagem da biomassa após o pré-

tratamento e comprovaram a melhoria da etapa de hidrólise enzimática. Os autores 

hipotetizaram que, ao remover, com a lavagem, material depositado na superfície das fibras, 

tais quais fragmentos de lignina e ácidos orgânicos, melhora-se a acessibilidade das enzimas, 

diminui-se a adsorção improdutiva e aumenta-se a eficiência de conversão da celulose em 

glicose. No trabalho de COCA; GONZÁLEZ-BENITO e GARCÍA-CUBERO, (2016) é 

enfatizado que a presença de compostos fenólicos (fragmentos de lignina) pode causar 

inativação de enzimas e reduzir a velocidade de hidrólise. Além disso, os autores afirmam que 

o ácido fórmico também pode inibir a sacarificação. No presente trabalho, a fração sólida gerada 

após o tratamento oxidativo das cascas de café não passou pela etapa de lavagem, fator que 

também pode ter contribuído para o baixo rendimento. 

Alguns trabalhos anteriores, que utilizaram resíduos do café para produção de etanol, 

obtiveram rendimentos melhores. GOUVEA et al. (2009) obtiveram 80 mg etanol/g cascas de 
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café usando fermentação com Saccharomyces cerevisiae, obtendo rendimento de 64,5%. 

SHENOY et al. (2011) obtiveram produção de etanol com rendimento de 40% fermentando 

hidrolisado da polpa de café com Saccharomyces cerevisiae após pré-tratamento ácido. 

MUSSATTO et al. (2012) obtiveram rendimento de 50,2% na fermentação de borra de café 

após hidrólise ácida. CHOI et al. (2012) obtiveram rendimento de 87,2% na produção de etanol 

a partir da borra de café após hidrólise enzimática, com produção de etanol de 15,3 g/L. 

MENEZES et al. (2014) utilizaram pré-tratamento alcalino na polpa de café e após hidrólise 

enzimática obtiveram 13,66 g/L de etanol por fermentação com Saccharomyces cerevisiae. 

É válido destacar que para os trabalhos citados, as porcentagens de lignina observadas na 

biomassa, antes da hidrólise enzimática, foram mais baixas (9 a 20%) do que aquelas 

observadas neste trabalho. Já as concentrações de hemiceluloses relatadas por tais autores 

variaram entre 11 a 63%, evidenciando que a lignina é o principal obstáculo para a HE, pois 

forma uma barreira física envolvendo a celulose e seus fragmentos podem causar adsorção 

improdutiva e inibição (MENEZES et al., 2014). 

A partir destas considerações, é possível concluir que as cascas de café possuem potencial 

para produção de etanol, porém o pré-tratamento deve ser eficiente na remoção de lignina e 

hemiceluloses. Além disso, as condições de hidrólise enzimática precisam ser otimizadas de 

acordo com a biomassa utilizada. Ademais, apesar dos baixos rendimentos, a maior produção 

esperada de etanol 2G foi do ensaio 3, condizente com o esperado pela ferramenta de 

desejabilidade. 

 

5.4 Produção de biogás a partir de hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo 

das cascas de café 

 

5.4.1  Potencial Bioquímico de Metano (PBM) em sistema de digestão anaeróbia 

de fase única 

Foram feitos testes de PBM com os hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de 

café das seis condições obtidas pela ferramenta de desejabilidade para verificar qual dos 

hidrolisados seria capaz de produzir maior quantidade de metano. A Tabela 16 mostra 

resultados de produção de metano em função do conteúdo de matéria orgânica inoculado (NmL 

CH4/g DQOaplicada). 
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Tabela 16: Produção de metano nos testes de PBM em fase única com os hidrolisados 

gerados no pré-tratamento com ozônio das cascas de café sob as condições de desejabilidade. 

 

Ensaio 

Condições de pré-tratamento que geraram o hidrolisado Produção CH4  

em fase única 

(NmL CH4/g DQOaplicada) pH 
COEA 

(mg O3/g cascas) 

RLS 

(mL/g) 

t 

 (min) 

COEA residual 

(mg O3/g cascas) 

1 3 65,40 15,8 48,4 1,02 72,63 ± 5,80 

2 3 73,20 14,2 54,2 20,14 88,46 ± 2,49 

3 11 81,00 10,0 60,0 24,35 67,00 ± 0,87 

4 11 81,00 20,0 60,0 9,78 52,82 ± 0,90 

5 9 6,75 10,0 5,0 6,08 81,71 ± 13,66 

6 11 18,50 10,0 13,7 17,67 91,07 ± 8,78 

 

De acordo com a Tabela 16, o ensaio que mais produziu metano foi o ensaio 6, condizente 

com o esperado pela ferramenta de desejabilidade, cujas condições almejadas foram maior 

remoção de lignina, celulose e hemiceluloses, ou seja, maior solubilização de carga orgânica na 

fração líquida. Como pôde ser visto, este ensaio empregou condições de oxidação avançada 

(pH 11), menor quantidade de água (RLS 10 mL/g) e um dos menores tempos de reação (13,7 

min), visto que foi utilizada uma carga de ozônio específica aplicada (COEA) de 18,50 mg O3/g 

cascas. 

Tais resultados são condizentes com os 19 experimentos gerados pelo PED (Tabela 8), 

visto que o ensaio que mais removeu lignina, celulose e hemiceluloses foi o ensaio 12, cujas 

condições foram: RLS 15 mL/g, pH 11 e COEA 19,14 mg O3/g cascas (14,2 min), demonstrando 

que a previsão feita pela ferramenta de desejabilidade foi satisfatória. 

Não há na literatura trabalhos que utilizam o hidrolisado gerado no pré-tratamento 

oxidativo com ozônio das cascas de café para produção de biogás. No entanto, comparando-se 

alguns resultados obtidos na literatura com outros tipos de pré-tratamentos e outros tipos de 

biomassa, foi possível perceber que os valores encontrados neste trabalho foram menores que 

os da literatura. Em seu trabalho, (BAÊTA et al., 2017) pré-trataram cascas de café com 

explosão a vapor (120 °C, 60 mim, 2 bar) e utilizaram a fração sólida e líquida juntas para 

produção de metano por digestão anaeróbia, obtendo 144,96 NmL CH4/g DQO. BAÊTA et al. 

(2016) pré-trataram o bagaço de cana de açúcar por auto hidrólise (T: 178,6 °C; t: 43,6 min e 

RLS: 4,17 mL/g) alcançando uma produção de metano por digestão anaeróbia do hidrolisado 

de 1,56 Nm3/kg TOC. No trabalho de ADARME (2015) foi utilizado o pré-tratamento oxidativo 
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com ozônio no bagaço de cana-de-açúcar (dose de ozônio: 8 mg/min; pH: 11; t: 15 min e RLS: 

13,33 mL/g), no qual foi obtida uma produção de 2,6 Nm3 CH4/kg TOC utilizando o hidrolisado 

obtido no pré-tratamento oxidativo. Para fazer a comparação, foi determinado o carbono 

orgânico total (TOC) do hidrolisado a fim de gerar valores de produção de metano em Nm3/kg 

TOC, sendo que o ensaio que mais produziu metano (ensaio 6) obteve 0,24 ± 0,02 Nm3/kg 

TOC, que equivale a cerca de 10% da produção obtida por ADARME (2015) com o hidrolisado 

gerado da ozonização do bagaço de cana. 

A baixa produção de metano pode indicar compostos recalcitrantes no hidrolisado, como 

a lignina e seus fragmentos fenólicos, ou mesmo a falta de compostos prontamente 

biodegradáveis. Comparando-se o ensaio 6, no qual houve maior produção de metano, com o 

ensaio 4, no qual a produção de metano foi a menor, é possível observar que a quantidade de 

açúcares totais no hidrolisado 4 foi maior que no hidrolisado 6, indicando que, 

contraditoriamente, o hidrolisado 4 continha mais material prontamente biodegradável que o 

hidrolisado 6. Além disso, ao observar o efeito do pré-tratamento no ensaio 4, foi possível 

perceber que neste ensaio houve menor remoção de lignina que no ensaio 6, o que indica que o 

hidrolisado 6 continha mais compostos recalcitrantes vindos da fração sólida (lignina) do que 

o hidrolisado 4. Desta forma, a diferença na produção de metano destes ensaios pode estar 

atrelada a outro fator, como, por exemplo, a ausência de condições ideais ao crescimento 

biológico. 

Os resultados de baixa produção de metano podem ser um indício de que os hidrolisados 

continham compostos que, por serem tóxicos, afetaram adversamente a digestão anaeróbia 

(DA). Durante o pré-tratamento com ozônio em meio aquoso, compostos já oxidados podem 

reagir novamente com o ozônio em excesso gerando diferentes compostos inibitórios, 

dependendo da reatividade do grupo funcional (TRAVAINI et al., 2016). Os produtos da 

degradação da lignina constituem em uma variedade de compostos aromáticos e poli-

aromáticos que, dependendo do mecanismo de reação podem ser convertidos em ácidos 

carboxílicos, saturados ou insaturados, gerando algum tipo de inibição em processos posteriores 

de DA (TRAVAINI et al., 2015). Alguns trabalhos já reportaram a presença de compostos 

inibitórios como ácidos acético, fórmico, oxálico, glioxálico e láctico, bem como xilitol na 

fração líquida resultante do pré-tratamento com ozônio na madeira de aspen (BEN’KO; 

MANISOVA; LUNIN, 2013) e no bagaço de cana (TRAVAINI et al., 2013). No trabalho de 

(ADARME et al., 2017), por exemplo, que utilizou o hidrolisado gerado no pré-tratamento 

oxidativo com ozônio do bagaço de cana, foram formados, além dos compostos citados 
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anteriormente, compostos derivados de furanos tais como a furanona, 2,5-furanona, D-

eritrotetrofuranose e D-eritro-pentofuranose, bem como derivados de lignina como benzaldeído 

e butanal, que afetaram negativamente a digestão anaeróbia. Além disso, ao comparar as cascas 

de café com o bagaço de cana, é possível observar que, além de uma maior quantidade de 

lignina, existe uma quantidade de extrativos dez vezes maior nas cascas de café que no bagaço 

de cana, o que poderia resultar em outros tipos de compostos tóxicos que explicariam a menor 

produção de metano em relação ao trabalho de ADARME et al. (2017). 

De acordo com AQUINO e CHERNICHARO, (2005), o acúmulo de ácidos graxos 

voláteis (AGVs) está relacionado à ausência de condições ideais ao crescimento biológico 

(limitações cinéticas) ou à presença de compostos tóxicos que afeta principalmente os 

microrganismos de crescimento lento, ou seja, os acetogênicos e metanogênicos acetoclásticos, 

resultando em baixa produção de metano. A análise de AGVs ao final do PBM em fase única 

(Figura 23) mostrou que houve geração, principalmente, de ácidos butírico e isobutírico. Tais 

ácidos não são substratos diretos dos microrganismos metanogênicos e precisam ser 

convertidos a ácido acético, porém, a conversão de butirato a acetato (equação química (8)) não 

é termodinamicamente favorável nas condições padrão (ΔGo = +48,1 kJ/mol). Esta reação só 

ocorrerá se a concentração de produtos (hidrogênio e acetato) for mantida em baixas 

concentrações pelos microrganismos consumidores de hidrogênio e acetato. A formação de 

ácidos butírico e isobutírico, pode ter sido um indício de que a toxicidade do meio afetou estes 

microrganismos consumidores. 

  

𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂
− + 2𝐻2𝑂 → 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂

− + 𝐻+ + 2𝐻2 

(8) 

Ao comparar o ensaio 6 com o ensaio 3 é possível inferir que a menor produção de metano 

no ensaio 3 pode estar atrelada à toxicidade dos fragmentos de lignina, que provavelmente 

inibiu os microrganismos metanogênicos e acetogênicos e resultou em maior produção de ácido 

isobutírico (Figura 23), visto que o ensaio 3 foi aquele no qual o pré-tratamento mais removeu 

lignina da fração sólida e, consequentemente, a transferiu para a fração líquida, coerente com 

as condições de desejabilidade, as quais previram elevadas remoções de lignina para este 

ensaio. 

Comparando-se o ensaio 3 com o 4, é possível justificar a menor produção de metano no 

ensaio 4 pela severidade do pré-tratamento, visto que ao final dos 60 min, o ensaio 4 consumia 
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mais ozônio que o ensaio 3, ou seja, a maior severidade do ensaio 4 pode ter solubilizado mais 

compostos que, por não serem prontamente biodegradáveis ou por serem tóxicos, podem ter 

resultado em menor produção de gás. 

Atentando para os ensaios 5 e 6 é possível justificar a menor produção de metano do 

ensaio 5 provavelmente porque o teor de açúcares totais foi um pouco menor que no ensaio 6 

(Tabela 14). Os dados mostram que não houve acúmulo de AGVs nestes ensaios, ou seja, não 

houve toxicidade como no ensaio 3, cuja grande diferença está na severidade do pré-tratamento, 

visto que a carga de ozônio do ensaio 3 foi muito maior que a dos ensaios 5 e 6.   

 

Figura 23: Concentração de ácidos graxos voláteis no final do ensaio de PBM fase única. 

 

 

Para modelar os dados de cinética de produção de metano, foram testados 4 modelos: 

primeira ordem, Gompertz-modificado, exponencial de duas fases e múltiplos estágios. A 

qualidade do ajuste foi avaliada levando-se em consideração as seguintes funções de erro: 

coeficiente de determinação (R²), erro quadrático médio (RMSE), erro quadrático médio 

normalizado (NRMSE) e o critério de informação de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1973; 

MOTULSKY; CHRISTOPOULOS, 2003). A Tabela 17 mostra os parâmetros da cinética de 

produção de metano estimados pelo ajuste dos modelos citados aos dados dos ensaios de PBM 

em fase única. 

Comparando-se a qualidade dos ajustes fornecidos pelos quatro modelos de cinética 

avaliados usando a função de erro AIC, foi possível notar que o modelo Gompertz-modificado 
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melhor ajustou os dados experimentais (valor AIC mais baixo) para a produção de metano em 

fase única. A Figura 24 mostra as curvas de produção de metano em função do tempo, 

juntamente com os dados estimados pelo modelo de Gompertz-modificado, para o PBM com 

os seis hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de café sob as seis condições de 

desejabilidade. 

Com base na análise dos dados da Tabela 17 e da Figura 24 foi possível confirmar que o 

hidrolisado gerado no ensaio 6 apresentou melhor biodegradabilidade anaeróbia, o que foi 

refletida pela taxa máxima de produção de metano estimada pelo modelo de Gompertz (0,2156 

NmLCH4 gDQOaplicada
-1 h-1). Foi possível notar que o modelo de Gompertz foi capaz de 

reproduzir a produção de metano com bons ajustes, uma vez que os coeficientes de 

determinação (R²) foram maiores que 0,99. Além disso, a produção de metano observada no 

ensaio 6 foi de 91,07 NmL CH4/g DQOaplicada, enquanto o modelo previu 92,17 NmL CH4/g 

DQOaplicada, dado este bem próximo do valor experimental. 

A fase lag (λ) de crescimento microbiano é o tempo de adaptação dos microrganismos ao 

meio e precede o início da produção de metano (BARAKAT et al., 2012). Nessa fase, os 

microrganismos se encontram em um estado de latência e não há crescimento celular (PRATS 

et al., 2008). De acordo com a Tabela 17, o maior período de fase lag (79,53 h) foi do ensaio 1 

e o menor (21,29 h) foi do ensaio 4. Em geral, esses tempos de adaptação foram baixos, levando-

se em conta a complexidade da biomassa e do sistema. Ademais os períodos de fase lag dos 

seis ensaios de PBM foram de 3 a 12 vezes menores que o período de fase lag do ensaio que 

mais produziu metano (265,68 h) a partir do hidrolisado de bagaço de cana pré-tratado com 

ozônio no trabalho de ADARME (2015). Visto que o ensaio 4 foi aquele com menor produção 

de metano e, contraditoriamente, com menor λ, não se pode relacionar o período da fase lag 

com a produção de metano neste caso. Ao observar as condições de pré-tratamento, pode-se 

dizer que a severidade dos ensaios 3 e 4 contribuiu para a menor fase de adaptação durante a 

digestão anaeróbia, visto que estes ensaios foram aqueles que utilizaram maior COEA (81 mg 

O3/g cascas), ou seja, apesar da toxicidade, a maior severidade do pré-tratamento solubilizou 

mais compostos e facilitou as etapas de hidrólise e acetogênese. O maior período de fase lag do 

ensaio 1 foi bem diferente dos demais e pode estar relacionado a alguma condição de estresse, 

visto que os microrganismos são sensíveis a variações no ambiente, como em variações na 

temperatura. 
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Tabela 17: Parâmetros de cinética estimados pelos modelos de produção de metano para 

os ensaios de PBM em fase única com os hidrolisados gerados nas condições de desejabilidade. 

 

Potencial de produção bioquímico de metano em fase única 

Modelo Parâmetros 
Ensaios 

1 2 3 4 5 6 

1ª ordem 

P0 (NmL CH4/g DQOaplicada) 253,8132 161,0704 109,2200 75,5822 149,6999 125,0545 

k (hora -1) 0,0004 0,0010 0,0012 0,0016 0,0010 0,0017 

R2 0,9750 0,9750 0,9927 0,9875 0,9749 0,9767 

RMSE 4,0335 5,1373 2,0259 2,1193 4,8029 5,3571 

NRMSE 5,5527 5,8060 3,0231 3,8825 5,8768 5,8813 

AIC 144,4542 168,6431 75,5922 80,0981 161,9131 172,8320 

Gompertz 

P0 (NmL CH4/g DQOaplicada) 78,7546 93,4661 70,6572 56,3185 87,4200 92,1672 

µm (NmL CH4/g DQOaplicada) 0,1292 0,1692 0,1179 0,1023 0,1590 0,2156 

λ (hora) 79,5284 55,2041 28,0603 21,2909 55,8564 53,3914 

R2 0,9929 0,9903 0,9955 0,9941 0,9928 0,9979 

RMSE 2,1813 3,0962 1,5551 1,4317 2,4957 1,5272 

NRMSE 3,0028 3,4992 2,3205 2,6229 3,0537 1,6766 

AIC 84,9807 120,0080 51,1420 42,8794 98,4461 49,3329 

Múltiplos 

estágios 

As (NmL CH4/g DQOaplicada) 0,0000 0,0001 1,1467 0,0221 8,4724 7,7910 

Ai (NmL CH4/g DQOaplicada) 12,7832 14,5449 19,2188 16,0616 0,0001 0,0000 

Ais (NmL CH4/g DQOaplicada) 74,9460 85,2000 56,1301 43,3284 83,6967 87,7310 

k1 (hora-1) 0,0043 0,0054 0,0039 0,0045 0,0045 0,0055 

k2 (hora-1) 0,0031 0,0037 0,0039 0,0045 0,0047 0,0062 

R2 0,9884 0,9861 0,9964 0,9927 0,9883 0,9939 

RMSE 2,7702 3,7029 1,3653 1,5821 3,1849 2,5691 

NRMSE 3,8135 4,1849 2,0374 2,8984 3,8970 2,8205 

AIC 112,8807 141,9030 42,1312 56,8674 126,8329 105,3464 

Exponencial 

de duas 

fases 

P1 (NmL CH4/g DQOaplicada) 14,6417 0,0177 46,5248 51,8533 0,0000 0,0000 

P2 (NmL CH4/g DQOaplicada) 92,7907 160,9145 37,7819 18,8802 99,2340 99,1133 

k1 (hora-1) 0,0012 0,0006 0,0017 0,0017 0,0045 0,0074 

k2 (hora-1) 0,0012 0,0010 0,0018 0,0017 0,0019 0,0025 

R2 0,9604 0,9734 0,9850 0,9862 0,9567 0,9588 

RMSE 5,1423 5,1376 2,8195 2,2246 6,1560 6,6845 

NRMSE 7,0790 5,8064 4,2073 4,0754 7,5324 7,3387 

AIC 172,7402 172,6493 112,6460 88,9473 190,7334 190,7334 
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Figura 24: Dados de produção acumulada de metano na digestão anaeróbia em fase única 

estimados pelo modelo de Gompertz-modificado e obtidos experimentalmente para os 

hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de café nas condições de desejabilidade. 
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Pensando em melhorar os valores de produção de metano foi feita a separação espacial 

das fases acidogênica e metanogênica que, como já foi dito anteriormente, tem-se mostrado 

uma promissora estratégia para o aumento da produção de biogás a partir de hidrolisados 

hemicelulósicos (BAÊTA et al., 2016a; HAWKES et al., 2007; MONLAU et al., 2013). 

Segundo GHOSH et al (1985), a separação da produção de hidrogênio e metano facilita a etapa 

de hidrólise, levando a uma melhor estabilização do material orgânico, bem como uma maior 

produção de gás. Este tópico é abordado na próxima seção. 

 

5.4.2  Dados do Potencial de produção de Hidrogênio (PBH)  

Foram feitos testes de PBH com os hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de 

café nas seis condições obtidas pela ferramenta de desejabilidade, a fim de separar a fase 

acidogênica da fase metanogênica. Os testes geraram resultados de produção de hidrogênio que 

foram expressos em função da quantidade de matéria orgânica inoculada (NmL H2/g 

DQOaplicada). A Tabela 18 mostra os valores de produção de hidrogênio obtidos. 

 

Tabela 18: Produção de hidrogênio nos testes de PBH com os hidrolisados gerados no 

pré-tratamento com ozônio das cascas de café sob as condições de desejabilidade. 

 

Ensaio 

Condições de pré-tratamento que geraram o hidrolisado 
Produção de H2  

(NmL H2/g DQOaplicada) pH 
COEA 

(mg O3/g cascas) 

RLS 

(mL/g) 

t 

(min) 

COEA residual 

(mg O3/g cascas) 

1 3 65,40 15,8 54,2 1,02 43,35 ± 18,60 

2 3 73,20 14,2 48,4 20,14 53,29 ± 6,67 

3 11 81,00 10,0 60,0 24,35 54,79 ± 7,77 

4 11 81,00 20,0 60,0 9,78 40,21 ± 2,19 

5 9 6,75 10,0 5,0 6,08 55,84 ± 2,36 

6 11 18,50 10,0 13,7 17,67 48,52 ± 3,67 

 

De acordo com a Tabela 18, o ensaio com maior produção de hidrogênio (55,84 ± 2,36 

NmL H2/g DQOaplicada) foi o ensaio 5, que empregou condições de oxidação avançada (pH 9), 

menor quantidade de água (RLS 10 mL/g) e menor tempo de reação (5 min), visto que foi 

utilizada uma carga de ozônio específica aplicada (COEA) de 6,75 mg O3/g cascas. É possível 

observar que no ensaio 3 a produção de hidrogênio foi próxima a do ensaio 5 e que a diferença 

entre estes ensaios foi basicamente a carga de ozônio aplicada, que no ensaio 3 foi de 81 mg 
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O3/g cascas (60 min), o que permite inferir que a menor severidade e consequentemente o menor 

tempo de pré-tratamento, contribuiu para a maior produção de hidrogênio. Porém, ao analisar 

a produção deste gás do ensaio 2 (53,29 ± 6,67), que também foi próxima a do ensaio 5, é 

possível inferir que o menor conteúdo de água no sistema de pré-tratamento também contribuiu 

para a produção de hidrogênio, visto que nestes ensaios o conteúdo de água foi mais baixo que 

nos ensaios 1 e 4, que obtiveram menores produções de hidrogênio. Vale ressaltar que a única 

diferença entre os ensaios 3 e 4 foi o conteúdo de água, o que confirma a hipótese anterior. 

Em seu trabalho, ADARME et al. (2017) relatam que as maiores produções de hidrogênio 

foram observadas nos ensaios com menores tempos de reação e conteúdo de água reduzido. 

Tais condições foram seletivas para a produção de ácido fórmico e acético em elevadas 

concentrações, indicadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-

MS), que podem ter favorecido a produção de hidrogênio pela ação de microrganismos 

acetogênicos que atuam na digestão anaeróbia. 

Durante a etapa acidogênica da digestão anaeróbia, os ácidos orgânicos de cadeia curta 

(AGVs) são os principais produtos acumulados, uma vez que são subprodutos da fermentação 

de compostos biodegradáveis (BAÊTA, 2016). No presente trabalho, os principais AGVs 

acumulados ao final da etapa acidogênica foram os ácidos acético e propiônico, como pode ser 

visto na Figura 25. É possível observar que a fermentação dos hidrolisados obtidos em todos os 

ensaios favoreceram a rota acética, visto que a concentração de ácido acético foi maior que a 

de outros ácidos. O elevado acúmulo deste ácido é explicado pela ausência de microrganismos 

metanogênicos acetoclásticos, pois o inóculo usado na etapa acidogênica passou por um pré-

tratamento para inativá-los.  

Em relação ao ácido propiônico, sabe-se que ele é um intermediário comum do 

metabolismo de açúcares, ácidos orgânicos de cadeia longa e compostos orgânicos mais 

complexos, sendo que o acúmulo de tal intermediário normalmente reflete um desequilíbrio 

entre as etapas metabólicas que governam a digestão anaeróbia (MESQUITA et al., 2013). Isso 

de certa forma ocorreu em todos os ensaios, tendo em vista que o acúmulo de ácido acético no 

meio (em função da ausência de metanogênicas acetoclásticas) provavelmente desencadeou 

mudanças metabólicas nos microrganismos acidogênicos para minimizar o acúmulo de 

hidrogênio e garantir a reciclagem interna de transportador de elétrons, tal qual o NAD (equação 

química (9)). A conversão do propionato em acetato (equação química (10)) não é 

termodinamicamente favorável nas condições padrão (ΔGo = +76,1 kJ/mol) e portanto, essa 
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reação é inibida na presença de elevadas concentrações de hidrogênio e acetato, fazendo com 

que o ácido acumule no meio (AQUINO; CHERNICHARO, 2005).  

 

𝑁𝐴𝐷𝐻 +𝐻+ →𝑁𝐴𝐷+ + 𝐻2 

(9) 

𝐶𝐻3𝐶𝐻2𝐶𝑂𝑂
− + 3𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂

− + 𝐻𝐶𝑂3
− + 𝐻+ + 3𝐻2 

(10) 

 

Figura 25: Concentração de ácidos graxos voláteis no final do ensaio de PBH. 

 

 

 

É possível observar que o desvio padrão da produção de hidrogênio (Tabela 18) no ensaio 

1 foi considerável, mas que possivelmente foi devido a algum vazamento ou perturbação do 

sistema de um dos frascos da duplicata, visto que os sistemas biológicos para obtenção de 

biogás apresentam sensibilidade ante diferentes variáveis, como qualidade na amostragem do 

inóculo, condições de incubação, estresse no sistema, temperatura, pH dentre outros (APPELS 

et al., 2008). 

Não há na literatura trabalhos que utilizam o hidrolisado gerado no pré-tratamento das 

cascas de café para produção de hidrogênio. Para fazer a comparação, foi determinado o 

carbono orgânico total (TOC) do hidrolisado a fim de gerar valores de produção de hidrogênio, 
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também, em Nm3/kg TOC, sendo que o ensaio que mais produziu hidrogênio (ensaio 5) obteve 

0,13 ± 0,01 Nm3 H2/kg TOC (55,84 ± 2,36 NmL H2/g DQOaplicada). 

Comparando-se os resultados de produção de hidrogênio obtidos com outros tipos de 

biomassas foi possível perceber que os valores encontrados neste trabalho foram próximos aos 

valores de alguns autores como JUNG; KIM; SHIN HANG-SIK (2011) que observaram valores 

de PBH de 69,1 NmL H2/g DQOaplicada a partir de biomassa algal pré-tratada em 170°C por 20 

min. ADARME et al. (2017) por sua vez, obteve produção de 0,18 Nm3 H2/kg TOC a partir da 

digestão anaeróbia com o hidrolisado obtido do pré-tratamento oxidativo com ozônio do bagaço 

de cana-de-açúcar (dose de ozônio: 17,5 mg/min; pH: 3; t: 15 min e RLS: 13,33 mL/g), valor 

também próximo ao observado nesse estudo. 

Para modelar a cinética de produção de hidrogênio, foram testados os seguintes modelos: 

primeira ordem, Gompertz-modificado, exponencial de duas fases e múltiplos estágios. 

Comparando a qualidade dos ajustes fornecidos pelos quatro modelos de cinética avaliados 

usando a função de erro AIC, foi possível notar que o modelo exponencial de duas fases melhor 

se ajustou aos dados experimentais (valor AIC mais baixo) para a produção de hidrogênio. Na 

Tabela 19 apresentam-se os parâmetros de cinética estimados pelo ajuste dos modelos citados 

aos dados dos ensaios de PBH e na Figura 26 as curvas de produção de hidrogênio em função 

do tempo para o PBH com os seis hidrolisados gerados no pré-tratamento das cascas de café 

sob as seis condições de desejabilidade. 
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Tabela 19: Parâmetros de cinética estimados pelos modelos de produção de hidrogênio 

para os ensaios de PBH com os hidrolisados gerados nas condições de desejabilidade. 

 

Potencial de produção bioquímico de hidrogênio 

Modelo Parâmetros 
Ensaios 

1 2 3 4 5 6 

1ª ordem 

P0 (NmL H2/g DQOaplicada) 37,5071 46,2098 48,6304 37,4622 52,2642 43,7628 

k (hora -1) 0,0337 0,0225 0,0122 0,0091 0,0364 0,0295 

R2 0,8120 0,8036 0,8720 0,9139 0,8928 0,8496 

RMSE 4,0714 5,4421 5,1515 3,4890 4,0749 4,2656 

NRMSE 9,3930 10,2119 9,4016 8,6764 7,2967 8,7900 

AIC 122,9238 147,2977 142,6889 109,9554 122,9959 126,8364 

Gompertz 

P0 (NmL H2/g DQOaplicada) 36,7845 44,5983 45,9922 36,3899 51,4271 42,7919 

µm (NmL H2/g DQOaplicada) 0,9883 0,9045 0,4640 0,2145 1,4271 1,0250 

λ (hora) 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 

R2 0,7663 0,7243 0,7734 0,8600 0,8509 0,7977 

RMSE 4,5213 6,2805 6,5353 4,5541 4,7958 4,9050 

NRMSE 10,4309 11,7851 11,9270 11,3251 8,5876 10,1077 

AIC 133,7272 161,3338 164,6745 134,3342 138,6793 140,5701 

Múltiplos 

estágios 

As (NmL H2/g DQOaplicada) 20,4326 26,9349 33,5058 0,6704 30,6750 28,4521 

Ai (NmL H2/g DQOaplicada) 21,0162 26,2558 20,3580 14,0959 21,8704 18,6636 

Ais (NmL H2/g DQOaplicada) 0,0502 0,0075 0,1808 26,4634 1,4381 0,0349 

k1 (hora-1) 0,0062 0,0043 0,0045 0,0042 0,0143 0,0089 

k2 (hora-1) 0,1180 0,1012 0,0970 0,1080 0,1389 0,1368 

R2 0,9535 0,9743 0,9820 0,9879 0,9465 0,9469 

RMSE 2,0162 1,9059 1,7354 1,1011 2,8719 2,5118 

NRMSE 4,6516 3,5763 3,1672 2,7382 5,1424 5,1760 

AIC 69,8969 65,1639 57,2971 19,0810 99,6068 88,3524 

Exponencial 

de duas 

fases 

P1 (NmL H2/g DQOaplicada) 26,7418 28,5173 24,8539 14,2347 36,0493 29,1852 

P2 (NmL H2/g DQOaplicada) 21,9723 30,1371 36,9807 29,4831 20,8243 21,9359 

k1 (hora-1) 0,0822 0,0899 0,0713 0,0954 0,0831 0,0796 

k2 (hora-1) 0,0022 0,0027 0,0025 0,0034 0,0059 0,0037 

R2 0,9764 0,9797 0,9904 0,9902 0,9757 0,9801 

RMSE 1,4366 1,6922 1,2687 0,9938 1,9367 1,5364 

NRMSE 3,3143 3,1754 2,3153 2,4713 3,4679 3,1661 

AIC 39,4891 53,1947 29,1725 8,7884 64,5162 45,1433 
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Figura 26: Dados de produção acumulada de hidrogênio na etapa acidogênica estimados 

pelo modelo exponencial de duas fases e obtidos experimentalmente para os hidrolisados 

gerados no pré-tratamento das cascas de café nas condições de desejabilidade. 
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Com base na análise dos dados da Tabela 19 e da Figura 26, é possível observar que o 

modelo exponencial de duas fases assume que a produção de hidrogênio ocorreu em duas 

etapas, com produção máxima de 55,84 NmL H2/g DQOaplicada no ensaio 5. Foi possível notar 

que o modelo foi capaz de modelar a produção de hidrogênio com bons ajustes, já que os 

coeficientes de determinação (R²) foram maiores que 0,97. Os resultados da Tabela 19 mostram 

que, ao utilizar o hidrolisado do ensaio 5, a primeira fase correspondeu a 64,55% da produção 

acumulada de hidrogênio (36,05 NmL H2/g DQOaplicada), enquanto a segunda fase correspondeu 

aos 35,45% restantes (20,82 NmL H2/g DQOaplicada). Por meio do gráfico (Figura 26) é possível 

observar que a primeira fase durou aproximadamente 30 h e a segunda fase correspondeu ao 

restante do ensaio (aproximadamente 686 h). A maior produção inicial de hidrogênio pode estar 

relacionada à conversão de substâncias facilmente biodegradáveis como açúcares (glicose, 

xilose e arabinose), equações químicas (11), (12) e (13), respectivamente (ABREU et al., 2012; 

DE SÁ; CAMMAROTA; FERREIRA-LEITÃO, 2014). Por sua vez, a segunda etapa pode estar 

relacionada à conversão de substâncias mais complexas como ácidos de cadeia mais longa (ex.: 

butírico e propiônico). 

 

𝐶6𝐻12𝑂6 + 2𝐻2𝑂 → 2𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂
− + 2𝐶𝑂2 + 2𝐻

+ + 4𝐻2 

(11) 

 

𝐶5𝐻10𝑂5 + 3𝐻2𝑂 → 𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂
− + 3𝐶𝑂2 + 𝐻

+ + 6𝐻2 

(12) 

 

𝐶5𝐻10𝑂5 + 1,67𝐻2𝑂 → 1,67𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂
− + 1,67𝐶𝑂2 + 1,67𝐻

+ + 3,33𝐻2 

(13) 

 

Após a etapa acidogênica, foi realizada a etapa metanogênica usando como substrato o 

sobrenadante dos frascos de PBH que, como foi visto anteriormente, continha boa quantidade 

de ácido acético, precursor direto dos microrganismos metanogênicos acetoclásticos, que 

contribuem com cerca de 70% do metano produzido biologicamente (AQUINO; 

CHERNICHARO, 2005). Os dados são discutidos na próxima seção. 
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5.4.3 Dados do potencial de produção de metano (PBM) em duas fases 

Os testes de PBM em duas fases foram feitos com os sobrenadantes gerados nos ensaios 

de PBH, uma vez que a etapa metanogênica em um sistema anaeróbio de duas fases inicia-se 

logo após a fase acidogênica (seção 4.9.3). Os ensaios geraram resultados de produção de 

metano em função do conteúdo de matéria orgânica que saiu da fase acidogênica, então, para 

se fazer a comparação entre os ensaios de PBM em fase única, os dados foram normalizados 

para NmL CH4/g cascas de café. A Tabela 20 mostra os valores de produção de metano obtidos 

nos ensaios de PBM em fase única e nos ensaios de PBM em duas fases. 

 

Tabela 20: Produção de metano nos testes de PBM em duas fases e PBM em fase única 

com os hidrolisados gerados no pré-tratamento com ozônio das cascas de café sob as condições 

de desejabilidade. 

 

Ensaio Produção CH4 duas fases 

(NmL CH4/g DQOaplicada
*) 

Produção CH4 duas fases  

(NmL CH4/g cascas) 

Produção CH4 fase única 

(NmL CH4/g cascas) 

1 185,92 ± 8,45 34,20 ± 1,55 26,67 ± 2,13 

2 163,03 ± 54,11 26,07 ± 8,65 30,75 ± 0,86 

3 277,21 ± 46,59 52,44 ± 8,81 29,33 ± 0,38 

4 176,14 ± 20,79 41,53 ± 4,90 23,60 ± 0,40 

5 363,83 ± 108,65 42,25 ± 12,62 31,35 ± 5,24 

6 284,64 ± 48,70 48,96 ± 8,38 35,99 ± 3,47 
*DQO do sobrenadante da fase acidogênica. 

 

De acordo com a Tabela 20, é possível perceber que a digestão anaeróbia em duas fases 

melhorou a produção de metano para quase todos os ensaios. No ensaio 2, porém, uma melhoria 

não foi observada, mas ao analisar o desvio padrão neste ensaio, é possível inferir que 

provavelmente houve alguma perturbação em um dos frascos da duplicata, visto que os sistemas 

biológicos para obtenção de biogás apresentam sensibilidade ante diferentes variáveis, como 

qualidade na amostragem do inóculo, condições de incubação, estresse no sistema, temperatura, 

pH dentre outros (APPELS et al., 2008). É válido considerar também que o substrato utilizado 

em cada frasco, veio do frasco da duplicata do ensaio acidogênico correspondente, por este 

motivo, pode ter havido alguma diferença na amostragem que fez com que o desvio na produção 

de metano ficasse maior. 



104 

 

O ensaio de PBM em duas fases que produziu maior quantidade de metano foi o ensaio 5 

(363,83 ± 108,65 NmL CH4/g DQOaplicada), porém, o desvio padrão deste ensaio foi 

considerável, o que pode indicar que, por alguma perturbação do sistema, um dos frascos da 

duplicata obteve baixo rendimento. Apesar do desvio, mesmo que o valor da produção de 

metano fosse subtraído do erro, este ensaio teria produção próxima àquelas dos ensaios 3 e 6, o 

que era esperado, visto que, de acordo com a Figura 25, a concentração de ácido acético ao final 

da etapa acidogênica, nos ensaios 3, 5 e 6 foram as mais elevadas, fazendo destes ensaios os 

mais prováveis de obterem maior produção de metano no PBM em duas fases, uma vez que 

este ácido é precursor direto dos microrganismos metanogênicos acetoclásticos (AQUINO; 

CHERNICHARO, 2005). Não obstante, por meio da Figura 25, é possível observar ainda que 

os ensaios 5 e 6 foram aqueles que acumularam concentrações mais elevadas de ácidos 

propiônico e butírico, o que indica que estes ácidos foram convertidos a acetato e hidrogênio 

por microrganismos acetogênicos e posteriormente convertidos a metano pelas arqueias 

metanogênicas. Os valores de produção de metano (Tabela 20) confirmam essas hipóteses. 

Os AGVs que se acumularam ao final do PBM em duas fases (Figura 27), ácido 

isobutírico principalmente, tiveram redução de 3 a 7 vezes em relação ao PBM em fase única 

(Figura 23). De acordo com BAÊTA et al. (2016a), é possível que a fase acidogênica tenha 

atuado como biodetoxificante do meio, considerando que os microrganismos acidogênicos 

assimilaram parte de compostos considerados tóxicos à digestão anaeróbia e os converteram 

em compostos mais facilmente biodegradáveis, levando à uma menor acumulação de AGVs e 

uma maior produção de metano na fase metanogênica. Porém, ainda assim, a digestão anaeróbia 

dos hidrolisados gerados sob as condições de desejabilidade não alcançou elevados 

rendimentos, sendo possível inferir que o pré-tratamento oxidativo das cascas de café em meio 

aquoso pode gerar compostos tóxicos ao consórcio microbiano.  
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Figura 27: Concentração de ácidos graxos voláteis no final do ensaio de PBM em duas 

fases. 

 

 

Os parâmetros de cinética estimados pelo ajuste dos quatro modelos testados aos dados 

dos ensaios de PBM em duas fases podem ser vistos na Tabela 21. Comparando a qualidade 

dos ajustes fornecidos pelos quatro modelos de cinética avaliados usando a função de erro AIC, 

foi possível notar que o modelo de Gompertz-modificado melhor ajustou os dados 

experimentais (valor AIC mais baixo) para a produção de metano no sistema em que a fase 

metanogênica foi separada da fase acidogênica. A Figura 28 mostra as curvas de produção de 

metano em função do tempo para o PBM em duas fases. 
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Tabela 21: Parâmetros de cinética estimados pelos modelos de produção de metano para 

os ensaios de PBM em duas fases nas condições de desejabilidade. 

 

Potencial de produção bioquímico de metano em duas fases 

Modelo Parâmetros 
Ensaios 

1 2 3 4 5 6 

1ª ordem 

P0 (NmL CH4/g DQOaplicada) 102552,6322 82260,4862 40704,9691 40749,7349 41060,6441 43821,0849 

k (hora -1) 2,5 × 10-6 7,9 × 10-6 7,9 × 10-6 5,1 × 10-6 10,9 × 10-6 7,9 × 10-6 

R2 0,9748 0,9765 0,9835 0,9747 0,9804 0,9826 

RMSE 12,7011 9,8528 17,9755 12,5461 23,3818 18,4156 

NRMSE 7,1602 6,3513 6,9836 7,7327 6,8799 6,7391 

AIC 187,9881 169,7049 212,9951 187,1038 231,9274 214,7368 

Gompertz 

P0 (NmL CH4/g DQOaplicada) 177,8066 148,9201 279,3839 166,7591 349,5582 281,8676 

µm  

(Nm CH4/g DQOaplicada.hora) 
0,4187 0,3353 0,5172 0,3638 0,7437 0,5591 

λ (hora) 132,2034 114,4922 150,7564 160,1728 134,7500 140,3766 

R2 0,9981 0,9924 0,9965 0,9953 0,9959 0,9944 

RMSE 2,8695 4,7685 5,3554 3,9545 7,9890 7,1883 

NRMSE 1,6177 3,0738 2,0806 2,4373 2,3507 2,6305 

AIC 82,8854 119,4519 127,8102 105,9755 156,6072 149,0029 

Múltiplos 

estágios 

As (NmL CH4/g DQOaplicada) 0,0010 1,57 × 10-7    0,0006 0,0005 0,0001 0,0000 

Ai (NmL CH4/g DQOaplicada) 1,3341 0,1535 6,2469 1,7953 1,0084 0,2313 

Ais (NmL CH4/g DQOaplicada) 189,7952 178,8016 279,8586 179,6218 399,2310 340,4750 

k1 (hora-1) 0,0046 0,0042 0,0040 0,0041 0,0040 0,0036 

k2 (hora-1) 0,0045 0,0041 0,0038 0,0039 0,0039 0,0035 

R2 0,9850 0,9908 0,9777 0,9749 0,9889 0,9899 

RMSE 7,9451 5,1912 13,3598 9,1185 12,8717 9,5189 

NRMSE 4,4794 3,3463 5,1903 5,6201 3,7874 3,4834 

AIC 160,4611 129,7148 197,6497 170,1327 195,7858 173,2766 

Exponencial 

de duas fases 

P1 (NmL CH4/g DQOaplicada) 49,5645 69,5149 43,7018 83,8510 100,8450 86,2072 

P2 (NmL CH4/g DQOaplicada) 189,1510 59,0755 294,5842 143,7784 395,3050 227,1550 

k1 (hora-1) 0,0014 0,0027 0,0013 0,0012 0,0012 0,0016 

k2 (hora-1) 0,0013 0,0027 0,0014 0,0013 0,0012 0,0016 

R2 0,9251 0,8641 0,9032 0,9046 0,9264 0,8981 

RMSE 17,7839 19,9387 27,8262 17,7809 33,1670 30,2836 

NRMSE 10,0256 12,8529 10,8106 10,9591 9,7591 11,0822 

AIC 217,9665 224,4610 250,8076 216,9845 261,1216 254,7200 
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Figura 28: Dados de produção acumulada de metano na digestão anaeróbia em duas fases 

estimados pelo modelo de Gompertz-modificado e obtidos experimentalmente. 
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Com base na análise dos dados da Tabela 21 e da Figura 28 foi possível confirmar que o 

ensaio 5 de PBM em duas fases apresentou maior produção de metano, pois a taxa máxima de 

produção de metano estimada pelo modelo de Gompertz no ensaio 5 foi a maior dentre os seis 

ensaios (0,74 NmLCH4 g DQOaplicada
 -1 h-1). Foi possível notar que o modelo de Gompertz foi 

capaz de reproduzir a produção de metano com bons ajustes, uma vez que os coeficientes de 

determinação (R²) foram maiores que 0,99. Além disso, a produção de metano observada neste 

ensaio (ensaio 5) foi de 363,83 ± 108,65 NmL CH4/g DQOaplicada, enquanto o modelo previu 

349,56 NmL CH4/g DQOaplicada, que, considerando a sensibilidade do sistema, é relativamente 

próxima ao experimental. 

A fase lag (λ) de crescimento microbiano, contraditoriamente ao que alguns autores 

relataram na literatura (BAÊTA et al., 2016a), foi maior na digestão anaeróbia de duas fases do 

que em fase única. Esse comportamento pode ter acontecido devido à qualidade do inóculo 

utilizado na fase metanogênica, uma vez que este foi a fonte de microrganismos produtores de 

metano.  

O maior período de adaptação ocorreu no ensaio 4 (~ 160 h), porém foi bem menor que 

o período de fase lag do ensaio que mais produziu metano (~ 266 h) a partir do hidrolisado de 

bagaço de cana pré-tratado com ozônio no trabalho de ADARME (2015). Desta forma, a fase 

de adaptação dos microrganismos metanogênicos não foi um grande problema para digestão 

anaeróbia dos hidrolisados gerados da ozonização das cascas de café. 

A fim de tentar melhorar a produção de metano com hidrolisados gerados no pré-

tratamento oxidativo com ozônio, foi feito um teste com o hidrolisado do ensaio 6. A condição 

6 foi escolhida em função da produção de metano em fase única obtida com seu hidrolisado ter 

sido a maior dentre todos os outros ensaios, e pelo fato do ensaio 6 representar o segundo menor 

grau de severidade, ou seja, em tese, o segundo menor custo de energia. Para tanto, foi 

adicionado ao frasco reator carvão ativado em pó (CAP), conforme metodologia descrita na 

seção 4.9.4. Os resultados são apresentados na próxima seção. 

 

5.5 Avaliação do uso de carvão ativado para melhorar a produção de biogás  

 

Como foi visto nas sessões anteriores, a toxicidade presente nos hidrolisados gerados pelo 

pré-tratamento oxidativo com ozônio das cascas de café prejudicou a digestão anaeróbia destes 

substratos. Como os possíveis compostos tóxicos presentes são produtos da degradação da 

lignina como compostos aromáticos e poli-aromáticos que, dependendo do mecanismo de 
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reação podem ser convertidos em ácidos carboxílicos, saturados ou insaturados (TRAVAINI et 

al., 2015), uma forma de melhorar a etapa de digestão anaeróbia é removendo estes compostos. 

Neste aspecto, a adsorção em carvão ativado poderia ser uma alternativa tecnológica para 

remover componentes orgânicos de baixa massa molar, como os fenóis e seus derivados, de 

meios aquosos (PODKOŚCIELNY; LÁSZLÓ, 2007) e por isso, este recurso foi utilizado no 

presente trabalho. Uma desvantagem é que ácidos orgânicos de cadeia curta também seriam 

adsorvidos, como demonstrado por BAÊTA et al. (2016c). 

Por outro lado, como o CAP foi adicionado diretamente dentro do frasco reator, foi 

possível que os compostos adsorvidos fossem lentamente dessorvidos à medida que a 

biodegradação ocorria na fase líquida devido ao deslocamento do equilíbrio químico, 

principalmente no caso dos compostos mais biodegradáveis como os AGVs. Dessa forma, os 

custos relacionados ao carvão seriam menores pelo fato de que a biodegradação promoveria 

uma dessorção e regeneração dos sítios adsortivos (WALKER, 1999). 

Em estudo com biorreator anaeróbio de membrana submersa para tratamento de efluente 

contendo corante, BAÊTA et al. (2013) utilizou CAP e obteve excelente desempenho na 

remoção de matéria orgânica, cor, turbidez e AGVs, utilizando 4,0 g/L de CAP. Devido ao 

sucesso dos resultados, foi utilizada a mesma concentração de CAP nos frascos reatores 

anaeróbios do presente trabalho. Para tanto, foram realizados 2 testes de PBM em fase única 

com carvão e dois sem carvão para critério de comparação. O hidrolisado escolhido foi aquele 

que mostrou maior biodegradabilidade anaeróbia nos ensaios de PBM em fase única 

(hidrolisado do ensaio 6) e a produção de metano obtida é apresentada na Tabela 22. 

 

Tabela 22: Valores do teste de PBM em fase única com o hidrolisado da condição 6 de 

desejabilidade usando CAP. 

 

Ensaio 
Produção CH4 em fase única 

(NmL CH4/g DQOaplicada) 

Produção CH4 em fase única 

(NmL CH4/g cascas) 

Sem CAP 115,45 ± 45,02 45,62 ± 17,79 

Com CAP 218,25 ± 44,33 86,24 ± 17,52 
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Pôde-se observar que o uso de CAP contribuiu para a estabilidade do reator e diminuição 

de AGVs, pois, de fato, não foram encontrados AGVs (concentração menor que o limite de 

detecção) no final do ensaio de PBM com CAP. Foi possível notar também um aumento na 

produção de metano de cerca de 89% em relação ao frasco que não continha CAP, o que mostra 

que houve adsorção de compostos inibitórios da metanogênese pelo carvão. 

Neste teste, foi possível perceber que o frasco reator sem o carvão obteve produção um 

pouco maior do que aquela realizada anteriormente nos ensaios de PBM com o hidrolisado da 

condição 6 de desejabilidade, porém, isso pode ter sido devido a diferenças no inóculo e na 

amostragem durante o preparo dos ensaios. 

Ao se comparar a DA com o hidrolisado gerado na condição 6 utilizando CAP com os 

ensaios de DA anteriores (PBM em fase única e PBM em duas fases), foi possível notar que o 

CAP maximizou a produção de metano, correspondendo a 2,4 vezes a produção de metano em 

fase única e a 1,8 vezes a produção de metano em duas fases. 

Para verificar, do ponto de vista energético, a viabilidade do pré-tratamento oxidativo das 

cascas de café, foi feito um balanço de energia obtendo-se resultados em kJ/gcascas na entrada e 

saída do sistema. Os resultados são apresentados na próxima seção. 

 

5.6 Estimativa de energia (consumo e geração) 

 

Foi realizado um balanço de energia para todos os ensaios de digestão anaeróbia 

utilizando os hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo das cascas de café sob as 

condições de desejabilidade. Para tanto, foi considerado que o CH4 e o H2 possuem poder 

calorífico inferior (PCI) de 34,5 MJ/Nm³ e 10,8 MJ/Nm³, respectivamente, sendo possível 

quantificar a energia na saída do sistema levando-se em conta as produções de metano e 

hidrogênio e considerando uma eficiência de queima de 90% (ADARME et al., 2017). De 

acordo com TRAVAINI et al. (2016), a produção de 100 g de ozônio requer 1,65 MJ de energia, 

dessa forma, com os valores da carga de ozônio aplicada em cada ensaio de pré-tratamento, foi 

possível quantificar a energia gasta na entrada do sistema. Os valores de consumo (input) e 

geração potencial (output) de energia são mostrados na Figura 29. 

  



111 

 

Figura 29: Balanço de energia da digestão anaeróbia de hidrolisados gerados no pré-

tratamento oxidativo das cascas de café sob as condições de desejabilidade. 

 

 

 

A Figura 29 mostra que a digestão anaeróbia em fase única só foi viável energeticamente 

para os ensaios 5 e 6, visto que estes ensaios foram aqueles com condições mais brandas de pré-

tratamento devido ao valor da carga de ozônio específica aplicada (COEA) ser mais baixa para 

estes ensaios (Tabela 14). O sistema de digestão anaeróbia em duas fases só não foi viável 

energeticamente para o ensaio 2, que empregou COEA de 73,2 mg O3/g casca, pH 3 e RLS de 

14,2 mL/g e obteve produção de metano mais baixa (26,07 NmL CH4/g cascas). Contudo, o 

saldo energético positivo obtido nos ensaios 1, 3 e 4 foi baixo. De forma geral, os ensaios 5 e 6 

apresentaram melhores recuperações de energia, pois foram aqueles que geraram um 

hidrolisado com menores teores de compostos tóxicos e de mais fácil degradação. 

O objetivo da utilização do carvão ativado em pó durante a etapa de digestão anaeróbia 

com o hidrolisado gerado no ensaio 6, foi tentar maximizar a produção de metano. Como a 

condição 6 foi de baixa severidade (a segunda menor), isso implica que os custos adicionais 

atrelados ao uso do carvão ainda estariam baixos comparados àqueles de maior severidade. A 

Figura 30 mostra os resultados da estimativa de energia para os ensaios de digestão anaeróbia, 

considerando o hidrolisado gerado no ensaio 6. 
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Figura 30: Estimativa de energia para os ensaios de digestão anaeróbia utilizando o 

hidrolisado gerados no pré-tratamento oxidativo das cascas de café sob as condições de 

desejabilidade do ensaio 6. 

 

 

 

De acordo com a Figura 30, foi possível observar que o uso do CAP melhorou a 

recuperação de energia 2,9 vezes em relação ao PBM em fase única e 1,7 vezes em relação ao 

PBM em duas fases, pois maximizou a produção de metano ao adsorver compostos inibitórios 

da metanogênese. Embora o uso do CAP aumente a recuperação de energia, é necessária uma 

análise econômica para se levar em conta os custos associados ao uso deste adsorvente.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Os ensaios de pré-tratamento oxidativo com ozônio, realizados nas cascas de café, 

indicaram que as condições de ozonização que levaram à maior remoção de lignina, celulose e 

hemiceluloses foram aquelas utilizadas no ensaio que empregou RLS de 15 mL/g, pH 11 e 

COEA de 19,14 mg O3/g cascas. Nessas condições, o processo oxidativo foi considerado um 

POA e, por haver geração de radicais, provavelmente favoreceu o ataque aos componentes da 

biomassa. Com base nos resultados apresentados, a ferramenta de desejabilidade gerou 

condições propícias para solubilizar as hemiceluloses e a lignina, de forma a gerar uma fração 

sólida rica em celulose (que poderia ser direcionada à produção de etanol 2G após sua hidrólise 

enzimática) e uma fração líquida residual que poderia ser utilizada para recuperação de energia 

via produção de biogás (metano e hidrogênio). 

Na etapa de hidrólise enzimática não foram obtidos bons rendimentos (10% - 12%), que 

podem estar atrelados ao fato desta etapa não ter sido otimizada para as cascas de café, já que 

foi baseada em condições otimizadas para o bagaço de cana. Além disso, não foi feito nenhum 

tipo de lavagem na biomassa após o pré-tratamento, o que pode ter dificultado a acessibilidade 

das enzimas e contribuído para a adsorção improdutiva destas, diminuindo a eficiência de 

conversão da celulose em glicose. Porém, como previsto pela ferramenta de desejabilidade, a 

maior produção estimada de etanol 2G (~ 36 mg etanol/g cascas pré-tratada) ocorreu no ensaio 

que empregou RLS de 10 mL/g, pH 11 e COEA de 81,00 mg O3/g cascas, visto que foi o ensaio 

com maior remoção de lignina (41,01%). 

A digestão anaeróbia dos hidrolisados foi avaliada em fase única e em duas fases, sendo 

que a separação espacial das fases acidogênica e metanogênica favoreceu a produção de metano 

levando a menor acumulação de AGVs e maior produção de metano na fase metanogênica. Na 

digestão anaeróbia em fase única, o modelo de cinética que melhor ajustou os dados 

experimentais de produção de metano (AIC mais baixo) foi o modelo Gompertz-modificado, 

mostrando que o melhor resultado (~ 36 NmL CH4/g cascas) foi obtido utilizando o hidrolisado 

gerado no denominado “ensaio 6” que empregou RLS de 10 mL/g, pH 11 e COEA de 18,50 

mg O3/g cascas, condizente com o esperado pela ferramenta de desejabilidade, cujas condições 

almejadas foram maior remoção de lignina, celulose e hemiceluloses, ou seja, maior 

solubilização de material orgânico na fração líquida. O balanço de energia para esta condição 

foi positivo, com uma recuperação de energia de 0,81 kJ/g casca para esta etapa.  



114 

 

Em contrapartida, na digestão anaeróbia em duas fases, este ensaio apresentou produção 

de 19,17 NmL H2/g cascas (48,52 NmL H2/g DQOaplicada) na fase acidogênica e 48,96 NmL 

CH4/g cascas na fase metanogênica com recuperação energética de 1,40 kJ/g casca. O modelo 

de cinética que melhor se ajustou aos dados experimentais de produção de hidrogênio na etapa 

acidogênica foi o modelo exponencial de duas fases e na etapa metanogênica, foi o modelo 

Gompertz-modificado, uma vez que os valores de AIC para estes modelos foram os mais baixos 

em relação aos demais. 

A toxicidade presente nos hidrolisados gerados pelo pré-tratamento oxidativo das cascas 

de café, com ozônio, possivelmente devido a presença de produtos da degradação da lignina, 

prejudicou a digestão anaeróbia destes substratos e uma alternativa tecnológica para mitigar 

esse efeito foi a adsorção por carvão ativado em pó (CAP) que mostrou melhoria na produção 

de metano. Para a digestão anaeróbia em fase única do hidrolisado gerado no ensaio 6, o uso 

do CAP contribuiu com produção de 86,24 NmL CH4/g cascas (correspondente a um aumento 

de 89% em relação ao teste feito nas mesmas condições, porém sem a adição de CAP) e 

recuperação energética de 2,37 kJ/g cascas. Contudo, é necessária uma análise econômica para 

saber se o emprego deste adsorvente é viável, considerando que haverá um custo adicional para 

sua aplicação. 

Após análise dos resultados obtidos, foi possível concluir que a aplicação da tecnologia 

anaeróbia para a degradação do hidrolisado, gerado no pré-tratamento oxidativo com ozônio de 

cascas de café, é promissora. A geração de biogás (metano e hidrogênio) a partir da fração 

líquida contribui para a recuperação de energia e ainda há a possibilidade de utilização da fração 

sólida para a produção de etanol 2G, representando o conceito de biorrefinaria lignocelulósica.  
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7 RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

 Analisar os hidrolisados gerados no pré-tratamento oxidativo com ozônio das 

cascas de café por cromatografia gasosa acoplada ao espectrofotômetro de massas 

para identificar possíveis compostos inibitórios. 

 Otimizar as condições de hidrólise enzimática para as cascas de café. 

 Realizar a lavagem da biomassa antes da etapa de hidrólise enzimática. 

 Utilizar o CAP na digestão anaeróbia em duas fases dos hidrolisados gerados no 

pré-tratamento oxidativo com ozônio das cascas de café. 

 Realizar a digestão anaeróbia das frações sólida e líquida juntas após o pré-

tratamento. 

 Utilizar um reator de coluna para realizar o pré-tratamento. 

 Melhorar a caracterização da biomassa com microscopia eletrônica de varredura 

(MEV) e análise da área superficial pelo método de Brunauer-Emmett-

Teller (BET). 
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